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Hongos deteriorantes y toxicogénicos en frutas citricas y manzanas
cultivadas en Argentina

Resumen

Las manzanas y los frutos citricos son cultivos de gran importancia en
Argentina, ya sean como materias primas o procesadas, no solamente para el

mercado interno sino también para su exportacion.

El deterioro fungico es uno de los principales problemas que presentan los
cultivos frutales pudiendo presentarse en las diferentes etapas agrondémicas
pre- 0 postcosecha. Por esta razén este trabajo tiene como objetivo principal la
identificacion de la micota presente en estos frutos, con especial interés en
hongos toxicogénicos y sus metabolitos téxicos, asi como la evaluacion del
riesgo toxicoldgico derivado del consumo de frutos contaminados o productos

derivados.

Se aislaron e identificaron hongos a partir de manzanas y frutos citricos con
deterioro visible externo o con deterioro interno, el cual se evidencié luego de
que la fruta fuese cortada. Para el aislamiento se empleé la técnica de siembra
directa, mediante la cual se obtuvieron 213 y 178 aislamientos a partir de
manzanas y de frutos citricos respectivamente. Para la identificacion a nivel de
género y especie, se utilizaron las claves taxondémicas correspondientes,

tomando en consideracion las caracteristicas macroscopicas y microscoépicas.

A partir de manzanas se identificaron 8 géneros fungicos, mientras que en
citricos se obtuvieron 12. El género Penicillium fue el principal contaminante
fungico en ambos sustratos, coincidiendo con datos de literatura. Se tomo
como objetivo de estudio para este trabajo el siguiente género flngico
toxicogénico con mayor incidencia en manzanas, Alternaria, ya que la

informacion sobre este género y sus toxinas en estas frutas es muy escasa.

A nivel de grupo-especie, Alternaria tenuissima fue el de mayor incidencia,

siendo el Unico presente en citricos.
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A nivel de especie, A. mali fue hallada con mayor incidencia en manzanas,

mientras que en citricos lo fue A. limoniasperae.

La produccion de toxinas por las especies de Alternaria aisladas de ambos
sustratos se evaluo in vitro en agar manzana (AM), a fin de evaluar el efecto

matriz sobre los aislamientos procedentes de los distintos frutos estudiados.

Las toxinas evaluadas fueron Alternariol (AOH), Alternariol monometil éter
(AME) y Acido tenuazonico (TeA). Los valores méaximos producidos por
aislamientos provenientes de manzanas (in vitro) fueron 282.529, 1.541.219 y
79.764 ng/Kg para AOH, AME y TeA respectivamente. Mientras que para
citricos fueron 111.295, 1.477.352 y 8.913 pg/Kg para AOH, AME y TeA

respectivamente.

Se analizé ademas la ocurrencia natural de toxinas de Alternaria en manzanas
con y sin lesién o signos de deterioro evidente. Las concentraciones maximas
de las toxinas en manzanas contaminadas naturalmente fueron 1.809, 21.764 y

55 ug/Kg para AOH, AME y TeA respectivamente.

Palabras claves: Hongos, micotoxinas, manzanas, citricos, Alternaria,

alternariol, alternariol monometil éter, acido tenuazonico.



Spoilage and toxigenic fungi in citrus and apples grown in Argentina

Abstract

Apples and citrus fruits are major crops in Argentina, either as raw or processed
materials, not only for the domestic market but also for export.

Fungal decay is one of the main problems affecting the fruit crops, which may
arise at different agronomic stages, pre- or post-harvest. For this reason this
work has as main objective the identification of the mycobiota from these fruits,
with special interest in toxigenic fungi and their toxic metabolites as well as the
assessment of the toxicological risk from consumption of contaminated fruits or

fruit byproducts.

Fungal genera from apples and citrus fruit with visible external damage or
internal spoilage were isolated and identified. Direct plating technique was used
for isolation of 213 and 178 isolates from apples and citrus fruits, respectively.
The corresponding taxonomic keys were used for identification to genus and
species level, taking into consideration the macroscopic and microscopic

characteristics.

Eight fungal genera were identified from apples, while 12 were obtained from
citrus fruits. The genus Penicilium was the main fungal contaminant on both
substrates, in agreement with literature data. The objective of study for this work
was the second toxigenic fungal genus with high incidence in apples, Alternaria,

due to the scarce information on this genus and its toxins in these fruits.

The Alternaria tenuissima species-group had the highest incidence in both
substrates. At species level, A. mali was found with the highest incidence in

apples, while A. limoniasperae was the main citrus fruit contaminant.

Toxin production by Alternaria species isolated from both substrates was
evaluated in vitro in apple agar (AM), to assess the matrix effect on the isolates

from different fruits.



The toxins evaluated were alternariol (AOH), alternariol monomethyl ether
(AME) and tenuazonic acid (TeA). The maximum concentrations produced by
isolates from apples in vitro were 282.529, 1.541.219 and 79.764 pg/Kg for
AOH, AME and TEA respectively. For citrus fruit isolates, levels found were
111.295, 1.477.352 and 8.913 pg/Kg for AOH, AME and TeA respectively.

The natural occurrence of Alternaria toxins in apples with and without evident
signs of injury or spoilage was also analyzed. The maximum concentrations of
toxins in naturally contaminated apples were 1.809, 21.764 and 55 pg/Kg for
AOH, AME and TeA, respectively.

Keywords: Fungi, mycotoxins, apples, citrus fruit, Alternaria, alternariol,

alternariol monomethyl ether, tenuazonic acid.
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CAPITULO | = INTRODUCCION

1. Introducciéon

1.1 Hongos

Los hongos son un grupo muy amplio y diverso de microorganismos. Se
estima que en el planeta habitan alrededor de 1.500.000 especies, de las
cuales solo se reconocen unas 80.000 (Hawksworth, 2001). Histéricamente han
sido comparados con las plantas e incluidos dentro del estudio de la botanica.
Estudios contempordneos indican que estos organismos estdn mas
estrechamente relacionados con los animales probablemente por un ancestro

comun similar a un coanoflagelado.

Los hongos han explotado exitosamente muchos habitats para obtener sus
nutrientes como compuestos organicos preformados, ya que son heterétrofos
(Jacquot y Gadal, 2014). Se han adaptado a casi todos los medios y formas
posibles de vida, tanto acuaticas como terrestres. Existen especies que viven
bajo la nieve, en la Antartida se identificaron unas 75 especies; también habitan
en aguas dulces y saladas, arenas torridas del desierto y de las playas,
estiércol, madera, tierra, ademas son el componente principal de la unidad
liquénica.

Algunos de ellos pueden causar enfermedades en el hombre y animales
(micosis), y numerosas esporas fungicas presentes en el aire son fuente de
cuadros alérgicos. Por el contrario, muchos metabolitos fungicos presentan
acciones terapéuticas, de ellos se obtienen compuestos antibidticos,
inmunosupresores, antifungicos, hipocolesterolémicos, etc. Las enzimas
fungicas tienen gran valor comercial, y la industria de las mismas ha tenido un
crecimiento continuado a escala mundial, llegando a superar el billon de
dolares por afio (Hladki, 2009).

Desde hace siglos, el hombre ha utilizado los hongos que se desarrollan en
los alimentos para obtener otros alimentos con caracteristicas organolépticas
diferentes al original. Existe una larga tradicion del empleo de algunos hongos
en la produccion de quesos, salame, en la fermentacién de cerveza, produccién

de vinos, etc. (Soriano y col., 2007).



Sin embargo, ciertos hongos pueden colonizar los cultivos en condiciones
agrometeoroldgicas favorables para su desarrollo, causando graves pérdidas
econdmicas debido al deterioro de los vegetales tanto en las etapas de pre-
como postcosecha. Algunos de ellos pueden, ademas, acumular metabolitos

secundarios toxicos bioactivos en los cultivos infectados, las micotoxinas.

1.2 Deterioro fungico de frutas

Las frutas tienen un rol importante en la nutricibn humana ya que proveen de
factores necesarios para el crecimiento, como son las vitaminas y minerales,
esenciales en la dieta, y son una importante fuente de carbohidratos,
antioxidantes y sustancias anticancerigenas. Uno de los factores limitantes que
influye en el valor econdémico de la fruta es el periodo de vida corto, ocasionado
por el ataque de patdgenos. Se ha estimado que aproximadamente del 20 al
25% de las frutas cosechadas son deterioradas por patégenos durante el
manejo postcosecha, incluso en paises desarrollados (Droby, 2006; Zhu,
2006). En paises en vias de desarrollo, las pérdidas postcosecha son
frecuentemente mayores, debido a las inadecuadas condiciones de transporte

y almacenamiento.

La infeccion fangica puede ocurrir durante el desarrollo de la planta en el
campo, cosecha, manipulacién, transporte, almacenamiento, postcosecha, en
el punto de expendio, o incluso después de ser adquirido por el consumidor.
Ademas las frutas contienen altos niveles de azucares; sus nutrientes
esenciales y sus bajos valores de pH, las hacen altamente susceptibles al

deterioro fungico (Singh y Sharma, 2007).

Cuando la penetracion en el huésped ocurre en el campo, el patégeno, el
cual se encuentra entonces en su fase inicial o de reposo de la infeccién,
puede llegar a la etapa de almacenamiento dentro del tejido del huésped sin
provocar ningun sintoma de deterioro detectable. Ademas, aun cuando no haya
existido una infeccion antes de la cosecha, las esporas fungicas, que forman
parte de la poblacion de microorganismos transportados por el aire, pueden
permanecer sobre las frutas y vegetales durante su crecimiento y continuar en

su superficie hasta el almacenamiento.



Los géneros de hongos mas comunmente presentes en las superficies de
ramas, hojas, partes de las flores, frutos y otros 6rganos de las plantas,
después de la cosecha, son Cladosporium, Alternaria, Stemphylium,

Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Botrytis, Fusarium y otros (Figura 1).

Cladosporium sp.

Aspergillus sp. Rmzopus sp. Mucor sp. Botrytis sp. Fusarium sp.

Figura 1: Principales hongos contaminantes de alimentos (Bonifaz, 2012).

Muchos de los hongos transportados por el aire son los agentes causales
mas importantes del deterioro de las frutas y vegetales cosechados; dadas las
condiciones apropiadas, se desarrollan y causan el deterioro. Algunos
patégenos luego de la cosecha se mantienen en los escombros, en el campo y
pueden, en condiciones adecuadas, desarrollarse y producir nuevas esporas.
Estas esporas son facilmente transportadas por corrientes de aire, vientos,
lluvias, o dispersadas por insectos a las flores y frutos jévenes, en diferentes

etapas de desarrollo, y constituyen una potencial fuente de contaminacion. La



tierra, el agua de irrigacion y los escombros de las plantas, son una importante
fuente de infeccion en varios vegetales. A pesar de la gran diversidad de
microorganismos que portan las frutas en su superficie durante el
almacenamiento, solo unas pocas especies pueden atacarlas naturalmente,
mientras que otras que residen en la superficie, en ocasiones en periodos
prolongados, no logran penetrar y por ende no causan deterioro. El desarrollo
de la enfermedad durante el almacenamiento depende, primordialmente, de la
existencia de un microorganismo apropiado en un huésped determinado. Sin
embargo, para que ocurra efectivamente la infeccion deben darse las
condiciones adecuadas para que la espora germine en la superficie del
huésped, y logre atravesar los tejidos vegetables, colonizando el fruto (Barkai-
Golan, 2001).

1.3 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular (Pm <
700 kDa) producidos por determinadas especies fungicas al final de la fase
exponencial de crecimiento y durante la fase estacionaria (Soriano y col.,
2007).

Las micotoxinas son contaminantes naturales de piensos, semillas y
diversos alimentos de origen vegetal. Las especies de hongos que producen
micotoxinas son muy comunes, y pueden crecer en una gran variedad de
sustratos bajo un amplio rango de condiciones ambientales, por lo que se los
encuentra frecuentemente en una amplia diversidad de productos agricolas

alrededor del mundo.

Estos metabolitos secundarios flngicos presentan una amplia gama de
efectos toxicolégicos en el hombre y los animales. En bajas concentraciones,
algunas de ellas pueden causar enfermedades autoinmunes, y tener
propiedades alergénicas, mientras que otras son teratogénicas, carcinogénicas
y mutagénicas (Bennett y Klich, 2003; CAST, 2003).

La exposicibn a micotoxinas puede ocurrir a través de la ingestion,
inhalacion y contacto dérmico, lo cual es casi siempre accidental. La mayoria
de los casos de micotoxicosis, tanto en animales como en humanos, resultan

del consumo de alimentos contaminados. La exposicion humana puede ser



directa, por consumo de cereales, frutas u hortalizas, o indirecta a través de la
ingesta de productos derivados de animales (carne, leche, huevo) (CAST,
2003). La mayoria de las micotoxinas son estables al calor dentro del rango de
temperatura convencional para el procesamiento de alimentos (80-121°C), por
lo cual no se eliminan en los procesos industriales y pueden ademas llegar al

consumidor a través de alimentos procesados (Milicevic y col., 2010).

Se conocen hasta el momento mas de 400 micotoxinas. Sin embargo, la
atencion cientifica esta principalmente enfocada en aquellas que han probado
ser carcinogénicas y/o cuya toxicidad ha sido demostrada en humanos y

animales (Huffman y col., 2010).

1.4 Géneros de hongos micotoxigénicos

Los géneros fangicos Aspergillus, Alternaria, Claviceps, Fusarium,
Penicillum y Stachybotrys, son reconocidos como los principales
micotoxigénicos (Milicevic y col., 2010; Reddy y col., 2010), y son responsables
de la produccién de las principales micotoxinas de relevancia agricola (Magan y
Olsen, 2004). La mayoria de estos hongos infectan las plantas antes de la
cosecha y pueden ser clasificados como fitopatdgenos, mientras que otros
comunmente se vuelven activos en etapas postcosecha, cuando las
condiciones de almacenamiento favorecen el desarrollo fingico. Las especies
de Fusarium son fitopatdgenos que se encuentran comunmente en cosechas
de cereales y otros productos, y estos producen toxinas, antes y después de la
cosecha. Algunas especies de Aspergillus y Penicillium son también patdgenos
de plantas o comensales, pero estos géneros son mas comunmente asociados

con productos y alimentos durante el secado y el almacenamiento (Pitt, 2000).

Algunos hongos, como por ejemplo, los patdogenos necréticos de trigo,
Stagonospora nodorum, Pyrenophora tritici-repentis y Alternaria alternata, son
capaces de sintetizar una variedad de compuestos téxicos durante el desarrollo
de la enfermedad (Solomon, 2011). Sin embargo, no todas las infecciones
pueden ser consideradas como patogénicas, ya que muchas veces la invasion
fungica no se asocia con los sintomas de una enfermedad en la planta. Por
esta razon, las micotoxinas pueden acumularse aun en productos vegetales sin

aparente deterioro.



Los hongos, a través de la produccion de micotoxinas, representan la mayor
fuente de contaminacién de piensos y alimentos a nivel mundial (Binder, 2007).
La contaminacion resultante de piensos y alimentos puede conducir a una
amplia gama de sindromes agudos y cronicos, incluyendo la inhibicion del
crecimiento de animales de granja, pérdida de fertilidad, inmunosupresion,
neurotoxicidad y diferentes tipos de céncer (Binder, 2007; Bryden, 2007).
Manejar el riesgo planteado por micotoxinas involucra varias estrategias para
reducir los niveles de infeccién fungica en el campo y los lugares de
almacenamiento postcosecha. Un manejo adecuado de rotacion de cultivo y
administracion de fungicidas, representa el rol mas importante en la lucha
contra las infecciones en campo, y en muchos casos el manejo de insectos a
través del uso de insecticidas o cultivos genéticamente modificados, provee
reducciones significativas en los niveles de micotoxinas, ya que los dafios
causados por los insectos representan una ruta primaria para la infeccion
fungica (Bakan y col., 2002; Binder, 2007; Wu, 2006).

1.5 Control de micotoxinas en las diferentes etapas de produccién

La producciéon de micotoxinas es altamente susceptible a la temperatura,
actividad de agua (aw), pH y concentracion de oxigeno, los mismos factores
ambientales que afectan el crecimiento de los hongos toxicogénicos. Entre
ellos, la humedad y temperatura son dos factores que tienen un efecto crucial

en la proliferacion de hongos y biosintesis de toxinas (Paterson y Lima, 2010).

La incidencia y nivel de contaminacion con micotoxinas estan estrechamente
relacionados a la posicion geogréfica y factores estacionales, asi como también
el cultivo, cosecha, almacenamiento y condiciones de transporte (Milicevic y
col., 2010).

La contaminacion con micotoxinas se puede dividir en aquella que se
produce en los cultivos en desarrollo (precosecha) y la que se produce después
de la maduracién (postcosecha). En el periodo de precosecha, los cultivos que
experimentaron un estrés significativo, ya sea por sequia o ataque de insectos,
son altamente susceptibles a la contaminacion. Las medidas preventivas se
basan en buenas practicas agricolas, incluyendo técnicas para aumentar la

resistencia de la planta, un uso adecuado de insecticidas y fungicidas, control



de la irrigacion para prevenir el estrés hidrico, cosechar al momento de la
madurez y programas de mejoramiento genético de los varietales para resistir a
la invasién fangica. Durante el periodo postcosecha, el control de la humedad y
temperatura de los productos almacenados, determinan en gran medida el
grado de actividad fungica y consecuentemente la sintesis de micotoxinas
(Bryden, 2007). El contenido de humedad en granos depende directamente del
contenido de agua al momento de la cosecha, y puede modificarse mediante el
secado, aireacién y rotacion de los mismos antes o después del
almacenamiento. Ademas de los métodos que modifican el ambiente para el
desarrollo fungico, pueden utilizarse compuestos inhibidores del crecimiento.
Se han utilizado tratamientos con bisulfito de sodio, ozono, amonio, &cidos y
bases, para el control del crecimiento fungico y la biosintesis de micotoxinas en
granos almacenados (Bozoglu, 2009; Magan y Aldred, 2007). Los &cidos
organicos, especialmente acido propionico, constituyen la base de numerosos

antifngicos comerciales usados en la industria de alimentos balanceados.

Mas recientemente, nuevas estrategias naturales para el control de hongos
micotoxigénicos han sido desarrolladas, usando productos a base de plantas
(extractos y aceites esenciales) como fungicidas amigables con el medio

ambiente.

Una vez formadas, las micotoxinas son muy estables, sobre todo a los
tratamientos térmicos comunmente aplicados en la industria alimentaria, como
se menciond previamente. Sin embargo, algunas practicas del procesado
pueden reducir el nivel de contaminacion de las materias primas cuando estas

son transformadas en productos derivados para el consumo humano.



1.6 Citricos

1.6.1 Origen

El habitat primitivo de las plantas
de citricos correspondia al entorno de
arboles grandes que proporcionaban
sombra, en los bosques lluviosos y
tropicales del sudeste de Asia.
Incluso antes de lo que registra la
historia, movimientos de distintas

especies de citricos podrian haber

ocurrido, y estas plantas fueron
probablemente cultivadas en el Medio

Figura 2: Citricos.

Este, como Oman, Persia y Palestina.

Subsecuentemente, muchos citricos podrian haber sido introducidos hacia la
region del Mediterraneo (Italia y sus alrededores), por el Imperio Romano. Las
naranjas fueron reintroducidas entre los afios 1400 y 1500 A.C., a través de las
rutas comerciales Genovesas. Pero fueron los portugueses quienes trajeron
selecciones superiores de naranja agria (Citrus aurantium L.) y naranjas dulces
de China y sureste de Asia hacia el area del Mediterrdneo, probablemente
alrededor de los afios 1500 A.C. durante los grandes viajes. Desde las areas
del Mediterraneo, muchos citricos fueron llevados a nuevas tierras
pertenecientes a colonias portuguesas y espafolas, tales como Brasil e

Hispano América (Hayat, 2014).

1.6.2 Taxonomia y morfologia

La taxonomia de los citricos es la mas compleja entre los frutales. Los
citricos presentan, ademas de la caracteristica de hibridarse facilmente, incluso
entre los diferentes géneros, la tendencia a las mutaciones a nivel de las

yemas.

Las diferentes especies del género Citrus, pertenecen a la familia de las
Rutaceas, la cual comprende otras 1600 especies.



En cuanto a su morfologia, los citricos son plantas de hoja perenne cuyo
desarrollo, aunque intermitente, presenta alternancia de un periodo de
crecimiento con un periodo de reposo. Bajo condiciones favorables, los arboles
citricos viven muchos afios, pero en climas calidos, las plagas y las

enfermedades acortan considerablemente este periodo de vida.

Algunas especies como el limero, florecen casi continuamente y otras como
el naranjo florecen en épocas definidas. Las flores de los citricos son perfectas
(con pistilos y estambres), autocompatibles (se polinizan a si mismas) y
algunas variedades producen frutas partenocarpicamente (sin fecundacién)
tales como la naranja Washington y el pomelo Marsh, cuyos frutos no tienen

semillas.

Los frutos de casi todos los citricos maduran lentamente y pueden
permanecer en el arbol un cierto periodo después de haber alcanzado su grado
optimo de madurez, lo que a veces permite que el fruticultor coseche de
acuerdo a su necesidad. Las hojas son simples o trifoladas, los peciolos

pueden ser con o sin alas.

1.6.3 Principales Citricos
- Citrus aurantifolia: lima, limén agrio, limén dulce, limén sutil
- Citrus aurantium: naranja agria
-Citrus sinensis: naranja dulce
- Citrus reticulata: mandarina

- Citrus paradisi: pomelo (Baraona y Barrantes, 2000)

1.6.4 Produccion de citricos en el mundo y en Argentina

La produccion mundial de citricos, en el afio 2013, supero los 88 millones de

toneladas, liderada por la produccion de naranjas (Tabla 1).

Los principales paises productores de citricos, segun lo reportado por FAO,

en el aio 2013 fueron los siguientes:
- Limon y limas: India, México, China, Argentina y Brasil.

- Naranja: Brasil, EEUU, China, India y México.



- Mandarina: China, Espafa, Turquia, Brasil y Egipto.

- Pomelo: China, EEUU, Vietnam, México y Sudafrica.

Tabla 1: Produccién mundial de citricos (Federcitrus, 2014).

Especies/Citrus Pr(’(?OUnC;fdnag)lS
Naranja 50.447.000
Mandarina 24.576.000
Limon 7.133.000
Pomelo 5.955.000

La produccion de citricos en Argentina, durante el afio 2013, super6 los 2,8
millones de toneladas, siendo la produccién de limones la que liderd la lista,
con un total que representd el 20,83% de la produccion mundial para este
citrico (Tabla 2). Ademas, Argentina es el primer productor y exportador de
limones en el hemisferio sur.

Las principales regiones productoras de citricos se encuentran ubicadas en
el Noroeste Argentino, representadas por las provincias de Tucuman, Salta,
Jujuy y Catamarca, con un aporte del 62% de la produccion; en el Noreste
Argentino (Entre Rios, Corrientes y Misiones), junto con Buenos Aires, con un

aporte del 37% y el 1% restante en otras regiones (Figura 3).

Tabla 2: Produccion de citricos en Argentina (Federcitrus, 2014).

Especies/Citrus PFO(SOUnC(;iaC'JdnagHB
Limén 1.486.000
Naranja 860.000
Mandarina 365.000
Pomelo 114.000
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Figura 3: Principales zonas productoras de citricos en Argentina (Federcitrus,
2014).

En Argentina se consumen en promedio 20,6 kg de citricos por habitante y
por afio, de los cuales aproximadamente el 66% corresponde al consumo de

naranjas, el 21% al de mandarinas, el 8% al de limones, y el 5% al de pomelos.

1.6.5 Alteraciones fungicas en citricos

Los citricos son atacados por diversos hongos desde el momento de su
recoleccion hasta su consumo, estos hongos producen una depreciacion del
producto, que en muchos casos debe ser desechado y no se puede

comercializar. Los hongos que producen mayores pérdidas son los que
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pertenecen al género Penicillium. Otros hongos importantes en el deterioro son

los de los géneros Alternaria, Botrytis, Geotrichum o Rhizopus.

Las principales alteraciones fungicas que afectan a los citricos son las

siguientes:

- Podredumbre verde: causada por Penicillium digitatum

- Podredumbre azul: causada por Penicillium italicum

- Podredumbre negra: causada por Alternaria citri

- Podredumbre verde-gris: causada por Cladosporium herbarum

- Aguado: causada por Phytophthora citrophthora

- Podredumbre amarga: causada por Geotrichum candidum

- Antracnosis: causada por Colletrotrichum gloeosporioides

(Infoagro, 2011a)

1.7 Manzanas

1.7.1 Origen

Se desconoce el origen exacto del manzano,
aunque se cree que procede del cruzamiento y
seleccién de varias especies de manzanos
silvestres europeos y asiaticos. Segun V.V.
Ponomarenko es Malus sieversii (Ledeb.)
Roem., una especie de manzano silvestre que
crece de forma natural en las regiones
montafiosas de Asia media, la especie de la
gue se habrian originado, hace 15.000-20.000
afnos, las primeras variedades cultivadas de
manzano. El manzano fue introducido en

Espafia por los pueblos del norte de Africa

durante el proceso de romanizacion de la peninsula.

Figura 4: Manzana.
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1.7.2. Taxonomia y morfologia
- Familia: Rosaceae.
- Especie: Pyrus malus L. (syn. Malus domestica)

- Porte: alcanza como maximo 12 m de altura y tiene una copa globosa.
Tronco derecho que normalmente alcanza de 2 a 2,5 m de altura, con corteza
cubierta de lenticelas, lisa, adherida, de color ceniciento verdoso sobre los
ramos y escamosa y gris parda sobre las partes viejas del arbol. Tiene una vida
de unos 60-80 afios. Las ramas se insertan en angulo abierto sobre el tallo, de
color verde oscuro, a veces tendiendo a negruzco o violaceo. Los brotes

jovenes terminan con frecuencia en una espina.
- Sistema radicular: raiz superficial, menos ramificada que en el peral.

- Hojas: ovales, cortamente acuminadas, aserradas, con dientes obtusos,
blandas, con el haz verde claro, de doble longitud que el peciolo, con 4-8

nervios alternados y bien desarrollados.

- Flores: grandes, casi sentadas o cortamente pedunculadas, que se abren
unos dias antes que las hojas. Son hermafroditas, de color rosa palido, a veces

blanco y en nimero de 3-6 unidas en corimbo.

- Floracion: tiene lugar en primavera, generalmente por abril 0 mayo en el
hemisferio Norte, las manzanas mas precoces maduran en junio, aunque
existen variedades que mantienen el fruto durante la mayor parte del invierno e

incluso llegan a recogerse en marzo o abril.

- Fruto: pomo globoso, con pedunculo corto y numerosas semillas de color

pardo brillante.

1.7.3 Variedades

Las variedades de manzano son innumerables (pasan del millar), ya que ha
acompafiado al hombre desde tiempos remotos. Entre las principales tenemos:
Golden Delicious (Deliciosa Dorada), Red Delicious (Deliciosa roja), Starking,
Richared, Starkrimson, Reineta blanca del Canada, Verde doncella, Galiaxis,
Roma Beauty (Belleza de Roma), Esperiega de Ademuz, Gala, Granny Smith
(Infoagro, 2011Db).
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1.7.4 Produccion de manzanas en el mundo y en Argentina

Los principales paises productores de manzanas son China, Estados
Unidos, Turquia, Polonia e Italia. Argentina se ubica en el onceavo lugar a nivel
mundial, cuya produccion supero los 1,2 millones de toneladas, en el afio 2013

segun FAO, ocupando el segundo lugar como productor en Ameérica del Sur.

Tabla 3: Produccion mundial de manzanas (FAO, 2013).

Produccién 2013

Paises (toneladas)
1 China (Continental) 39.682.618
2 Estados Unidos de América 4.081.608
3 Turquia 3.128.450
4 Polonia 3.085.074
5 ltalia 2.216.963
6 India 1.915.000
7 Francia 1.737.482
8 Chile 1.709.589
9 Iran (Republica Islamica) 1.693.370

10 Federaciéon de Rusia 1.572.000

11 Argentina 1.245.018

12 Brasil 1.231.472

En Argentina, el 85% de la produccion de manzana se concentra en el Alto
Valle de Rio Negro y Neuquén y en el Valle Medio de Rio Negro. El resto se
genera en el Valle de Uco (Mendoza), 25 de Mayo (La Pampa) y el Valle del
Tulum (San Juan), entre otros puntos. Se estima que la superficie cultivada con
manzana supera las 27.000 ha.

El 65% de la cosecha nacional de manzana corresponde a la variedad Red
Delicious y sus clones; el 15% a Gala y sus clones, coincidiendo este
porcentaje con el de Granny Smith. El 5% restante se reparte entre Pink Lady,

Rome Beauty, Golden Delicious, Fuji y Braeburn.

El eslabonamiento productivo y comercial en pomaceas (manzana y pera),
ubicado en las provincias de Rio Negro y Neuquén, representa el 71,2% de la

superficie cultivada del pais (53.500 has), asi como el 84,7% de la produccion y
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el 95% de las exportaciones en fresco e industriales, superando el valor de las

exportaciones de las regiones de Cuyo, NOA y NEA.

En el valle de Rio Negro se distinguen en tres sectores principales bajo
riego: Alto Valle, Valle Medio y Valle Inferior. Cada uno de estos posee una
actividad productiva principal diferente siendo el Alto Valle la zona productora
de peras y manzanas por excelencia. La actividad fruticola se concentra en
cuatro zonas o0 microrregiones distintas: el Alto Valle, el Valle Medio, Gral.
Conesa y Rio Colorado (Figura 5).

Del total de la produccién de manzanas, un 25% se destina a la exportacion,
un 35% al mercado interno y un 41% a la industrializacién. El principal producto
elaborado es el jugo concentrado y, en menor medida, la sidra y las conservas.
El jugo representa el 71% de la produccién industrial, seguido por la sidra con
el 28%. La produccion de jugo concentrado de manzana en el afio 2013 fue de
44 mil toneladas (67% del total de la produccion). Cabe destacar que el jugo es
un producto fuertemente orientado al mercado de exportacién al que se destina
el 95% de la produccion (FUNBAPA, 2013).
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Figura 5: Principales zonas productoras de manzanas en Argentina (INTA, 2012).
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En Argentina se consumen en promedio 8 kg de manzana por habitante y
por afio, valores bajos comparados con China y la Union Europea. En el pais
son escasas las campafias nacionales de promocién del consumo. El 80% de
la manzana consumida en el mercado interno corresponde a Red Delicious, el
12% a Granny Smith y el 5% a Gala (Cafi, 2013).

1.7.5 Alteraciones fungicas en manzanas
Entre las principales alteraciones fangicas se encuentran:

-Corazén Mohoso: causado por varios géneros fungicos incluyendo
Alternaria, Fusarium, Aspergillus y Penicilium. Las manzanas Red Delicious
son particularmente susceptibles debido a la abierta o profunda cavidad del
seno. El bafio de las manzanas (drenching) puede incrementar la incidencia del

corazén mohoso.

-Moho azul y moho gris: las dos mas importantes enfermedades de
postcosecha de las manzanas Red Delicious son causadas por Penicillium
expansum y Botrytis cinerea. Ambos hongos son patdgenos de heridas. La
sanitizacion es critica para el control de estas enfermedades. El bafio de las
manzanas (drenching) puede esparcir las esporas de Penicillium y Botrytis a
las heridas producidas en la cosecha. El uso de fungicidas durante el bafio de

las manzanas (drenching) puede reducir la pudricién.

1.8 Alternaria spp.
1.8.1 Antecedentes

En 1816, Nees describio por primera vez este hongo, caracterizado por
cadenas de esporas con pico apical, bajo el nombre de Alternaria tenuis.
Posteriormente, Fries, en 1832, describi0 que las especies de Alternaria
estaban caracterizadas por dictiosporas multicelulares que presentaban un pico
y estaban producidas en cadenas. El género Alternaria fue establecido en base
a la morfologia conidial en 1933, unificando un grupo de hongos filamentosos
qgue habian sido denominados previamente Alternaria tenuis, Torula alternata y

Macrosporium cheiranthi, entre otros (Simmons, 2007).
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1.8.2 Taxonomia

El género Alternaria fue ubicado en el Reino Fungi, Subreino Eumycotera,
Filo Fungi Imperfecti, Clase Hypomycetes, Orden Moniliales, Familia
Dematiaceae. Debido a la ausencia de un estado sexual identificado para la
vasta mayoria de las especies, este género fue clasificado dentro del Filo de
Hongos Imperfectos. Sin embargo, Simmons (2007) establecié posteriormente
gue todos los teleomorfos de Alternaria son miembros del género Ascomycete
Lewia Barr & Simmons (Pleosporaceae; Simmons 1986). Lewia es un apartado
de un heterogéneo grupo de especies con ascomata relativamente pequefios
acumulados en Pleospora Rabh, (sensu Wehmeyer, 1961). La relacion entre
Lewia y los miembros del grupo-especie A. infectoria esta en la actualidad

claramente establecida.

El género Alternaria abarca un complejo grupo de especies fungicas
saprofitas y patégenas (Thomma, 2003). Muchas de ellas son saprofitas,
comunmente halladas en el suelo o en tejido vegetal en descomposicion.
Algunas especies son patdégenas de plantas, generalmente oportunistas, que
causan un amplio rango de enfermedades con un importante impacto
econémico en una gran variedad de plantas de relevancia agrondmica,
incluyendo cereales, oleaginosas, hortalizas y frutas. Alternaria spp. son
también reconocidas patégenas en etapa post-cosecha, siendo capaces de

deteriorar frutos y hortalizas en las etapas de almacenamiento y/o distribucion.

Desde el punto de vista clinico, algunas especies son frecuentemente
reportadas como alergénicos, y se consideran hongos oportunistas asociados
con micosis en animales y humanos ademas de ser patdgenos de plantas. A.
alternata, en particular, ha ganado relevancia como un patdégeno humano

emergente, especialmente en pacientes inmunocomprometidos.

Es de vital importancia su capacidad de producir metabolitos secundarios
téxicos, muchos de los cuales son micotoxinas, que han estado implicadas en
el desarrollo de enfermedades en mamiferos y humanos. Estos metabolitos
pueden acumularse en las partes comestibles de las plantas, cuando las
especies toxicogénicas contaminan los cultivos, representando un riesgo para

la salud de los consumidores.

17



1.8.3 Caracteristicas y condiciones de crecimiento

La principal caracteristica taxonomica del género es la produccion de
conidios grandes, multicelulares, de color oscuro (melanizados), con septos
transversales y longitudinales (phaeodictiosporas). Estos conidios son mas
anchos en la base y gradualmente se afinan hacia un pico o apice elongado,
dandole un aspecto de clava (Figura 6.d). Se pueden producir aislados, o,
generalmente en cadenas simples o ramificadas, a partir de conidiéforos
simples, tabicados y erectos. La reproduccién ocurre por gemacion de la
célula apical, a partir de la cual se origina un nuevo conidio, generandose

de esta manera cadenas de conidios de longitud variable (Figura 6.b).

Las colonias son de crecimiento rapido y macroscopicamente
presentan un aspecto velloso, al principio de color grisaceo, adquiriendo
luego tonos negros olivaceos en el centro y reverso y con un borde gris

blanquecino que rodea la colonia.

Figura 6: A) Colonia de Alternaria sp. en PCA; B) Conidios observados bajo
microscopio estereoscopico (40x); C) Conidios observados bajo microscopio

(400x); D) Conidios (dictiosporas) (1000x).
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Entre los factores ambientales que influyen en el desarrollo de
Alternaria spp. se destaca la temperatura y la actividad de agua (aw). Si
bien las condiciones Optimas para el desarrollo varian entre las distintas
especies, se puede establecer su temperatura Optima de crecimiento
entre 22 y 28°C, siendo 25°C la temperatura idénea para la esporulacion.
Sin embargo, el intervalo de temperaturas en que Alternaria spp. puede
crecer abarca desde -3°C hasta los 35°C (Sommer, 1985), por lo que con
frecuencia es responsable de alteraciones en alimentos vegetales
almacenados en condiciones Optimas de refrigeracion o congelacion
(Barkai-Golan y Paster, 2008). Con relacion a la actividad de agua (aw), €l
crecimiento de Alternaria spp. es Optimo a valores elevados (0,99), pero
la aw minima necesaria para su desarrollo es de 0,84 (Magan y Baxter, 1994;

Magan y Lacey, 1984).

1.8.4 Clasificacioén

La clasificacion taxondémica a nivel especie del género Alternaria se
encuentra aun en discusion en el ambiente cientifico. Una clasificacion basada
en las caracteristicas conidiales es complicada, debido a la extrema similitud,
no solamente entre especies del género, sino también a la existencia de otros
géneros fungicos, como Stemphylium o Ulocladium, que producen dictiosporas
similares a las de Alternaria (Thomma, 2003). Cerca de 300 especies han sido
descriptas a nivel mundial basadas en las caracteristicas de los conidios. Sin
embargo, es comun que surjan errores debido a la variabilidad de los
caracteres morfologicos, que se ven afectados tanto por factores intrinsecos,
como por condiciones ambientales. Como resultado, en muchos casos, una
determinada especie ha sido accidentalmente dividida en varias, debido a esta
variabilidad. En otros, por el contrario, y con fines de simplificar la identificacion,
se han agrupado todas las especies con caracteristicas similares a A. alternata
en una Unica especie, con distincion de patotipos segun el hospedador al cual
se han asociado; estos patotipos son morfolégicamente distinguibles, y ninguno
puede ser identificado tipicamente como A. alternata, ya sea por cultivo,
morfologia, produccion de metabolitos o técnicas moleculares (Andersen y col.,
2001; Simmons, 1999; Roberts y col., 2000).
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Se propusieron muchos intentos de organizar el género en grupos para
simplificar su clasificacion. La primera y mas comun de las segregaciones es la
distincion entre dos grandes grupos de acuerdo al tamafio de los conidios, el
grupo de esporas grandes (conidios 60-100 u) y el de esporas pequeias
(conidios <60 ). Este ultimo incluye especies saprotrofas, cosmopolitas,
fitopatbgenas y productoras de micotoxinas, y es el mas comunmente

reportado en alimentos.

Mas recientemente, Simmons (1992) desarroll6 un sistema de clasificacion
organizando el género en un numero de grupos-especie distinguibles por
patrones tridimensionales de esporulacién y morfologia de conidios, cada uno
de las cuales esta tipificado por una especie representativa, por ej., A.
alternata, A. tenuissima, A. infectoria, A. porri, A. brassicicola. Esta clasificacién
subgenérica permite organizar la gran diversidad de especies en grupos de
similitud morfolégica. En trabajos posteriores, Simmons y Roberts (1993),
continuaron esta organizacion extendiéndola a un gran numero de Alternaria
spp. de esporas pequefas, utilizando el patrén tridimensional de esporulacion
como herramienta para la categorizacién en grupos-especie. Se describieron 6
grupos principales, cada uno asociados con una especie representativa.
Finalmente, Simmons (2007), en su manual de identificacion recopil6 toda esta
informacion y describid6 296 taxones basandose en la observacion de

aislamientos estables bajo condiciones de cultivo controladas.

La clasificacion de Simmons (2007), basada en la morfologia del conidio y el
patrén de esporulacion, divide inicialmente las especies de Alternaria en dos

secciones:

Seccion 1. Taxones de esporas grandes, caracterizadas de la siguiente

manera.

A. Conidios variables ampliamente ovoides, ob-ovoides, esferoides,
elipsoides, sin pico (conidiéforo secundario excluido).

B. La mitad superior del conidio es angosta, con una region apical conica o
redonda; puede producir adicionalmente un pico angosto; sin filamentos
angostos. Figura 7 (a. A. brassicae; b. A. dianthicola.; c. A. sonchi).

C. La mitad superior del conidio es angosta y produce uno 0 mas picos que

se hacen mas agostos, desde la base ancha hasta la punta mas
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estrecha; sin filamentos angostos. Figura 7 (d. A. anagallidis; e. A.
solani; f. A. dauci).

D. La mitad superior del conidio es angosta y produce un pico filamentoso
(ancho 1.5-2.5 p en toda su longitud). Figura 8 (a. A. zinniae; b. A.
macrospora; c. A. anodae; d. A. sesami; e. A. rostellata; f. A. tomato).
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Figura 7: Conidios con pico Figura 8: Conidios con pico
redondeado y angosto. filamentoso.

Seccion 2: Taxones de esporas pequefias 0 medianas, caracterizadas de la

siguiente manera.

A. Conidios variables ampliamente ovoides, ob-ovoides, esferoides,
elipsoides, sin pico (conidiéforo secundario excluido). Figura 9 (a. A.

radicina; b. A. cheiranthi).
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. Conidios solitarios; sin formacion de cadenas o raramente presentes en
cultivos. Figura 9 (c. A. mouchaccae; d. A. molesta).

Conidios solitarios 0 en cadenas cortas de 2-3 conidios, algunas veces
en varias pequeiias ramas de 3-10 conidios. Figura 9 (e. A. geniostoma;
f. A. toxicogenica; g. A. gaisen).

. Conidios solitarios y en cadenas de (3-)4-8(-10) conidios; ramas
laterales ausentes, o si ocasionalmente estan presentes, no constituyen
una porcion dominante o consistente de la poblacion. Figura 9 (h. A.
tenuissima; i. A. mali).

. Conidios de (8-)10-25+ en cadenas sin ramas, ocasionalmente ramas
laterales cortas, no es constituyen una porcién dominante o consistente
de la poblacion. Figura 9 (j. A. perangusta).

Conidios de 8 a 15+ en cadenas con multiples ramas laterales cortas.
Figura 10 (a. A. yaliinficiens).

Conidios en aglomerados de cadenas ramificadas de manera variada;
los conidi6foros secundarios largos no son elementos conspicuos,
dominantes de la arquitectura arbérea. Figura 10 (b. A. mimicula; c. A.
brassicicola; d. A. alternata).

. Conidios en aglomerados de cadenas ramificadas; conidi6foros
secundarios comunmente elementos conspicuos, determinantes de la
forma ramificada. Figura 10 (e. A. infectoria; f. A. postmessia; g. A.
californica).

Conidios en las porciones aéreas de la colonia, nacen en matas
abiertamente ramificadas cerca del apice del elemento conidibgeno
largo, erecto, solitario. Figura 11 (a. A. arborescens; b. A. senecionicola).
. Conidios en las porciones aéreas de la colonia, nacen en pequefios
aglomerados en el apice y en las puntas de las ramas laterales
dispersas del eje conididogeno largo, erecto, solitario. Figura 11 (c. A.

armoraciae).

22






Figura 10: Formas de conidios y patrones de esporulacion.
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Figura 11: Formas de conidios y patrones de esporulacion.
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1.8.5 Alteraciones en cultivos vegetales

Alternaria puede invadir los cultivos vegetales antes y después de la
recoleccion y es responsable de pérdidas econdmicas, debido a que reduce el
rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales durante
su almacenamiento. Se han descrito alteraciones provocadas por Alternaria
spp. en una gran variedad de cereales, hortalizas y cultivos frutales, tanto
lefiosos como herbaceos (Logrieco y col., 2009; Ostry, 2008; Pitt y Hocking,
1997).

1.8.5.1 Alteraciones en citricos

Las especies de Alternaria producen diversas podredumbres en los frutos,
entre las cuales se encuentran: 1) la mancha marrén de las mandarinas (Citrus
reticulata), tangerinas (Citrus tangerina) y otros hibridos; 2) la mancha foliar en
limén rugoso (Citrus jambhiri Lush.); 3) la podredumbre negra de los citricos; 4)

la mancha foliar en lima mejicana (Citrus aurantifolia).

La mancha marrén producida por Alternaria spp. en las mandarinas afecta
tanto al fruto como a las hojas del arbol, provocando su caida prematura. Las
hojas jovenes presentan manchas necroticas redondeadas de color marron,
rodeadas de un halo amarillo. Las manchas tienden a seguir las venas de la
hoja, lo que les proporciona una forma que recuerda a un ojo (Timmer y col.,
2000). En el fruto, las lesiones van del marrén al negro, variando desde
pequefnos puntos a grandes lesiones que se elevan de la superficie semejando

un crater.

La mancha foliar en limon rugoso produce en las hojas sintomas similares a
los que se observan en mandarinas y lesiones puntuales, oscuras y

redondeadas en los frutos.

La podredumbre negra de los citricos afecta a la columela central del citrico.
Las lesiones, no siempre evidentes externamente, cuando aparecen se
presentan como pequefios puntos marrones 0 negros en la parte final del
peciolo. Los frutos afectados generalmente tienen un color mas claro que la
fruta normal debido a la generacién de etileno en respuesta a la infeccion. En

etapas avanzadas de la enfermedad la superficie se oscurece comenzando
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desde el peciolo y la fruta suele caer al suelo. Esta enfermedad ataca a todos

los citricos y estd ampliamente distribuida a nivel mundial.

Por dltimo, la mancha foliar de los citricos es una enfermedad que afecta
principalmente a la lima mejicana, produciendo pequefias lesiones marrén-
rojizas en las hojas, rodeadas por halos cloréticos. En los frutos se observan
pequefias lesiones elevadas que desaparecen cuando la fruta madura.
También se produce en pomelos, naranjas de ombligo y limas de Tahiti.

La primera especie de Alternaria asociada a enfermedades en citricos fue
descripta como A. citri y se la considerd el agente causal de la podredumbre
negra. En estudios posteriores realizados sobre la mancha marrén en
mandarinas y la mancha foliar en limén rugoso también se identificé al
patbgeno como A. citri debido a la similitud de los sintomas observados en
estos citricos y a las caracteristicas morfologicas de los aislamientos.
Posteriormente, Simmons (1999) describi6 diez especies de Alternaria
morfolégicamente diferentes entre los patégenos de citricos. Sin embargo, los
estudios moleculares llevados a cabo por Peever y col. (2005) no demostraron
diferencias genéticas significativas entre las cepas de Alternaria aisladas, por lo
que recomendaron colapsar todas las especies de esporas pequeias
asociadas a alteraciones en citricos en una Unica especie filogenética, A.
alternata. Gran parte de la literatura posterior adopté esta decision,
simplificando la identificacion y a lo sumo distinguiendo entre diferentes
patotipos de A. alternata segun el hospedador. En algunos trabajos se
mencionaron otras especies de esporas pequefias, morfolégicamente
distinguibles de A. alternata, como causantes de estas enfermedades, entre
ellas A. arborescens y A. tenuissima (Kang y col., 2002, Mojerlou y col., 2012).
Por el contrario, en las frutas afectadas por la mancha foliar de los citricos
solamente se han aislado cepas de A. limicola, una especie de esporas
grandes, morfolégicamente distinguible de las otras patdgenas de citricos
(Timmer y col., 2000, 2003).
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Figura 12: Lesiones de Alternaria spp. en citricos. A) Mancha marron en hojas
y B) frutos de mandarina; C) podredumbre negra en mandarina; D) mancha
marron en naranja; E) vista lateral de lesion elevada “en forma de crater”; F)

podredumbre negra en naranja.

1.8.5.2 Alteraciones en rosaceas

La podredumbre provocada por A. mali es una enfermedad grave que afecta
a los manzanos. Las lesiones aparecen en las hojas, en forma de manchas
pequefias, redondeadas y marrones, que aumentan de tamafio adquiriendo
una forma de ojo de rana. Cuando las lesiones se producen en los peciolos, las
hojas se vuelven amarillas y se puede producir hasta un 50% de defoliacion en
los &rboles que no se traten con fungicidas. Algunos autores informaron que las
lesiones no son frecuentes en los frutos (Jones y Aldwinckle, 2002; Rollemberg
y col., 2011). Sin embargo, en 2002 se describié una enfermedad en manzanas
de la variedad Gala, en ltalia, cuyos sintomas eran similares en las hojas, pero
estaban acompafiados de pequefias manchas marrones circulares en los
frutos, de 1 a 3 mm de didmetro, generalmente centrados en las lenticelas, y
rodeados por un halo rojizo, a menudo resultante en una ligera suberificacion.
Los aislamientos de Alternaria recuperados de las lesiones se ubicaron en los
grupos-especie A. alternata, A. arborescens, y A. tenuissima, el dltimo de los
cuales incluye a la especie A. mali (Rotondo y col., 2012). Resultados similares
se obtuvieron en plantaciones de manzanas en Australia (Harteveld y col.,
2013).
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El corazén mohoso es una de las mas importantes enfermedades de la
manzana y se define como una podredumbre que se inicia en el l6culo, donde
se alojan las semillas, y se extiende hacia el mesocarpio del fruto, pudiendo
devenir en el corazon mohoso seco (CMS) o el corazon mohoso humedo
(CMH). Los frutos afectados por el CMS se caracterizan por un Iéculo con tejido
marrén oscuro, seco y de textura similar al corcho. Los sintomas se desarrollan
lentamente y la podredumbre se restringe al I6culo y el tejido adyacente al
mismo. El CMH se caracteriza también por el tejido marrén oscuro, aunque la
enfermedad se propaga mas rapidamente hacia el interior del mesocarpio. Los
sintomas externos no son evidentes hasta la cosecha, pero la podredumbre
puede progresar durante el almacenamiento prolongado, llegando en algunos
casos a evidenciarse en la epidermis del fruto. Sin embargo, en la mayoria de
los casos la enfermedad pasa desapercibida hasta que el fruto es cortado
(Ntasiou y col., 2015). La infeccion del corazén ocurre cuando los agentes
causales se establecen en las partes senescentes de la flor y penetran a través
del seno después de la formacion del fruto o en etapas tardias de desarrollo del
mismo (Reuveni y col., 2002). Tras la recoleccién, el hongo penetra en los
frutos cuando se sumergen en agua contaminada en las naves de

empaquetado (Jones y Aldwinckle, 2002; Niem y col., 2007).

Figura 13: Lesién de Alternaria spp. en hoja (A) y fruto (B) del manzano
(Rotondo y col., 2012).



Figura 14: Corazén mohoso de manzana causado por Alternaria spp. A) seco;
B) humedo.

1.8.6 Micotoxinas de Alternaria spp.

Las especies del género Alternaria sintetizan mas de 70 metabolitos
secundarios téxicos para las plantas (fitotoxinas), pero solamente una pequefa
parte de ellos se han caracterizado quimicamente e identificado como
compuestos toxicos para personas y animales, por lo que se consideran
micotoxinas (Tabla 4) (Barkai-Golan, 2008; EFSA, 2011; Ostry, 2008).

En funcion a su estructura quimica, se clasifican en cinco grupos (Figura 15):

- Derivados de dibenzopironas: Alternariol (AOH), Alternariol monometil éter
(AME) y Altenueno (ALT).

- Quinonas derivadas del perileno: Altertoxinas (ATX-, -II, -111).

- Derivados del acido tetramico: Acido tenuazonico (TeA).

- Analogos de la esfingosina: toxinas AAL: AAL-TA1, AAL-TA2, AAL-TB1,
AAL-TB2, AAL-TC1, AAL-TC2, AAL-TD1, AAL-TD2, AAL-TE1, AAL-TEZ2.

- Otras estructuras: Tentoxina (TEN).
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Derivados de dibenzopironas

AOH y AME son mutagénicos, genotdxicos, carcinogénicos y citotoxicos en
cultivos celulares animales y bacterianos. Presentan una actividad mutagénica
elevada tanto en cultivos de Bacillus subtilis (Kada y col., 1984), como de
Escherichia coli (An y col., 1989; Zhen y col., 1991), y baja en cultivos de
Salmonella typhimurium (Davis y Stack, 1994; Scott y Slotz, 1980). Los
estudios de genotoxicidad demuestran que AOH tiene mayor actividad que
AME (Lehmann y col., 2006; Marko, 2007; Pfeiffer y col., 2007; Solhaug y col.,
2012). En cuanto al poder carcinogénico de estas micotoxinas, no existen
estudios exhaustivos en animales. Sin embargo, en ratones alimentados con
50-100 mg de AME por kg de peso durante 10 meses, se desarrollaron
alteraciones precancerosas en la mucosa esofagica (Yekeler y col., 2001). Su
presencia en alimentos ha sido asociada con altos niveles de cancer de

esofago en China (Liu y col., 1992).

Por otra parte, los estudios de toxicidad de ALT en larvas de camardn en
salmuera, demostraron que las dosis letales medias de ALT (375 g/ml) son muy
superiores a las de TeA (75 mg/ml) y AOH (200 mg/ml) (Panigrahi y Dallin,
1994).

Acido tenuazénico

La toxicidad de TeA se ha demostrado en plantas, embriones de pollo y en
otras especies animales (Azcarate y col., 2008). En perros, la ingesta de dosis
diarias de 10 mg/kg de peso, provoco la aparicion de hemorragias en diversos
organos. En las aves domésticas, una dosis de 10 mg/kg en el pienso
disminuy6 tanto la eficiencia alimenticia como la ganancia de peso e
incrementd las hemorragias internas en las canales. Sin embargo, no se ha
demostrado efecto mutagénico de TeA en cultivos bacterianos (Schrader y col.,
2001; Scott y Stoltz, 1980). Al igual que con AME, los ratones que consumieron
pienso contaminado con TeA durante 10 meses, desarrollaron alteraciones en
la mucosa esofagica, pero en este caso, la dosis diaria fue de 25 mg/kg
(Yekeler y col., 2001). Ademas, el consumo de sorgo contaminado con TeA se
ha relacionado con la aparicion de un desorden hematologico en humanos

conocido como Onyalai (Ostry, 2008).
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Altertoxinas

Las ATXs presentan actividad mutagénica en el test de Ames (Schrader y
col., 2006; Scott y Stoltz, 1980; Stack y col., 1986; Stack y Prival, 1986). La
actividad mutagénica de las ATXs (ATX-I, Il, Ill) en ratones es superior a la de
AOH y AME, siendo la ATX-Ill la de mayor actividad (Chelkowski y Visconti,
1992; Schrader y col., 2001). El potencial mutagénico de ATX-IIl es 10 veces
inferior al de la aflatoxina B1, que es la micotoxina con mayor actividad
mutagénica en la especie humana (Stack y col., 1986; Stack y Prival, 1986).
Fleck y col. (2012) encontraron que ATX-II es también un potente mutageno en
un sistema de células humanas in vitro, resultando al menos 50 veces mas
potente que AOH y AME. La potencia mutagénica de las ATXs aumenta con el
namero de grupos epoxido en la molécula, siendo ATX-I<ATX-II<ATX-1I (Stack
y Prival, 1986). También se ha demostrado que ATX-l y ATX-lll son

genotoxicas en cultivos celulares de ratén (Osborne y col., 1988).

Toxinas AAL

Las toxinas AAL estan estructuralmente relacionadas a la esfingosina y son
muy semejantes en su estructura quimica a la micotoxina fumonisina B1, una
toxina sintetizada por el género Fusarium. Al igual que la fumonisina B1, las
toxinas AAL inhiben la biosintesis de esfingolipidos (ceramida) tanto en plantas
como en tejidos animales. Son conocidas fitotoxinas y, a diferencia de las otras
micotoxinas de este género, soOlo son producidas por una especie, A.
arborescens (syn. A. alternata f. sp. lycopersici), un patégeno de tomate,
responsable del cancer del tallo en esta planta. Estas micotoxinas inducen a la

muerte celular y eventos neoplasicos en cultivos celulares de mamiferos.

32



Dibenzopironas OH
H CR / ::Qm_r'fOH : OH
T / -\""-\.ff'
H
]: j[ 0 GHy
C'H O OH 8] OH s
Alternariol Alternariol monometil éter Altenueno
Quinonas derivadas del perileno
Q
JOH
H}‘HQV-' ” ’,.f“x_‘_,.f'o
H
. /[ =, -'O HO 4 I/ DH
= = e PN, P N
Je ! Y0y /E,LH
T P ) : -~ . . .
Ho” Y Y O,ﬁ“ f D/ ~F I j’
P H : - o7
0:’:}&"‘ OH HO* T
Altertoxina | Altertoxina Il Altertoxina Il
Acido tetramico Tentoxina
L8]
’!—H
| h H;rn
_NH —CH
u—[* T_ o
I N HH
T
- :--.Hl';'- “ Ay
®
Acido tenuazonico T
Hooc Toxinas AAL
Hooc"J\
H.C
o)\o CH, OH j oH CH, cl)H
wo, L L~ /av.--l-x_/xf---/aNH HC? Sy TN \T/A“TA‘NH;
[./J\CHS OH OH Hooe™ ™ “[/0 OH OH
o AAL TAL rooc @ AAL TA2
HC.’l{)Cj
HooC™ -
’L T OH  CH, H
TJ\/]\/H“\/ \_/l\ /’7/’\. H!Cf'&z,-"J\._,./L-.,,__/“‘\/”'v'k{-"“\,]_/“.‘NH
OH OH O OH  OH
r “CH, HOOC \r \|-
o e o AAL TB2

AAL TB1

Figura 15: Estructura quimica de las principales toxinas de Alternaria spp.
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Tabla 4. Toxinas producidas por las principales especies toxicogénicas del
género Alternaria.

Especie

Toxina

Alternaria alternata

AOH, AME, ALT, Altenusina, ATX-l, ATX-II,
ATX-lll, Tentoxina, Toxinas AAL, Toxina AS,
Toxina AF, Toxina ACR, Toxina ACTG

A. arborescens AOH, AME, ALT, ATX-I, TeA

A. brassicae AOH, AME, TeA

A. brassicicola AOH, AME, TeA, ATX-I

A. citri AOH, AME, ALT, TeA

A. cucumerina AOH, AME, Macrosporina

A. dauci AOH, AME, Macrosporina, Zinniol

A. gaisen AOH, AME, ALT, Altenusina, TeA, ATX-

A. infectoria Infectopironas, Novae-zelandinas

A. longipes AME, TeA, ATX-I

A mali TeA, ATX-l, ATX-Il, ATX-Ill, Tentoxina, Toxina
AM

A. porri AOH, AMI_E, AL_T, _TeA, Altersolanol, Tentoxina,
Macrosporina, Zinniol

A. radicina ALT, TeA, ATX-I, Radicinina, Radicinol

A. solani AOH, AME, Altersolanol, Macrosporina, Zinniol

A. tenuissima AOH, AME, ALT, TeA, ATX-I, Tentoxina

AOH: Alternariol; AME: Alternariol monometil éter; ALT: Altenueno; TeA: Acido tenuazonico;

ATX: Altertoxina; TEN: Tentoxina.

En relacién a sus efectos sobre las plantas, las toxinas de Alternaria spp. se

agrupan en toxinas no especificas de hospedador y toxinas especificas de

hospedador. Las toxinas no especificas de hospedador afectan a una amplia

variedad de especies vegetales, aunque en muchos casos su modo de accién

no ha sido identificado. Sin embargo, si se ha determinado la actividad

fitotoxica de toxinas no especificas como el zinniol, TeA y tentoxina. TeA inhibe

la sintesis proteica, mientras que el zinniol afecta la permeabilizacién de la

membrana y la tentoxina inhibe la fosforilacion debido a que se une a la

cloroplasto ATP sintetasa (Thomma, 2003). Muchas de estas toxinas no

especificas, como AOH, AME, ALT, TeA y ATX presentan ademas probada

toxicidad en humanos y animales (EFSA, 2011).
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Las toxinas especificas de hospedador afectan a un menor nimero de
especies vegetales. Por lo general, causan alteraciones severas en
determinadas plantas donde se desarrolla la especie de Alternaria productora
de estas toxinas. Aunque se han determinado los mecanismos de accion de
algunas toxinas especificas de hospedador, ya que desempefian un papel
crucial en la patogenicidad de la especie que colonizan, todavia existen pocos
estudios sobre su toxicidad en animales y en general se desconocen los efectos

en humanos (Barkai-Golan, 2008).

1.8.7 Ocurrencia de micotoxinas de Alternaria spp. en alimentos y piensos

Las toxinas de Alternaria spp. se aislan con frecuencia de una gran variedad
de productos vegetales frescos y procesados. Debido a que muchas especies
son patdgenas de plantas, y dada su capacidad de producir numerosos
metabolitos toxicos, estas micotoxinas se suelen acumular en las partes
comestibles de la planta infectada, llegando asi a humanos y animales

mediante el consumo de las mismas.

La presencia de micotoxinas de Alternaria spp. en cereales es muy comun,
debido al almacenamiento de los granos en condiciones favorables para el
crecimiento del hongo. Se ha detectado AOH, AME, ALT, TeAy TEN en granos
de trigo, cebada, avena, centeno, arroz y maiz. El procesado de los granos de
cereales no evita la presencia de micotoxinas, como lo demuestra el hecho de
qgue las muestras de cereales de desayuno, harina, pasta o cerveza analizadas
por diversos investigadores, contenian AOH, AME o TeA (Abd El-Aal, 1997;
Aresta y col., 2003; Asam y col., 2010; Azcarate y col., 2008; EFSA, 2011,
Siegel y col., 2010). También se ha detectado la presencia de AME en papillas
infantiles y TeA en alimentos infantiles que contenian cereales en su
composicion, lo cual causa especial preocupacion, ya que estos alimentos son
la base fundamental de la alimentacion en las primeras etapas de la vida
(EFSA, 2011).

En semillas de oleaginosas como colza, girasol, sésamo y linaza también se
han determinado la presencia de AOH y AME. En las semillas de colza y linaza
se ha detectado ademas ALT, y en las de girasol y sésamo, TeA. TEN se ha

aislado a partir de semillas de girasol y ATX-I de semillas de sésamo. Por otra
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parte, las mismas toxinas que contaminaban las semillas se detectaron en las
muestras de aceite de girasol y sésamo (EFSA, 2011; Skarkova y col., 2005;
Kralova y col., 2006). Asimismo, se ha encontrado AOH y AME en legumbres

como las lentejas y la soja (Barros y col., 2011; Ostry y col., 2004).

En numerosas frutas (manzana, pera, melén, damasco, uvas, pasas de uva,
frutilla, aceituna, citricos e higos desecados), hortalizas (tomate, pimiento y
zanahoria) y tubérculos (papa) se ha puesto de manifiesto la presencia de
AOH, AME, ALT, TeA y TEN (Asam y col, 2010; Bottalico y Logrieco, 1998;
Logrieco y col., 1990, 2009). ElI consumo directo de frutas y hortalizas con
contaminacion fungica visible es poco probable. Sin embargo, no es infrecuente
aislar toxinas de Alternaria spp. a partir de alimentos procesados como salsas
de tomate, ketchup, tomates desecados, conservas, mermeladas, vino o jugos
de frutas (manzana, tomate, uva, naranja, arandanos) (Ackermanny col., 2011;
Da Motta y Soares, 2001; Delgado y Gomez-Cordovés, 1998; Fente y col.,
1988; Giryn y Szteke, 1995; Lau y col., 2003; Logrieco y col., 2009; Magnani y
col., 2007; Noser y col., 2011; Scott, 2001; Scott y col., 1997; Scott y col., 2006;
Scott y Kanhere, 1980; Stack y col., 1985; Solfrizzo y col., 2004).

En Argentina, se han aislado Alternaria spp. toxicogénicas a partir de una
amplia variedad de sustratos, como manzana (Robiglio y Lopez, 1995), uva (Da
Rocha Rosa y col., 2002, Vargas Trinidad, 2015), pera (Dobra y col., 2012),
duraznos (Pose y col., 2010), ardndanos (Greco y col., 2012), tomate (Pose y
col., 2004), maiz (Torres y col., 1998), semillas de amaranto (Bresler y col.,
1995), semillas de quinoa (Pappier y col., 2008), girasol (Poverene y col.,
2009), avena para alimentos balanceados de caballos de carreras (Sacchi y
col., 2009), granos de sorgo, maiz, arroz, semillas de soja y trigo (Broggi y col.,
2007; Gutiérrez y col., 2010; Patriarca y col., 2007; Perell6 y Sisterna, 2006,
2008).

Sin embargo, se dispone de muy pocos estudios sobre la ocurrencia natural
de las toxinas de Alternaria en alimentos, ya sea en materias primas o
productos procesados en Argentina. Azcarate y col. (2008) detectaron la
presencia de AOH, AME y TeA en altos niveles en trigo cultivado en las
provincias de Buenos Aires y La Pampa en la cosecha correspondiente a 2004-

2005. Terminiello y col. (2006) hallaron estas mismas toxinas en muestras de
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puré de tomate comercializadas en supermercados de Buenos Aires. De 80
muestras analizadas, el 49% presentaba contaminacion con al menos una de

las toxinas analizadas.

La presencia de micotoxinas en alimentos procesados puede ser
consecuencia de la utilizacion de materias primas con alteraciones fangicas
cuyos sintomas afectan solo a la parte interna, como ocurre en la putrefaccion
de las manzanas y los citricos. Ademdas, aunque se eliminen las zonas
visiblemente alteradas, las toxinas se pueden transferir a los tejidos
circundantes (Robiglio y Lépez, 1995). Por otra parte, las industrias
procesadoras no siempre disponen de métodos eficientes para detectar y
eliminar completamente las materias primas afectadas con algun grado de

alteracion fungica.

Debido a la falta de datos respecto de la toxicidad en humanos es dificil
determinar los niveles maximos permitidos para estas toxinas en alimentos. Sin
embargo, la frecuencia de ocurrencia en diversos grupos de alimentos, y
especialmente en los alimentos infantiles, es un motivo de preocupacién que
demanda una inminente atencién por parte de las autoridades sanitarias y de

control.

1.8.8 Control y prevencién

La contaminacion de los alimentos con micotoxinas se produce de manera
natural y su concentracion puede aumentar como resultado de las condiciones
ambientales o de operaciones inadecuadas de recoleccion, almacenamiento y
elaboracion de los productos alimentarios. Por ello, es necesario disponer de
programas de control que eviten la contaminacién con hongos toxicogénicos.
Asimismo, se deben aplicar medidas preventivas que minimicen el desarrollo
fangico en los alimentos, tales como el almacenamiento en condiciones
idoneas de temperatura, humedad relativa y atmdésfera. En este sentido, las
autoridades oficiales de control estan continuamente estableciendo
programas preventivos y procedimientos para minimizar los riesgos asociados
a la contaminacion de los alimentos con micotoxinas. Dentro de estos
programas se incluyen las buenas practicas agricolas (GAP: “Good Agricultural
Practice”) e industriales (GMP: “Good Manufacturing Practice”) y la aplicacion
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del sistema de Andlisis de Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC). Es
necesario contar con herramientas capaces de detectar de una forma rapida y
precoz la presencia de Alternaria spp. en alimentos, debido especialmente a
gue no existe hasta el presente una normativa que regule los niveles maximos

permitidos de las micotoxinas de Alternaria en alimentos.

Por otro lado, es necesario disponer de datos sobre la incidencia de
especies toxicogeénicas de Alternaria en los distintos productos agricolas, para
establecer monitoreos tanto en las etapas de precosecha como postcosecha,
estudiar la capacidad de produccion de metabolitos toxicos por estas especies
autéctonas, a fin de realizar estudios de incidencia de las principales toxinas
que pueden acumularse en estos productos, y evaluar el efecto que las
distintas etapas del proceso pueden ejercer sobre las mismas, a fin de

establecer limites y regulaciones para proteger la salud del consumidor.

1.9 Objetivos
1.9.1 Objetivo General

La presencia de hongos y sus metabolitos toxicos es uno de los problemas
sanitarios y econémicos que no se han evaluado suficientemente en productos
frutihorticolas cultivados en nuestro pais. Por lo tanto el objetivo general del
presente proyecto es el estudio de la incidencia de hongos deteriorantes y
toxicogénicos en frutas citricas y manzanas. Para alcanzar este objetivo es
necesario desarrollar metodologias adecuadas para una correcta y rapida
identificacion de las especies fungicas y los perfiles de produccion de
metabolitos secundarios caracteristicos de las poblaciones infectantes. El logro
de este objetivo permitira conocer el riesgo micotoxicolégico que representa la
presencia de las distintas especies fungicas y sus metabolitos toxicos en las
frutas citricas, manzanas y en los productos de la industrializacion de las

mismas.
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1.9.2 Objetivos especificos

Objetivo 1: Determinar la incidencia de cepas de hongos deteriorantes y

toxicogénicos en frutas citricas y manzanas cultivadas en nuestro pais.

Objetivo 2: Determinar la capacidad de produccion de toxinas de las cepas

aisladas.

Objetivo 3: Estudiar la ocurrencia natural de las toxinas de Alternaria en
manzanas cultivadas en Argentina dada la alta incidencia de éste género en

productos frutihorticolas y los escasos datos existentes en nuestro pais.
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CAPITULO Il - MATERIALES Y METODOS

2. Materiales y métodos

2.1 Muestreo

Para la realizacion de los ensayos se utilizaron frutos citricos (naranjas,
mandarinas, limones) y manzanas. En el caso de los citricos se seleccionaron
aguellos frutos que presentaban lesiones externas caracteristicas de deterioro
fungico. En el caso de las manzanas se incluyeron tantos frutos visiblemente
deteriorados (dafio externo en el cuerpo del fruto o el peciolo), como, en el
caso de manzanas con corazéon mohoso, frutos de aspecto externo sano, en

los cuales las lesiones se observaron luego de que la fruta fuese cortada.

Las muestras fueron obtenidas en los diferentes supermercados,
verdulerias, y comercios de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina.
Adicionalmente se conto con la colaboracion del Laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Corporacion del Mercado Central de Buenos Aires, quienes
proporcionaron manzanas, de la variedad requerida, provenientes del Alto Valle
de Rio Negro. Las variedades y cantidades de cada tipo de muestra se

especifican en la Tabla 5.

Las muestras fueron obtenidas durante los meses de Abril a Septiembre de
2015 y llevadas al laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Aquellas
muestras que no se analizaron inmediatamente, fueron colocadas en bolsas

estériles y conservadas en refrigeracion (4°C).

Tabla 5: Frutas analizadas, variedades y cantidades.

Frutos Variedad Cantidad

Limones Rugoso 25

Naranjas Washington Navel, Lane 27
Late

Mandarinas Satsuma, Clementina Fina 32

Manzanas Red delicious 92
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2.2 Aislamiento de la micota total

Para el aislamiento de los hongos contaminantes a partir de los frutos, se
empled el agar Dicloran-Cloranfenicol-Malta-Agar (DCMA, Anexo ). Utilizando
utensilios estériles, se tomo6 una pequefia porcion de la fruta, seleccionando el
tejido visiblemente infectado, y se colocé directamente sobre una placa de Petri
de DCMA. Las placas fueron incubadas a una temperatura de 25°C durante 7
dias.

Figura 16: A-D) Frutos con infecciones fangicas; E) siembra directa en DCMA.

2.3 Observacién macroscépica y microscoépica

Luego del periodo de incubacién, las placas fueron analizadas para la
identificacion de los géneros fungicos aislados.

Se observaron las caracteristicas morfolégicas de las colonias a ojo desnudo
y bajo lupa estereoscdpica (40x y 80x). Adicionalmente se realizaron
preparados para cada género fungico encontrado, y se observaron al
microscopio (400x y 1000x) para confirmar la identificacion previa.
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Figura 17: Crecimiento fungico en placas de DCMA.

2.4 ldentificacion a nivel de género

Para la identificacion de hongos a nivel de género se utilizaron las claves
taxondmicas propuestas por Pitt y Hocking (1997), Samson y col. (2001) y
Simmons (2007), comparando la descripcion reportada por los autores con la

observacion macro y microscopica realizada.

2.5 Aislamiento e identificacion de especies de Alternaria

2.5.1 Aislamiento

La confirmaciéon de la presencia de Alternaria se estableci6 mediante la
observacion macroscopica y microscopica de caracteristicas especificas de
este género, colonias oscuras, de tonalidad grisacea a negra con reverso negro

y presencia de dictiosporas.

Luego de la confirmacion, se procedié a realizar el aislamiento con el
objetivo de obtener un cultivo puro, libre de contaminacion, para su posterior
identificacion a nivel de especie. Se tomo un fragmento de micelio y/o esporas
y se inoculd en placas de Petri provistas con Agar Papa Dextrosa (PDA, Anexo

). Las placas se incubaron a una temperatura de 25°C durante 7 dias.
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2.5.2 Reaislamiento

Una vez obtenidos cultivos puros del género Alternaria, los aislamientos
fueron sembrados en Agar Papa Zanahoria (PCA, Anexo I) o Agar V8 (V8,
Anexo 1), medios que favorecen el crecimiento y promueven la esporulacion en
este género (Simmons, 1992). Las placas se incubaron a una temperatura de
25°C durante 7 dias, con ciclos alternantes de luz-oscuridad consistentes en 16
h de oscuridad/8 h de luz bajo luz blanca fria.

2.5.3. Identificacion

Para asegurar la homogeneidad genética en la identificacion de los grupos-

especie, se recurrio a un cultivo monosparico.
La técnica se detalla a continuacion (modificada de Nelson y col., 1983)

1. Se esterilizé a llama un ansa ojal y se sumergié en un tubo provisto de

solucion Tween 80 estéril (0,05%), cargando el anillo con la solucion.

2. Sobre placas de PDA, y con ayuda del ansa se colocaron cinco gotas de
solucién Tween 80, espaciadas de manera equidistante.

3. Se carg6 el ansa nuevamente con la solucion y se froté6 suavemente
sobre la colonia de interés con el objeto de recoger conidios y/o

fracciones de micelio.

4. Se descarg6 el ansa sumergiéndola en el tubo, homogeneizando la

solucién.

5. Con el ansa cargada con la suspensiéon de esporas/micelio se realizé
una estria ancha hacia el centro de la placa sobre una de las gotas de

solucion colocadas inicialmente en la misma.

6. Se repiti6 este ultimo procedimiento sucesivamente sobre cada una de

las gotas restantes (efecto de dilucién).
7. Seincubd a una temperatura de 25°C durante 24 horas.

8. Se examind bajo microscopio estereoscopico (40x) la presencia de

esporas aisladas germinadas.
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9. Se recort6 una porcibn de agar conteniendo una espora aislada

germinada.

10.Se sembré la porcién de agar conteniendo la espora sobre placas de
Petri provistas con PCA o V8, y se incub6 a 25°C durante 7 dias, con

ciclos alternantes de luz-oscuridad.

2.5.4 Caracterizacion morfoldgica

A partir del cultivo monosporico, los aislamientos fueron sembrados
nuevamente en placas con PCA y llevadas a incubacién manteniéndose las
mismas condiciones de tiempo, temperatura y ciclos de luz anteriormente

detallados en el item 2.5.2.

Luego de los 7 dias de incubacion se realizé el examen morfologico y se los

caracterizo hasta llegar a identificacion de especie o grupo-especie.

2.5.5 Conservacion de los aislamientos

Paralelamente, a partir de las placas de cultivo monospérico, se cortaron
pequefios trozos de agar (plugs) conteniendo micelio y/o esporas, y los mismos
fueron colocados en un vial provisto con agua estéril. Estos viales se

almacenaron en la heladera a 4°C, para su conservacion.

2.5.6 Identificacion de Alternaria a nivel de grupos-especie o0 especie.

A partir de las placas de PCA, se realizo la identificacion de los grupos-
especie y especies del género Alternaria. Se utilizd la clave taxonOmica
detallada por Simmons (2007), basada en los distintos modelos de

esporulacion.
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Fruta contaminada

v
Aislamiento en DCMA

Recuperacion de la micota 7 dias, 25°C
total

W
Aislamiento en PDA

Recuperacion del género 7 dias, 25°C
Alternaria

V
Aislamiento en V8 o PCA

Promocién de la 7 dias, 25°C,
o ciclos luz/oscuridad
esporulacion

v
Cultivo monospérico PDA

24 h, 25°C,
ciclos luz/oscuridad

W
Inoculacién en V8 o PCA

7 dias, 25°C,

ciclos luz/oscuridad

v

Obtencién de cultivos puros

para conservacion e
identificacion

Conservacion

Agua estéril, 4°C

Figura 18: Esquema de aislamiento del género Alternaria spp. para
identificacion a nivel de especie.



2.5.6.1 Caracterizacion macroscopica

Las placas fueron observadas del anverso y el reverso. Se midi6 el diametro
y se registré la presencia o ausencia de anillos concéntricos bien diferenciados
debido al crecimiento bajo ciclos alternantes de luz y el nimero de anillos en

caso de ser visibles.

Con ayuda de un microscopio estereoscopico a una magnificacion de 40x se
observo el patron de esporulacion. Datos como la forma del conidio, cantidad
de conidios en la cadena, forma de distribucién de los conidios en la cadena,
presencia o ausencia de ramas laterales, fueron caracteristicas que se

compararon con las detalladas en la clave morfolGgica para determinar el grupo

especie de cada aislamiento.

Figura 19: A) Cadenas de conidios observadas en microscopio estereos-
copico (40x); B-C) Modelos de esporulacion segun Simmons (2007).

2.5.6.2 Caracterizacién microscépica

Se realizaron preparados para la observacién microscépica empleando la
técnica de cinta adhesiva, debido a que permite una mejor conservacion de las
estructuras de ramificacion en sus posiciones originales. Para realizarlo, se
tomo6 una tira de cinta de un largo superior al del portaobjetos, con el lado
adhesivo hacia afuera y sosteniendo de los extremos, se procedi6é a presionar
suavemente sobre la superficie de la colonia. Posteriormente, la tira de cinta se
coloco en un portaobjeto provisto con una gota de acido lactico. El preparado
fue observado en microscopio 6ptico a una magnificacion de 400x.
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j.’

Figura 20: Preparado de Alternaria con técnica de cinta adhesiva.

Los datos registrados fueron:

a) Caracteristicas del conidio: forma, tamafo, textura de la pared, color,
cantidad de septos longitudinales, presencia y/o cantidad de septos
transversales, presencia o ausencia de conidioforos secundarios, ubicacion de
los conidiéforos secundarios en el cuerpo del conidio (apical, central, basal,

etc.).

b) Caracteristicas de los conidiéforos: longitud del conidi6foro primario,
presencia de ramificaciones, presencia de conidiéforos secundarios, frecuencia
de aparicion, longitud del conidiéforo secundario, presencia y frecuencia de

ramificaciones, angulos de ramificacion.

En los casos en que los datos registrados mostraron total coincidencia con
las descripciones del cultivo tipo de la especie segun Simmons (2007) se
procedid a identificar el aislamiento a nivel de especie. En el caso de
coincidencia parcial, o solapamiento de las caracteristicas entre dos o mas
especies estrechamente relacionadas se identificé Unicamente a nivel grupo-

especie.

2.6 Evaluacion de diferentes técnicas para determinacion de la capacidad

toxicogénica de Alternaria spp.

Para analizar la capacidad de produccion de metabolitos secundarios toxicos

se probaron distintas técnicas.

En primer lugar se evaluaron tres tipos de matrices: a) un medio que
favorece la produccion de metabolitos secundarios, el Agar Dicloran-Rosa de
Bengala-Extracto de Levadura-Sacarosa (DRYES, Anexo 1) (Frisvad, 1983); b)
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Agar manzana (AM, Anexo |), para evaluar el efecto de la matriz en la
produccién de metabolitos, c) frutos de manzana inoculados artificialmente,

para simular la produccién in vivo en los frutos contaminados.

Se partio de cultivos puros obtenidos a partir de los cultivos monosporicos
conservados, que fueron inoculados en placas de PCA o V8, para luego ser

incubados a 25°C durante 7 dias, con ciclos alternantes de luz-oscuridad.

A partir de los cultivos frescos, se procedié a inocular en las matrices
previamente descriptas. Las placas de AM y DRYES fueron inoculadas en tres
puntos con una porcion de micelio y esporas tomadas con un ansa recta. En
las manzanas, las cuales fueron previamente desinfectadas con alcohol etilico
al 70%, se realizaron varias lesiones por puncién con una aguja, y se inoculé

sobre ellas con un ansa de ojal cargada con una porcidén de micelio y esporas.

Tanto las placas como las manzanas inoculadas fueron incubadas a 25°C

durante 14 dias, en oscuridad, condiciones que favorecen la produccion de

metabolitos secundarios por Alternaria.

Figura 21: Inoculacion de Alternaria en: A) DRYES; B) Agar manzana (AM); C)
Manzana.

2.7 Evaluacién de diferentes técnicas para la extraccién de micotoxinas

Luego del periodo de incubacién se llevd a cabo el procedimiento de
extraccion de las toxinas. Para ello se evaluaron dos técnicas, una
microextraccion y una extraccion secuencial a mayor escala, segun la matriz a

evaluar.

Las placas de DRYES fueron sometidas a microextraccion. Esta técnica ha
sido utilizada por Andersen y col. (2008; 2009; 2015) para la determinacién de
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perfiles de produccion de metabolitos secundarios de distintas especies de
Alternaria. Presenta las ventajas de ser una técnica simple, rapida, y que utiliza
bajos volumenes de solvente. La desventaja es que, al no involucrar sucesivas
etapas de limpieza (clean-up), se extraen de manera no selectiva gran cantidad
de metabolitos, que luego pueden presentar interferencias en la etapa de
deteccion si la misma no se realiza por un método que involucre técnicas
combinadas como HPLC-UV-MS. Con esta misma técnica se realizd la

extraccion a partir de las placas de AM.

Por otro lado, se evalud una técnica de extraccién secuencial, que involucra
sucesivas etapas de clean-up, desgrasado, y acidificacion para incrementar la
recuperacion de las toxinas acidas. Este método ha sido utilizado previamente,
con ligeras modificaciones, por el grupo de investigacion, para la deteccién de
toxinas de Alternaria en matrices complejas, como trigo (Azcarate y col., 2008),
tomate y derivados (Terminiello y col., 2006), y agar tomate (Pose y col., 2010;
Vaqueray col., 2016). Si bien es mas largo y trabajoso, e involucra la utilizacion
de mayores voliumenes de solvente organico, se obtiene un extracto final muy
limpio, enriquecido en los metabolitos de interés, que permite una deteccion
facil e inequivoca mediante una corrida isocratica en HPLC-UV. Esta técnica se

evalué sobre el AM y sobre las manzanas inoculadas artificialmente.

2.7.1 Procedimiento de microextraccion para metabolitos secundarios
(toxinas AOH, AME y TeA) (Andersen y col., 2015).

1. Se cortaron 3 plugs de agar de 6 mm de didmetro (con sacabocado)
del centro de cada una de las 3 colonias de una misma placa y se
colocaron los 9 plugs en un tubo eppendorf de 2 ml.

2. Se agreg6 1 ml de acetato de etilo con 1% de acido férmico (vol/vol) y
se agitdé en sonicador por 60 min.

3. Se transfirio el extracto a otro tubo limpio y se evaporo a sequedad
bajo corriente de nitrégeno.

4. Se resuspendio el extracto seco en 400 pl de metanol grado HPLC, y
se sonicé por 15 min.

5. Se filtré a través de filtro de jeringa de poro 0,2 ym a un vial limpio
para HPLC.
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6. Se conservo el vial con el extracto final en freezer a -18°C hasta el

analisis por HPLC.

Cortar agar

9 plugs

\

Agregar solvente
de extraccion

1ml AcOEt, 1% H-COOH (vol/vol)
v

Sonicar

60 min
V

Trasvasar

Tubo eppendorf limpio

Evaporar

¥ Corriente de nitrégeno

Resuspender

400 pl MeOH, sonicar

Filtrar

Filtro de jeringa 0,2 u

Conservar

-18 °C

Figura 22: Esquema de microextraccion de toxinas AOH, AME y TeA.

2.7.2 Procedimiento de extraccion secuencial para las toxinas AOH, AME
y TeA (modificado de Pose y col., 2010)

1.

Se cortd la muestra en pequefios trozos (agar) o se trituré6 (manzana) y

se colocé en un erlenmeyer.
Se adicionaron 80 ml de metanol (extraccion de la matriz).
Se agité mecanicamente durante 30 min a 300 rpm.

Se agregaron 25 ml de sulfato de amonio acuoso al 10% y se agito la

mezcla (clarificacion).

Se filtré recogiéndose en una ampolla de decantacion.
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6. Se adicionaron 20 ml de hexano y se agité durante 1 min (desgrasado).
7. Se recogio la fase metandlica en una nueva ampolla de decantacion.

8. Se agregaron 25 ml de agua destilada a la ampolla con hexano y se

agité durante 1 min.

9. Se decant6 la fase acuosa hacia la ampolla conteniendo la fase

metandlica (fase metanol-agua).

10.Se agregaron 20 ml de cloroformo a la fase metanol-agua y se agité por

un minuto (extraccion de toxinas neutras, AOH y AME).

11.Se filtr6 la fase cloroférmica, a través de un lecho de sulfato de amonio

anhidro (eliminacion de agua residual en la fase orgénica).
12.Se repitieron los items 10 y 11.

13.La fase cloroférmica conteniendo AOH y AME se evapor6 a sequedad

bajo vacio en rotavapor a 40°C.

14.El extracto seco se reconstituyé en 1 ml de metanol y se transfirié a un
vial limpio para su posterior analisis por HPLC.

15.La fase metandlica restante conteniendo TeA se acidificé hasta pH=2

con &cido clorhidrico 6N.

16.Se agregaron 20 ml de cloroformo a la fase metanol-agua y se agitd por

un minuto (extraccion de toxina acida, TeA).

17.Se filtr6 la fase cloroférmica a través de un lecho de sulfato de amonio

anhidro.
18.Se repitieron los items 16 y 17.

19.La fase cloroférmica conteniendo TeA fue evaporada a sequedad bajo

vacio en rotavapor a 40°C.

20.El extracto seco se reconstituyé en 1 ml de metanol y se transfirio a un

vial limpio para su posterior analisis por HPLC.

21.Los viales se conservaron en freezer a -18°C hasta el momento del

analisis por HPLC.
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Muestra + 80 ml metanol

1) agitar mecanicamente
2) 25 ml (NH,).SO. 10%
3) filtrar

A 4

Fase metandlica

1) 20 ml hexano
2) agitar en ampolla de decantacion

Fase hexano

1) 25 ml H,0
2) agitar en ampolla

A\ 4

Fase acuosa

Y

Fase metanol/agua

A 4

1) CHCls (2 x 20 ml)
2) agitar en ampolla

A 4

Fase cloroformica

Fase acuosa

1) filtrar
2) evaporar

A 4

AME/AOH

Figura 23: Esquema de extraccion secuencial de AOH, AME y TeA.

1) HCI 6N hasta pH2
2) CHCls (2 x 20 ml)
3) agitar en ampolla

A 4

Fase cloroférmica

1) 15 ml H,0O
2) filtrar
3) evaporar

TeA
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2.8 Analisis de toxinas

Los extractos obtenidos fueron analizados por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). El cromatdgrafo utilizado fue un equipo Shimadzu LC-6A
(Shimadzu, Kyoto, Japon) equipado con inyector automatico y un detector de
fluorescencia. Para la determinacion cromatografica se utilizé una columna Cis

marca Cogent 250 x 4,6 mm x 5 um (MicroSolv, USA).

2.9 Condiciones de deteccidén

Para el andlisis de las toxinas neutras, AOH y AME, se utilizé una fase movil
constituida por metanol:agua (80:20), con 300 mg de ZnS04.7H20 por litro. La
longitud de onda empleada para la deteccion fue de 258 nm. El flujo de la

corrida cromatogréfica fue de 0,4 ml/min.

Para el andlisis de la toxina acida, TeA, se utilizé una fase movil constituida
por metanol:agua (90:10), con 300 mg de ZnS0Oa4.7H20 por litro. La longitud de
onda empleada para la detecciéon fue de 280 nm. El flujo de la corrida
cromatografica fue de 0,8 ml/min para todas las matrices y tipos de

extracciones.

2.10 Determinacion de la capacidad toxicogénica de Alternaria spp.

Luego de realizados los ensayos y analizados los cromatogramas obtenidos
a partir de las pruebas preliminares, se decidié utilizar como medio para la
produccion de metabolitos secundarios el Agar Manzana (AM), empleando la
extraccion completa, por ser la combinacion que arrojo los cromatogramas mas

limpios, con menor ruido y mejor resolucion de picos.

2.11 Determinacion de las toxinas

A fin de cuantificar la concentracion de las toxinas se realizaron curvas de
calibracion con soluciones estandar de cada una de ellas en diferentes
concentraciones (niveles entre 100 y 1000 pg/kg). Los estandares de TeA
(como sal de cobre), y de AOH y AME fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). TeA fue reconvertido a partir de la sal de cobre mediante el

procedimiento descripto por Scott y Kanhere (1980). Se pesé 1 mg de
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tenuazonato de cobre, se disolvié en 250 pl de cloruro de metileno y se paso a
través de una columna de intercambio iGnico empaquetada con Dowex 50W
Dry Mesh 100-200 de 1,5 cm de longitud. El acondicionamiento de la resina se
realizé por lavado de la columna con 4 ml de cloruro de metileno. Se agrego el
tenuazonato diluido y se eluy6 con 8 ml de cloruro de metileno. El solvente se
evapord a sequedad y el acido tenuazoénico se resuspendié en metanol. Para
calcular la concentracion del acido se utilizo el factor de conversion 0,72. A
partir de los estandares sélidos se prepararon soluciones de trabajo en metanol

a una concentracion de 0,5 mg/ml, y se almacenaron a -18°C.

Se determind la concentracion de micotoxinas en las muestras analizadas
mediante las curvas de calibracion construidas para este fin. La identidad de
los picos fue confirmada mediante la co-inyeccion con el correspondiente
estandar. Los limites de deteccion, calculados como 5 veces la sefial del ruido
determinado en la linea de base en la zona cercana a la sefal correspondiente
a cada toxina respectivamente, fueron 5 ug/kg para AOH, 2 ug/kg para AME y
11 pg/kg para AT.

2.12 Ocurrencia natural de micotoxinas de Alternaria spp. en manzanas.

A un total de 30 manzanas, algunas sin lesiones externas visibles hasta
antes de ser cortadas (corazén mohoso) y otras con lesiones caracteristicas
externas, se les realizd el procedimiento de extraccibn completa para
determinar las toxinas AOH, AME y TeA, detallado en el item 2.7.2. Los
extractos obtenidos fueron analizados por cromatografia liqguida de alta
resolucion (HPLC), tal como se detalla en el item 2.8. Las condiciones de
corrida, fase movil, longitud de onda de deteccion, etc. fueron las descriptas en

el item 2.9.

La cuantificacion de las toxinas, se realiz6 de la misma manera que se

detalla en el item 2.11.

2.13 Anélisis estadistico

El tratamiento estadistico que se utilizo fue un analisis exploratorio de datos.

Se emplearon graficos de barras, de dispersion e histogramas, para determinar
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la incidencia de la micota general, los grupos-especie y/o especies y las
principales micotoxinas de Alternaria. El software utilizado fue SPSS Statistics,
version 21 (IBM).
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CAPITULO Il - RESULTADOS
3. Resultados
3.1 Estudio de la micota de manzanas y citricos

En total se obtuvieron 213 aislamientos de manzanas correspondientes a 8
géneros fungicos. Los géneros de mayor incidencia en manzanas fueron:
Penicillium (31%), Alternaria (24%) y Geotrichum (18%). En menor proporcion
se aislaron Mucor (10%), Cladosporium (8%), Rhizopus (4%), Aspergillus (3%)
y Fusarium (2%). La figura 24 muestra el porcentaje de incidencia de los

distintos géneros fungicos contaminantes de manzana.

Manzanas

T 357 31
8 30 N
.E ,s | /‘ 24
% 20+ 2
é 5 v 10
B B8as:

0

.\(.‘\\‘\\) Q}(\O\\ \‘(\&\)ﬂ(\ @\)co‘ Qo‘, \\)((\ \(.\\&Q\)e ) Q\\\\)‘o § \\)(0
& N & S

Figura 24: Porcentaje de incidencia de los géneros fangicos aislados de
manzanas.

En la figura 25 se muestran los géneros de mayor incidencia en citricos.
Sobre un total de 178 aislamientos de citricos, Penicillium (40%),
Colletotrichum (16%) y Geotrichum (14%) fueron los géneros mas
frecuentemente aislados, seguidos en menor proporcién por Fusarium (8%),
Cladosporium (7%), Alternaria (7%) y Aspergillus (4%). Los géneros Mucor,
Rhizopus, Phoma, Monascus y Trichoderma fueron hallados también aunque

en bajas proporciones (<3%).
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Figura 25: Porcentaje de incidencia de los géneros fungicos aislados de

citricos.

La distribucion de los géneros flngicos en los distintos tipos de frutos citricos

estudiados se muestran en la figura 26.
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Figura 26: Porcentaje de incidencia de los géneros fungicos aislados de

limones, mandarinas y naranjas.
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El género Penicillium spp. fue el principal componente de la micota tanto en
manzanas como en citricos, confirmando los datos previos existentes en
bibliografia, la cual comprende numerosos estudios sobre la incidencia de este
género y sus toxinas en dichas frutas.

Entre los géneros toxicogénicos, Alternaria fue el segundo mas frecuente en
manzanas, causando en todos los casos lesiones, con visible deterioro en los
frutos. En el caso de los citricos, Alternaria se aisl6 en menor proporcion, si se
los considera en su conjunto. Al analizar cada tipo de fruto separadamente se
observé que fue el segundo género en importancia en limones, junto con
Geotrichum y el quinto mas frecuente en naranjas junto con Aspergillus. No se
obtuvo ningun aislamiento de este género a partir de mandarinas.

Dada la escasa informacion sobre la incidencia de este género y sus toxinas
en las frutas analizadas se decidi6é profundizar el estudio sobre los aislamientos
de Alternaria spp. obtenidos de manzanas y citricos, con especial interés en

manzanas, dada la alta frecuencia relativa de este género en las mismas.

3.2 Incidencia del género Alternaria en citricos y manzanas

De todas las frutas analizadas, se obtuvieron en total 63 aislamientos del
género Alternaria, 51 de ellos provenientes de manzanas y 12 a partir de
citricos (limones y naranjas).

De los 51 aislamientos provenientes de manzanas, un total de 27 (52,9%)
fueron obtenidos a partir de lesion externa de la fruta y 24 (47,1%) fueron de
lesion interna (corazon mohoso).

De los 12 aislamientos de citricos, 8 (66,7%) se obtuvieron de lesion externa

y 4 (33,3%) de lesion interna.

3.3 Aislamiento e Identificacion morfolégica de Alternaria a nivel de

grupo-especie

Los aislamientos del género Alternaria fueron identificados a nivel de grupo-
especie segun los modelos de esporulacion establecidos por Simmons (1999,
2007). Todos los aislamientos correspondieron a dos grupos-especie dentro del

conjunto de Alternaria spp. de esporas pequefias.
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a) Grupo-especie A. tenuissima: Los aislamientos correspondientes
a este grupo-especie presentaron conidios de (8-)10-25+ en cadenas sin
ramas, ocasionalmente ramas laterales cortas, las cuales no constituyen

una porcién dominante o consistente de la poblacion (Figura 27).

Figura 27: Grupo-especie A. tenuissima (400x)

b) Grupo-especie A. alternata: Los aislamientos correspondientes a
este grupo-especie presentaron conidios en aglomerados de cadenas
ramificadas de manera variada e irregular; los conidi6foros secundarios
presentes fueron cortos y no se observaron conidiéforos secundarios
largos como elementos conspicuos, dominantes de la arquitectura

arborea (Figura 28).

Figura 28: Grupo-especie A. alternata (400x)
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De los 63 aislamientos obtenidos, un total de 59 (93,7%) correspondieron al
grupo-especie A. tenuissima y solamente 4 (6,3%) al grupo-especie A.

alternata.

Entre los 51 aislamientos provenientes de manzanas, se obtuvieron 47
(92,2%) correspondientes al grupo especie A. tenuissima y 4 (7,8%) al grupo
especie A. alternata, mientras que los 12 aislamientos provenientes de citricos

correspondieron en su totalidad al grupo especie A. tenuissima.

Considerando el tipo de lesién que presentaron las frutas, se determiné la
distribucion de los grupos-especie en referencia a este aspecto. Los resultados
se muestran en la figura 29. De los 51 aislamientos de manzanas, 27
correspondieron a lesion externa, entre los cuales se obtuvieron 24 (88,9%) del
grupo especie A. tenuissima y 3 (11,1%) de A. alternata. De los 24 aislamientos
restantes, correspondientes a lesidon interna (corazGn mohoso), se obtuvieron
un total de 23 (95,8%) que pertenecieron a A. tenuissima y 1 (4,2%) a A.

alternata.

En cuanto a los 12 aislamientos provenientes de citricos, todos ellos
identificados como miembros del grupo-especie A. tenuissima, 8 fueron
aislados de lesion externa y 4 de lesidn interna. Los aislamientos de lesién

interna fueron obtenidos Unicamente de limones (Figura 29).
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Figura 29: Distribucion de grupos-especie de Alternaria en distintos tipos de
lesion en manzanas y citricos.
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3.4 Aislamiento e Identificacion morfolégica de Alternaria a nivel de

especie

Se continud la caracterizacién de los aislamientos obtenidos de los frutos
para identificarlos a nivel de especie en los casos en que fue posible a partir de

sus caracteristicas morfoldgicas.

De los 51 aislamientos de Alternaria obtenidos de manzana, 13 (25,5%)
correspondieron a A. mali; 7 (13,7%) a A. broussonetiae; 4 (7,8%) a A.
longipes; 1 (2%) a A. caudata; 1 (2%) a A. alternata; 1 (2%) a A. dumosa. Los
aislamientos cuyas caracteristicas se solaparon entre mas de una especie, 0
cuya descripcion no correspondié a ninguna de las especies descriptas por
Simmons (2007), fueron identificados Unicamente a nivel de grupo-especie,
siendo 22 de ellos (43,1%) correspondientes al grupo-especie A. tenuissima y 2
(3,9%) al grupo especie A. alternata.

Los aislamientos en funcién del tipo de lesion de la manzana se presentaron
de la siguiente manera. De los 27 aislamientos externos, 8 (29,6%)
correspondieron a A. mali, 4 (14,8%) a A. broussonetiae, 1 (3,7%) a A. caudata,
1 (3,7%) a A. alternata, 1 (3,7%) a A dumosa, 11 (40,7%) se mantuvieron como
grupo-especie A. tenuissima y 1 (3,7%) como grupo-especie A. alternata. De
los 24 aislamientos de lesion interna (corazén mohoso), 5 (20,8%)
correspondieron a A. mali, 4 (16,7%) a A. longipes, 3 (12,5%) a A.
broussonetiae, 11 (45,8%) se mantuvieron como grupo-especie A. tenuissima y

1 (4,2%) como grupo-especie A. alternata (Figura 30).

De los 12 aislamientos de Alternaria en citricos, 6 (50,0%) correspondieron a
A. limoniasperae, 3 (25,0%) a A. citrimacularis, 2 (16,7%) a A. longipes y 1
(8,3%) a A. broussonetiae; 9 (75%) fueron obtenidos de lesiones externas y
solo 3 (25%) de internas, de los cuales 2 fueron identificados como A.
limoniasperae y 1 como A. broussonetiae. Esta ultima fue la Unica especie que

solo fue aislada de lesién interna (Figura 31).

Las especies A. mali, A. alternata, A. caudata, y A. dumosa, se aislaron
Gnicamente a partir de manzanas, mientras que A. limoniasperae y A.

citrimacularis fueron aisladas solamente de citricos.

61



Manzanas

12 711 11
10 -
» 8
8
e 8 1
2
€
& 6 A 5 i
2 B Lesion externa
o 4 4
S 4 3 Lesion interna
2
2 A 11 1 1 1
o o @ @
0 T T = T T T T T 1
: = %) 5] s o] o S
<< S Q < = =
Y o g Q '-g k) Jg g 3
v .S < < < v 3 3 ] S
A L2 2 Q< 3] = ©
©» Y A )
v 3 . %) O $ . S <
2 5 T8 g§ ¢ o<
S s 5
~ . .
O << L)

Figura 30: Aislamientos de Alternaria spp. de manzanas segun el tipo de lesion.
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Figura 31: Aislamientos de Alternaria spp. de citricos segun el tipo de lesion.
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-
A. caudata

A. limoniasperae A. citrimacularis

Figura 32: Especies de Alternaria aisladas de citricos y manzanas
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3.5 Capacidad toxicogénica de las cepas de Alternaria

Las 63 cepas aisladas, tanto las provenientes de manzanas como las de
citricos, fueron inoculadas en agar manzana (AM) para evaluar el efecto matriz

en la produccién de toxinas. Se determinaron las principales toxinas de
Alternaria, AOH, AME y TeA.

3.5.1 Aislamientos de manzanas

Del total de 51 aislamientos de manzanas, 41 (80%) fueron capaces de
producir las tres toxinas investigadas, AOH, AME y TeA; 9 (18%) produjeron

AOH y AME vy solo uno (2%) no produjo ninguna de las tres toxinas.

Manzanas
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AOH+AME+TeA AOH+AME N.D.

Figura 33: Produccién de micotoxinas por Alternaria spp. aisladas de
manzanas.

Teniendo en cuenta el tipo de lesién, de los 27 aislamientos obtenidos a
partir de lesién externa, 26 resultaron productores de AME y AOH, y 20 de ellos
dieron positivo ademas para TeA. De los 24 aislamientos obtenidos de lesion
interna (corazén mohoso), el 100% dieron positivo para AME y AOH, y 21
resultaron productores de TeA.
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Segun el grupo-especie, de los 47 aislamientos correspondientes al grupo
especie A. tenuissima, 46 resultaron productores de AME y AOH, y 37 de ellos
fueron ademas capaces de producir TeA. Los 4 aislamientos correspondientes
al grupo especie A. alternata dieron positivo para las tres toxinas investigadas.

La figura 34 muestra la produccion de las tres toxinas de Alternaria por
aislamientos de manzana en funcién del tipo de lesion y el grupo-especie

correspondiente.
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Figura 34: Produccion de toxinas de Alternaria por aislamientos de manzanas

segun el tipo de lesion y el grupo-especie.

Las figuras 35, 36 y 37 muestran la distribucion de las concentraciones de
las toxinas producidas por Alternaria spp. de manzana, AOH, AME y TeA,
respectivamente. Los resultados de concentracion estan expresados en ug de
toxina por Kg de medio (AM) y estan representados graficamente en
histogramas. En la tabla 6 se muestra el rango de las concentraciones y los
valores promedios de cada toxina producidos por los aislamientos de manzana.
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Figura 37: Produccién de TeA por Alternaria spp. de manzanas.

Tabla 6: Valores maximos, minimos y promedio de produccién de toxinas de
Alternaria por aislamientos de manzana.

Micotoxina Minimo Maximo Promedio
(Mg/Kg) (Mg/Kg) (Hg/Kg)
AOH 2.114 282.529 40.817
AME 4.385 1.541.219 317.238
TeA 650 79.764 11.639

* Se consideraron Unicamente las muestras positivas para el célculo de promedio,
maximo y minimo

Los resultados de produccién de las micotoxinas estudiadas obtenidos para

cada aislamiento individual se encuentran detallados en el Anexo 3.

Se analizo la correlacion entre las concentraciones de las tres micotoxinas
producidas por cada aislamiento para el total de las Alternaria spp. aisladas de

manzanas. La figura 38 muestras las correlaciones AOH vs AME, AOH vs TeA
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y AME vs TeA. Las tres correlaciones fueron positivas, siendo la correlacion

entre AOH y AME la que present6 el mayor coeficiente (R?).
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Figura 38: Correlaciones entre micotoxinas producidas por aislamientos de
Alternaria de manzanas.
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Tabla 7: Produccién de micotoxinas por especies de Alternaria provenientes de

manzanas.
. . . . N _de Promedio Méaximo Minimo
Especies Micotoxinas aislamientos (Lg/Kg) (Lg/Kg) (ug/Kg)
productores HO/Kg HO/Kg H9/Rg
AOH 13/13 67.628 282.529 2.358
A. mali AME 13/13 450.553 1.541.218 6.041
TeA 10/13 22.658 79.764 2.073
AOH 6/7 11.817 34.290 2.114
A. broussonetiae AME 6/7 114.248 351.024 4.384
TeA 417 6.499 11.584 3.716
AOH 4/4 29.771 85.710 9.863
A. longipes AME 4/4 360.379 501.891 172.890
TeA 4/4 13.639 24.367 8.677
AOH 1/1 85.266 - -
A. caudata AME 1/1 601.739 - -
TeA 1/1 18.680 - -
AOH 1/1 5.657 - -
A. alternata AME 1/1 103.614 - -
TeA 1/1 12.571 - -
AOH 1/1 2.760 - -
A. dumosa AME 1/1 21.134 - -
TeA 1/1 5.426 - -
Grupo-especie AOH 22/22 33.767 223.033 3.331
L AME 22/22 273.547 1.219.656 25.852
A. tenuissima
TeA 18/22 6.009 17.425 650
. AOH 2/2 67.570 74.013 61.127
Grupo-especie
AME 2/2 566.578 618.666 514.490
A. alternata
TeA 2/2 12.597 12.962 12.232

AOH: Alternariol; AME: Alternariol monometil éter; TeA: Acido tenuazénico.

* Se consideraron Unicamente las muestras positivas para el célculo de promedio. maximo v minimo.
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La tabla 7 muestra las concentraciones promedio, maximas y minimas de las
micotoxinas producidas por aislamientos de manzana discriminadas por
especie 0 grupo-especie, segun corresponda. Las concentraciones mas
elevadas de las tres toxinas, AOH, AME y TeA, fueron producidas por la
especie A. mali. La maxima concentracion de cada una de las toxinas
correspondioé a un mismo aislamiento de dicha especie. Los valores mas bajos
de AOH y AME se registraron para la especie A. broussonetiae. Asimismo, la
menor produccion de ambos alternarioles correspondié a un mismo aislamiento
de esta especie. Para TeA, en cambio, la menor produccion se observo para un
aislamiento del grupo-especie A. tenuissima. Por otra parte, el Unico
aislamiento que no produjo ninguna de las tres toxinas correspondid a la

especie A. broussonetiae.

3.5.2 Aislamientos de citricos

La capacidad de produccion de toxinas por los aislamientos de Alternaria
spp. de frutos citricos fue investigada también en agar manzana (AM) a fin de
evaluar la posible especificidad de sustrato de las cepas toxicogénicas. De un
total de 12 aislamientos de citricos, 4 (33%) produjeron las tres toxinas (AOH,
AME y TeA) y 8 (67%) produjeron solo AOH y AME en AM. Todos los
aislamientos de citricos fueron capaces de producir al menos una de las

micotoxinas estudiadas en dicho medio de cultivo.
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Figura 39: Produccién de micotoxinas por Alternaria spp. aisladas de citricos.
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Las figuras 40,

41 y 42 muestran la distribucidon de las concentraciones de

toxinas producidas por Alternaria spp. de citricos, AOH, AME y TeA,

respectivamente.

Los resultados estan expresados en pg de toxina por Kg de

medio (AM) y representados graficamente en histogramas.
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Figura 40: Produccién de AOH por Alternaria spp. de citricos.
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Figura 42: Produccion de TeA por Alternaria spp. de citricos.

En la tabla 8 se muestra el rango de las concentraciones de cada toxina y

los valores promedios producidos por aislamientos de citricos en AM.

Tabla 8: Valores maximos, minimos y promedio de produccion de toxinas de
Alternaria por aislamientos de citricos.

Micotoxina Minimo Maximo Promedio
(Mg/Kg) (Mg/Kg) (Hg/Kg)
AOH 2.295 111.295 31.331
AME 2.769 1.477.352 439.781
TeA 2.789 8.913 5.017

* Se consideraron Unicamente las muestras positivas para el célculo de promedio, maximo y minimo

Los resultados de produccion de las micotoxinas estudiadas obtenidos para

cada aislamiento individual se encuentran detallados en el Anexo 3.

La tabla 9 muestra las concentraciones promedio, maximas y minimas de las

micotoxinas producidas por aislamientos de citricos discriminadas por especie.

72



Tabla 9: Produccion de micotoxinas por especies de Alternaria provenientes de
citricos.

Especies Micotoxinas Positivos Promedio Maximo Minimo
(ug/Kg) (ug/Kg) (ug/Kg)
AOH 6/6 27.735 44,780 3.605
A. limoniasperae AME 6/6 544.937 1.477.352 60.655
TeA 2/6 3.455 4.121 2.788
AOH 3/3 51.398 111.294 2.295
A. citrimacularis AME 3/3 321.530 519.289 2.768
TeA 2/3 6.578 8.913 4.243
AOH 2/2 9.718 10.803 8.633
A. longipes AME 2/2 355.403 417.623 293.183
TeA 0/2 N.D. - -
AOH 1/1 35.932 - -
A. broussonetiae AME 11 332.349 - -
TeA 0/1 N.D. - -

AOH: Alternariol; AME: Alternariol monometil éter; TeA: Acido tenuazénico; ND: no detectada.
* Se consideraron Unicamente las muestras positivas para el célculo de promedio, méximo y minimo

Las mayores concentraciones de las toxinas AOH y TeA fueron producidas
por la especie A. citrimacularis y la de AME por A. limoniasperae. Los valores
mas bajos de AOH y AME fueron producidos por A. citrimacularis, y para TeA

por A. limoniasperae.

Los aislamientos de citricos produjeron las tres toxinas en concentraciones
mas bajas que los de manzanas en AM. A fines comparativos, debe tenerse en
cuenta que las Unicas especies que se aislaron de ambos sustratos fueron A.
broussonetiae y A. longipes. Las concentraciones de AME y AOH producidas
por A. broussonetiae aislada de citricos fueron cuantitativamente similares a los
valores maximos de aislamientos de manzanas; sin embargo, TeA no fue
producido por los aislamientos de citricos correspondientes a esta especie. Por
otro lado, los aislamientos de A. longipes de manzanas produjeron cantidades
de AME similares a las de citricos, pero mayores concentraciones de AOH.
Asimismo, los aislamientos de citricos de esta especie fueron incapaces de

sintetizar TeA.
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3.6 Ocurrencia de micotoxinas en manzanas infectadas naturalmente

Un total de 30 manzanas fueron analizadas, 25 de las cuales presentaron
lesion interna (corazén mohoso), 3 mostraban lesion externa, y 2 no
presentaban lesion. Los resultados indicaron que 28/30 muestras presentaron
contaminacion con al menos una de las toxinas analizadas. La distribucion de
las toxinas en las muestras resulté en 2 (7%) de las muestras naturalmente
contaminadas con las tres toxinas (AOH, AME y TeA), 14 (46%) con AOH y
AME, 3 (10%) con AME y TeA, 2 (7%) unicamente con AOH, 7 (23%)
anicamente con AME y solo 2 (7%) no mostraron contaminacion con ninguna

de las tres toxinas evaluadas. Estos resultados se muestran en la Figura 43.

Las Unicas dos muestras que no estaban contaminadas con ninguna de las

tres toxinas fueron aquellas que no presentaban lesion por deterioro fungico.

Manzanas

50 46

45
40
35
30
25
20
15
10 7 7 7
Al =
~ QZ‘/\QV <& VOQ\ ®
S S

\2\)(
KY

MRRRRRRRD

pas)

10

micotoxinas de Alternaria (%)

Porcentaje de manzanas contaminadas con

4
@6‘

Figura 43: Ocurrencia natural de micotoxinas de Alternaria spp. en manzanas.

La tabla 10 muestra la concentracion de AOH, AME y TeA hallada en

manzanas naturalmente contaminadas.



Tabla 10: Concentracion de toxinas de Alternaria spp. en manzanas
naturalmente contaminadas.

Micotoxinas (ug/Kg)

Muestra # Tipo de lesion

AOH AME TeA
1 Lesion interna 28 554 N.D.
2 Lesion interna N.D. 688 N.D.
3 Lesion interna N.D. 350 N.D.
4 Lesion interna N.D. 1.266 12
5 Lesion interna 186 3.793 55
6 Lesion interna 397 2.255 10
7 Lesion interna 68 783 N.D.
8 Lesion interna N.D. 233 N.D.
9 Lesion interna 135 113 N.D.
10 Lesion interna N.D. 170 13
11 Lesion interna 191 636 N.D.
12 Lesion interna 765 900 N.D.
13 Lesion interna N.D. 1.410 25
14 Lesion interna 807 1.682 N.D.
15 Lesion interna 506 6.176 N.D.
16 Lesion externa 99 5.727 N.D.
17 Lesidn externa 229 1.607 N.D.
18 Lesion externa N.D. 507 N.D.
19 Lesién interna 286 699 N.D.
20 Lesion interna 248 1.759 N.D.
21 Lesién interna 135 940 N.D.
22 Lesion interna N.D. 734 N.D.
23 Lesién interna 327 N.D. N.D.
24 Lesion interna N.D. 2.911 N.D.
25 Lesién interna 494 2.332 N.D.
26 Lesion interna N.D. 1.370 N.D.
27 Lesién interna 1.809 21.764 N.D.
28 Lesion interna 116 N.D. N.D.
29 Sin lesion N.D. N.D. N.D.
30 Sin lesion N.D. N.D. N.D.

Las figuras 44, 45 y 46 muestran la distribucion de las concentraciones de
las respectivas toxinas de Alternaria spp. en manzanas nhaturalmente
contaminadas. Los resultados estan expresados en pg de toxina por Kg de

fruta y representados graficamente en histogramas.

La tabla 11 muestra los rangos de concentraciones de cada toxina y los

valores promedios hallados en manzanas naturalmente contaminadas.
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Figura 44: Ocurrencia natural de AOH en manzanas.
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Figura 45: Ocurrencia natural de AME en manzanas.
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Figura 46: Ocurrencia natural de TeA en manzanas.

Tabla 11: Valores maximos, minimos y promedio de toxinas de Alternaria en
manzanas infectadas naturalmente.

Micotoxina Minimo Maximo Promedio
(L9/Kg) (Mg/Kg) (Mg/Kg)
AOH 28 1809 379
AME 113 21.764 2.360
TeA 10 55 23

* Se consideraron Unicamente las muestras positivas para el célculo de promedio, méximo y minimo

AME fue la toxina hallada en concentraciones mas elevadas, seguida
por AOH. TeA fue detectado en concentraciones mucho menores que ambos

alternarioles.
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CAPITULO IV — DISCUSION

4. Discusién

4.1 Estudio de la micota de manzanas y citricos

Numerosos estudios en diferentes partes del mundo, determinan al género
Penicillium como el principal agente causal del deterioro de frutas (Exadaktylou
y Thomidis, 2010; Franck y col., 2005; Janisiewicz y Korsten, 2002; Logrieco y
col., 2003; Palou y col., 2010; Rathod, 2010). Los resultados obtenidos en este
trabajo mostraron que el género fungico con mayor incidencia en ambos
sustratos, manzanas y citricos, cultivados en Argentina, fue Penicillium,
coincidiendo con los datos de bibliografia.

Los géneros de mayor incidencia en manzanas fueron Penicillium, Alternaria
y Geotrichum, en orden de frecuencia decreciente. Estudios realizados en
Grecia por Konstantinou y col. (2011), en diferentes variedades de manzanas,
incluyendo Red Delicious, la variedad analizada en este trabajo, mostraron que
los géneros con mayor incidencia fueron Penicillium, Botrytis y Alternaria. Un
amplio estudio llevado a cabo en los EE.UU. sobre 424 muestras de 6
variedades de manzanas, mostr6 como principales contaminantes a
Penicillium, Fusarium y Alternaria (Tournas y Uppal Memon, 2009). Por otra
parte, Sholberg y Haag (1996) estudiaron la incidencia de patdégenos
postcosecha en manzanas almacenadas en Canadd y encontraron como
principales contaminantes a los géneros Penicilium y Botrytis. Aunque se
detectdo también la presencia de Alternaria, este género mostré una menor
incidencia que la observada en el presente trabajo y el de Grecia.

Si bien es evidente la existencia de una cierta variabilidad geografica, muy
probablemente asociada a las condiciones climaticas dominantes en las zonas
de cultivo, los géneros Penicillium y Alternaria, son considerados los principales
agentes de deterioro de esta fruta en diversas regiones del mundo,
coincidiendo con nuestros resultados. Existen ademas varios estudios
realizados en lesiones del corazon de manzanas donde se encontro al género
Alternaria como el principal agente asociado a este tipo de lesion (Gao y col.,
2013; Serdani y col., 2002; Soliman y col., 2015).

Los principales géneros aislados a partir de citricos en el presente trabajo

fueron Penicillium, Colletotrichum y Geotrichum. Estos resultados presentan
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similitud con los reportados por Guédez y col. (2010) en Venezuela, donde los
géneros predominantes, aislados a partir de naranjas, fueron Penicillium,
Colletotrichum y Cladosporium. Numerosos datos de bibliografia sefialan a
Penicillium como el principal género contaminante de citricos (Logrieco y col.,
2003; Pitt y Hocking, 2009). Sin embargo, otros géneros como Alternaria,
Geotrichum, Cladosporium y Colletotrichum han sido hallados en altas
frecuencias en estudios sobre frutos citricos, en algunos casos superando en
incidencia a Penicillium (Kanetis y col., 2015).

La incidencia del género Alternaria en citricos ocup6 el quinto lugar en el
presente trabajo, aislandose solamente de limones y naranjas; en mandarinas
no hubo incidencia de este género. Los datos de bibliografia en cuanto a la
preponderancia de este género en citricos presentan mayor variabilidad que en
el caso de manzanas. Estudios realizados en Estados Unidos por Tournas y
Katsoudas (2005), determinaron al género Alternaria como el principal agente
de deterioro en citricos (naranjas, mandarinas, limones y limas), mientras que
otros estudios realizados en Nigeria, a partir de naranjas, mencionan a
Alternaria como uno de los géneros de menor incidencia (Oviasogie y col.,
2015). Esta variabilidad en los resultados podria estar relacionada con las
condiciones climaticas durante las distintas etapas de cultivo en los diferentes
paises en donde se realizaron los estudios.

La micota de frutas se ve influenciada por diferentes aspectos, entre ellos la
ubicacién geogréafica, condiciones ambientales, agrondmicas, técnicas de
manejo de cultivo, riego, fumigacion, entre otros factores, que son
determinantes en la variabilidad de la incidencia de los diferentes géneros
fungicos aislados y reportados en diversos sustratos a nivel mundial. Es por
ello que el conocimiento de la misma a nivel regional es importante para
establecer los principales riesgos a los que estan sometidos los cultivos,
prevenir las enfermedades causadas por estos patégenos, las cuales derivan
en importantes pérdidas econdmicas para el sector productivo, y enfocar los
estudios en los géneros micotoxigénicos, que, en caso de desarrollarse en los
frutos, pueden acumular sustancias toxicas en los mismos, que no son

eliminadas luego durante el procesado.
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4.2 Incidencia de Alternaria spp. en citricos y manzanas e ldentificacion

morfoloégica de Alternaria spp. a nivel de grupo-especie y especie

El género Alternaria estuvo presente en un 55% de los aislamientos
provenientes de manzanas, mientras que en citricos solamente se aislo en un
14%. Probablemente la composicion quimica de las manzanas, asi como su
mayor pH, propicien un ambiente mas favorable para el crecimiento y
esporulacion de este género. Ademas la gruesa piel de los citricos representa
una barrera mas dificil de penetrar para el patégeno, que frecuentemente
ingresa al fruto en etapa post-cosecha a través de heridas e incisiones en la
piel o cascara del fruto.

Los aislamientos de Alternaria presentes en los dos tipos de frutos
pertenecieron solamente a dos grupos-especie dentro de la seccion de
Alternaria de esporas pequefias. En manzanas se aislaron cepas
pertenecientes a los grupos-especie A. tenuissima y A. alternata,
correspondientes al grupo H y J respectivamente, segun los modelos de
esporulacién establecidos por Simmons (2007). Mientras que en citricos
solamente se hallé el grupo-especie A. tenuissima.

La identificacion morfolégica a nivel de especie dentro de la seccion de
Alternaria de esporas pequefias es muy compleja debido a las estrechas
similitudes que presentan dichas especies entre si y a la existencia de
caracteristicas comunes a varias de ellas. Por esto, muchos estudios han
intentado el empleo de andlisis moleculares para realizar la identificacion a este
nivel (Peever y col, 1999; Pryor y Gilbertson, 2000; Roberts y col, 2000); sin
embargo los resultados obtenidos aun son muy variables como para poder
incorporar estas técnicas como herramientas taxon6micas. La secuenciacion
de regiones conservadas, comunmente utilizadas en la identificacion a nivel de
especie para otros géneros fungicos, como Penicillium, Fusarium, Aspergillus,
etc., no proporciond resolucion entre el grupo de Alternaria de esporas
pequefias, y no mostré correlacion con la division a nivel de especie basada en
los patrones tridimensionales de esporulacion desarrollada por Simmons
(2007). Por ejemplo, los analisis filogenéticos utilizando regiones ITS,
universalmente empleados para identificacion de especies dentro de diversos

géneros fungicos, no resultan aplicables para Alternaria spp. de esporas

80



pequefias, ya que entre A. alternata y A. tenuissima estas regiones resultan
casi en un 100% idénticas. Los estudios mas recientes, basados en la
secuenciacion de diversas regiones conservadas y genes codificantes de
proteinas concluyen que todas las Alternarias de esporas pequefias descriptas
por Simmons (2007) deberian agruparse en una Unica seccion, Alternaria
seccion Alternaria, de la cual A. alternata seria la especie tipo (Lawrence y col.,
2013, 2016). La incorporacion de esta nomenclatura simplificaria la
identificacion a nivel especie para este género, pero resultaria, en cambio, en la
pérdida de informacién util desde el punto de vista toxicolégico vy
epidemioldgico, ya que la produccién de metabolitos secundarios toxicos puede
variar de una especie a otra, asi como la especificidad de sustrato o sus
caracteristicas de agresividad y fitopatogenicidad.

En el presente trabajo se realizd la identificacion morfolégica a nivel de
especie cuando las caracteristicas del aislamiento resultaron lo suficientemente
diferenciables. En el resto de los casos se clasifico a nivel grupo-especie segun
los patrones de esporulacion de Simmons (2007).

En manzanas se identificaron seis especies: A. mali, A. broussonetiae, A.
longipes, A. caudata, A. alternata y A. dumosa. El resto de los aislamientos
correspondi6 en su mayoria al grupo-especie A. tenuissima y en baja
proporcion a A. alternata. En un estudio realizado en China (Gao y col., 2013)
se identificaron en manzanas las especies A. alternata, A. arborescens, A.
infectoria y A. tenuissima, mientras que en estudios realizados en hojas y frutos
de manzanas en Australia fueron identificadas las especies A. alternata, A.
arborescens, A. tenuissima, A. mali y A. longipes (Harteveld y col., 2013). A.
broussonetiae, A. caudata y A. dumosa, especies aisladas en este trabajo, no
han sido reportadas en estudios previos realizados en manzanas.

En citricos se identificaron solamente cuatro especies, A. limoniasperae, A.
citrimacularis, A. longipes y A. broussonetiae, todas ellas incluidas en el grupo-
especie A. tenuissima. Kang y col. (2002), en su estudio sobre citricos llevado a
cabo en Sudafrica, mencionan que las especies comunmente aisladas son A.
alternata y A. citri, ambas correspondientes al grupo-especie A. alternata, el
cual no fue hallado entre nuestros aislamientos. Sin embargo, un estudio
llevado a cabo en Iran determind a A. tenuissima como el principal agente

causal de la podredumbre negra de citricos (Mojerlou y Safaie, 2012).
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Las especies de Alternaria causantes de deterioro tanto de citricos como de
manzanas en el presente trabajo difieren de los datos de bibliografia. Las
condiciones climaticas son un fuerte factor de seleccion sobre la micota
predominante en los cultivos de las distintas regiones geograficas. En un
trabajo anterior realizado en Argentina, Andersen y col. (2015) determinaron
que las caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Alternaria spp. de
esporas pequefias provenientes de este pais son diferentes a las especies
descriptas por Simmons (2007) y prevalentes en paises del hemisferio norte.

Con el fin de identificar si el agente causal de las distintas enfermedades del
fruto corresponde a especies diferentes o si el mismo patdgeno es capaz de
producir ambos tipos de deterioro, se analizd la prevalencia de los distintos
grupos-especie y especies de Alternaria en funcién del tipo de lesién. En
manzanas el grupo-especie predominante, tanto en lesiones externas como en
corazdén mohoso, fue A. tenuissima y en ambos casos la especie mas frecuente
fue A. mali. La distribucion y frecuencia de las diferentes especies aisladas de
exterior e interior del fruto fueron muy similares. Las principales diferencias
residen en que algunas especies minoritarias, como A. caudata, A. alternata y
A. dumosa, fueron aisladas Unicamente de lesiones externas, mientras que A.
longipes so6lo se encontré en corazon mohoso. Estos resultados sugieren que
las especies de Alternaria capaces de producir lesiones en manzana pueden
ser causantes tanto de lesiones externas como de corazon mohoso.

Existen pocos datos en la bibliografia respecto de especies de Alternaria
asociadas a corazon mohoso y/o lesiones externas de manzana. Gao y col.
(2013) llevaron a cabo un estudio en China, donde hallaron a A. alternata y A.
tenuissima como especies causales del corazon mohoso, mientras que A.
arborescens, especie que no fue hallada en nuestro trabajo, fue aislada de
lesiones externas. Otro estudio realizado en Sudafrica hallaron estas mismas
tres especies, ademas de A. infectoria, en manzanas con corazdn mohoso
(Kang y col., 2002). En Grecia, 67/75 aislamientos de corazon mohoso
correspondieron a la especie A. tenuissima y solo 8 fueron identificados como
A. arborescens (Ntasiou y col.,, 2015). En Australia, a partir de lesiones
externas de manzanas se aislaron A. arborescens mayoritariamente, seguida

de A. mali, A. longipes, A. tenuissima y A. alternata.
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La diversidad entre los distintos estudios y respecto de los resultados
hallados en el presente trabajo sugiere que las especies de Alternaria capaces
de colonizar los frutos de manzana pueden causar lesiones externas asi como
el corazén mohoso si se dan las condiciones adecuadas en la correspondiente
etapa de cosecha. El corazon mohoso implica el ingreso de las esporas
fungicas en los capullos senescentes después de la floracion, aunque algunas
teorias sugieren que las esporas pueden ingresar a la semilla a través de los
senos del caliz en cualquier momento del desarrollo del fruto. Las condiciones
de alta humedad y temperatura elevadas favorecen la infeccién (Reuveni y col.,
2002). Por otra parte, las lesiones externas pueden ocurrir en etapas finales de
maduracion del fruto o en postcosecha, principalmente por una invasion
oportunista del hongo cuando la piel del fruto sufre heridas por golpes, ataques
de insectos, picaduras de pjaros, etc.

En citricos, la mayoria de los aislamientos correspondieron a lesiones
externas. A. limoniasperae, la especie predominante, fue hallada también en
lesiones internas de limén, al igual que el dnico aislamiento de A.
broussonetiae obtenido. Sin embargo, por el bajo nimero de aislamientos de
Alternaria spp. obtenidos de citricos no es posible establecer una clara

asociacion entre la lesion producida y las especies responsables del deterioro.

4.3 Capacidad toxicogénica de las cepas de Alternaria

De los 51 aislamientos provenientes de manzanas, 50 (98%) fueron capaces
de producir al menos una micotoxina.

Al evaluar la produccion de toxinas por dichos aislamientos en AM, se
determiné que AOH fue producido por 50 aislamientos en valores en el rango
2.114-282.529 pg/Kg. Estos mismos aislamientos fueron ademas capaces de
producir AME en un rango entre 4.385 y 1.541.219 ug/Kg. TeA, en cambio, fue
producido por un nuamero menor de aislamientos (41) y en menores
concentraciones gue las otras dos toxinas (650-79.764 ug/Kg).

Los datos de bibliografia sobre la capacidad toxicogénica de Alternaria spp.
de manzana son escasos y en general referidos a un bajo numero de
aislamientos. En Argentina, Robiglio y Lopez (1995) evaluaron la capacidad de
producir AOH y AME por 5 cepas de A. alternata aisladas de manzanas Red
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Delicious con corazén mohoso. La biosintesis de ambas toxinas se evalué in
vitro en agar arroz e in vivo en manzanas inoculadas. Cuatro de ellas fueron
capaces de producir ambas toxinas en los dos sustratos y una soélo lo hizo en
agar arroz en cantidades apreciables, si bien los resultados obtenidos fueron
semicuantitativos. En Dinamarca, Andersen y col. (2006), analizaron la
capacidad de produccion de AOH, AME y TeA de 8 aislamientos de manzana
pertenecientes al grupo-especie A. tenuissima. A diferencia de los resultados
obtenidos con los aislamientos del presente trabajo, 5/8 produjeron AOH y AME
mientras que TeA fue producido por los 8 aislamientos. Ntasiou y col. (2015)
determinaron la capacidad de biosintesis de AOH y AME in vivo e in vitro por
30 cepas de Alternaria aisladas de corazén mohoso de manzanas en Grecia.
La mayoria de los aislamientos fueron capaces de producir ambas toxinas en
las dos condiciones. Las rangos de concentraciones en agar DRYES fueron de
2.260-463.110 pg/Kg y 430-260.250 pg/Kg, para AOH y AME respectivamente.
La produccion de TeA no fue evaluada en este estudio. Los valores obtenidos
por estos autores son similares a los del presente trabajo, si bien los
aislamientos de Grecia produjeron mayores cantidades de AOH que de AME,
mientras que, en nuestros ensayos in vitro, AME fue la toxina producida en
mayor concentracion. En cuanto a la produccion in vivo de ambas toxinas, los
valores de concentracion hallados por Ntasiou y col. (2015) fueron mucho
menores, 0,05-8,35 pg/Kg para AOH y 0,02-2,76 para AME en manzanas
inoculadas artificialmente. Estos valores son aun mas bajos que los que se
detectaron en manzanas naturalmente contaminadas en el presente trabajo.

Con respecto a la co-produccion de las toxinas, el 80% de los aislamientos
mostré la capacidad de biosintetizar las 3 toxinas investigadas, AOH, AME y
TeA; el 18% produjo solo dos, AOH y AME, y solo un aislamiento,
correspondiente a la especie A. broussonetiae, no produjo ninguna de las tres
toxinas.

Se observd que las cepas aisladas de lesion interna mostraron una
capacidad toxicogénica similar a las que fueron aisladas de lesiones externas.
En cuanto al grupo-especie, las cepas correspondiente a A. tenuissima tuvieron
una alta capacidad de produccién de las tres toxinas, con un 82% co-
productoras de las tres simultaneamente, mientras que el 100% de los

aislamientos del grupo especie A. alternata fueron capaces de producir las tres
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toxinas, aunque cabe destacar que fueron muy pocos los aislamientos
obtenidos de este Ultimo grupo-especie.

En cuanto a la capacidad toxicogénica de los 12 aislamientos provenientes
de citricos, todos fueron capaces de producir al menos una micotoxina. AOH
fue producido por todos los aislamientos en valores que van desde 2.295 hasta
111.295 pg/Kg. Asimismo, AME fue producido también por los 12 aislamientos
en el rango 2.769-1.477.352 ug/Kg. Al igual que para las Alternarias de
manzana, TeA fue producido por un menor nimero de aislamientos (4) y en
menores concentraciones que ambos alternarioles (2.789-8.913 ug/Kg). En el
caso de los citricos, AME fue también la toxina producida en mayores
concentraciones seguida por AOH, y los valores mas bajos fueron los de TeA.

La mayoria de los estudios sobre Alternaria spp. en citricos estan enfocados
en las relaciones filogenéticas de dichas especies, pero existen muy pocos
datos sobre la capacidad toxicogénica de los aislamientos. Logrieco y col.
(1990), evaluaron la capacidad toxicogénica de Alternaria spp. aisladas de
mandarinas del sur de ltalia. Las cepas fueron capaces de sintetizar las tres
toxinas, AOH, AME y TeA en niveles de 12.000-20.000 pg/Kg, 7.500-20.000
Mg/Kg y 170.000-6.800.000 pg/Kg, respectivamente, en arroz autoclavado.
Cuando se evaluo la produccion in vivo por las mismas cepas en frutos de
mandarina, las concentraciones de las tres toxinas fueron mucho menores, con
valores de 920-8.700 pg/Kg para AOH, 170-6.300 pug/Kg para AME y 85.000-
93.000 pg/Kg para TeA.

Los niveles de toxinas producidas por Alternaria spp. de citricos de Argentina
difieren de los resultados de Logrieco y col. (1990), principalmente para TeA,
gue fue producido en concentraciones mucho menores que AOH y AME por
nuestros aislamientos. Es importante resaltar que ambos estudios in vitro
fueron realizados en diferentes matrices, lo cual puede explicar las diferencias
observadas.

Con respecto a la coproduccion de las toxinas, 4 aislamientos de citricos
produjeron las 3 toxinas AOH, AME y TeA y 8 produjeron solo los alternarioles.

La proporcion de aislamientos productores y la concentracion de micotoxinas
fueron similares para las especies de Alternaria de manzanas y citricos. Es
relevante destacar que las especies de citricos fueron capaces de sintetizar las

toxinas en cantidades elevadas, aun cuando se evalud la produccion in vitro en
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agar manzana, lo cual indica que no existe especificidad de sustrato para
dichos patdgenos y que las cepas de citricos resultarian igualmente
toxicogénicas en el caso de colonizar frutos de manzana.

La capacidad toxicogénica de los aislamientos evaluada en ensayos in vitro
brinda informacién sobre la posibilidad de dichos microorganismos de sintetizar
los metabolitos téxicos en condiciones Optimas para su desarrollo y
metabolismo. El sustrato agarizado presenta una composicion quimica similar
al del fruto pero no idéntica, ya que el autoclavado puede modificarla y destruir
componentes del fruto que actian como barreras quimicas para el desarrollo
del microorganismo. Asimismo la barrera fisica que constituye la piel o cascara
del fruto se elimina, lo que facilita la colonizacion fangica y reduce los tiempos
de desarrollo y biosintesis. Estos ensayos resultan una herramienta util para
caracterizar las poblaciones fungicas fitopatbgenas en cuanto a su
patogenicidad y permite establecer relaciones y comparaciones entre ellas, en
cuanto a su sustrato de origen, procedencia geogréfica, climatica, etc.

Sin embargo, para conocer con precision el grado de contaminaciéon al que
estdn expuestos los cultivos es necesario analizar muestras naturalmente
contaminadas, que han sido cosechadas y manipuladas en post-cosecha en las
condiciones normales de distribucion y comercializacion. Es por ello que en la
Gltima etapa del presente trabajo se procedié a evaluar la ocurrencia natural de
toxinas de Alternaria en manzanas naturalmente infectadas muestreadas en el

punto de comercializacion.

4.4 Ocurrencia de micotoxinas en manzanas infectadas naturalmente

De las 30 manzanas analizadas, 18 presentaron contaminacion natural con
AOH en valores que van desde 28 hasta 1.809 pg/Kg. Con respecto a AME, 26
resultaron contaminadas en el rango 113-21.764 pg/Kg. La incidencia de TeA,
al igual que lo que mostraron los resultados in vitro, fue menor que la de los
alternarioles, con solo 5 muestras positivas en un rango de concentraciones
entre 10 y 55 pg/Kg.

Stinson y col. (1981), en un estudio en EEUU realizado en diversas frutas,
incluyendo manzanas, determind la presencia de cinco toxinas, entre ellas

AOH, AME y TeA. Al igual que en el presente trabajo, TeA fue una de las
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toxinas detectadas en menores concentraciones, la cual presentd un valor
maximo de 500 pg/Kg. Las concentraciones méas elevadas fueron de 58.800
Ho/Kg y 2.300 pg/Kg correspondientes a AOH y AME respectivamente, valores
similares a los obtenidos en el presente trabajo, a diferencia de que las
manzanas argentinas presentaron concentraciones mas elevadas de AME que
de AOH.

Con respecto a la co-ocurrencia de las micotoxinas, 2 muestras mostraron
contaminacion natural con las tres toxinas AOH, AME y TeA, 14 con ambos
alternarioles y 3 con AME y TeA. La presencia simultanea de mas de una
micotoxina en un mismo fruto aumenta el riesgo toxicoldgico por la posibilidad
de efectos sinérgicos entre las mismas.

Es relevante destacar que, de las 30 muestras analizadas, solo 2 no
presentaron contaminacion natural con toxinas de Alternaria y fueron
Unicamente aquellas que no mostraron ningun signo de deterioro, externo ni
interno. El principal riesgo toxicol6gico no reside en el consumo de frutos
contaminados, que suele ser poco frecuente, sino en el destino de esos frutos a
la elaboracion de productos derivados, como jugos, concentrados, Yy
particularmente, alimentos para infantes.

Un estudio realizado en Espafia por Delgado y Gémez-Cordovés (1998),
demostré la presencia de los alternarioles en jugo de manzanas, con una
contaminacion natural del 50% de las muestras analizadas. AOH fue hallado en
mayores concentraciones, en un rango de 1,32-5,42 ug/L, mientras que AME
estuvo presente a nivel de trazas en la mayoria de las muestras, con una
concentracion maxima de 1,71 pg/L en una muestra. Otro trabajo realizado en
Italia (Prelle y col., 2013) analiz6 la presencia de diversas toxinas de Alternaria
en jugos de manzana. De 10 muestras analizadas, 2 mostraron contaminacion
con TeA (24,3-45,3 ug/Kg), aunque no se hallaron los alternarioles en ninguna
de las muestras. Ackerman y col. (2011) hallaron AOH en alta frecuencia en
productos de manzanas, jugos (59%) y purés (100%) comercializados en
Alemania, en el rango 1,1-4.2 ug/L y 1,8-8,7 ug/Kg respectivamente. En otro
estudio sobre jugos de manzana del mercado aleman, Gross y col. (2011)
hallaron TeA en una concentracion de 58 pg/L en una de las 7 muestras

analizadas. También en Alemania, Asam y Rychlik (2013) hallaron TeA en
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férmulas infantiles a base de frutas, entre ellas manzana, en un rango desde
2,5 hasta 22 pg/Kg.

Por el contrario, el Unico estudio realizado en Argentina sobre la incidencia
de los alternarioles en jugos de manzana no hall6 la presencia de estas
micotoxinas en ninguna de las 37 muestras analizadas (Broggi y col., 2014).

Si bien hay variabilidad entre los resultados de los distintos trabajos, existe
evidencia de que las micotoxinas acumuladas en las frutas no se destruyen en
el proceso de industrializacién y se encuentran en cantidades variables en los
productos procesados. Resulta de especial preocupacion la presencia de
micotoxinas en las formulas infantiles. Al no existir hasta el momento regulacion
para micotoxinas de Alternaria en ninguna de las principales comunidades
econdémicas a nivel mundial, estos productos no son sometidos a controles
sanitarios y representan un peligro para una poblacion de riesgo como son los
infantes. Ademas, teniendo en cuenta los datos sobre toxicidad y la creciente
presencia de estas toxinas en alimentos, determinados organismos, como la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), consideran necesario
realizar nuevos estudios sobre su toxicidad y presencia en alimentos, con el fin
de disponer de datos objetivos que permitan evaluar la situacién actual con
vistas a establecer limites maximos permitidos que los productos de
exportacion argentinos, como concentrados y jugos de fruta, tendrian que

cumplir en un futuro cercano.
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CAPITULO V — CONCLUSIONES

. Conclusiones

Penicillium fue el género fungico con mayor incidencia tanto en manzanas

como en citricos.

Alternaria fue el segundo contaminante fangico de mayor incidencia en

manzanas y el quinto en citricos.

Las especies de Alternaria contaminantes de manzana correspondieron a
los grupos-especie A. tenuissima y A. alternata, mientras que de citricos

solo se aislaron miembros del grupo-especie A. tenuissima.

A mali fue la especie con mayor incidencia en manzanas, mientras que en

citricos lo fue A. limoniasperae.

La distribucion y frecuencia de las diferentes especies de Alternaria aisladas

de exterior e interior del fruto en manzanas fueron muy similares.

La mayoria de los aislamientos de Alternaria spp. de citricos fueron
obtenidos de lesiones externas. A. limoniasperae y A. broussonetiae fueron

halladas también en lesiones internas de limén.

El 98% de los aislamientos de Alternaria de manzana mostraron la
capacidad de sintetizar al menos una de las tres micotoxinas investigadas
(AOH, AME y TeA).

AME fue la toxina producida en mayores concentraciones por aislamientos
de manzana in vitro, seguida por AOH. TeA fue producida por un menor

namero de aislamientos y en menores concentraciones.

El 80% de los aislamientos de manzana fueron capaces de co-producir las

tres micotoxinas simultdneamente in vitro en agar manzana.
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Los 12 aislamientos de citricos fueron capaces de biosintetizar al menos

una de las tres micotoxinas investigadas in vitro en agar manzana.

Las concentraciones de micotoxinas producidas por aislamientos de citricos
mostraron una tendencia similar a las de manzana, siendo AME la que se

produjo en mayor concentracion, seguida por AOH y TeA.

Las especies de A. mali en manzanas y A. citrimacularis junto con A.
limoniasperae en citricos fueron las que produjeron las concentraciones

mas elevadas de las tres toxinas.

Las especies de citricos fueron capaces de sintetizar las toxinas en
cantidades elevadas in vitro en agar manzana, no mostrando especificidad

de sustrato.

Las concentraciones de toxinas producidas por Alternaria spp. de manzanas
y citricos in vitro, fueron mayores a las concentraciones detectadas en

manzanas contaminadas naturalmente.

De 30 manzanas analizadas, 28 presentaron contaminacion natural con

toxinas de Alternaria.

Las Unicas muestras no contaminadas fueron aquellas que no mostraron

deterioro visible causado por el patdgeno, tanto externo como interno.

AME fue la toxina de mayor ocurrencia natural en manzanas, tanto en
cuanto a cantidad de muestras contaminadas, como a niveles de

concentracion hallados.

La incidencia de TeA en manzanas fue menor que la de las otras dos
toxinas, con solo 5/30 muestras positivas y en bajos niveles de

concentracion.
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e Se demostré la co-ocurrencia de AOH, AME y TeA en 2 muestras de
manzana, de ambos alternarioles en 14 muestras, y de AME y TeA en 3

manzanas.

5.1 Conclusion general

Los resultados del presente trabajo advierten sobre el riesgo asociado a la
posible presencia de toxinas de Alternaria en productos derivados de manzana
(jugos, sidras, purés, papillas, etc.) cuando se incorporan a la produccion frutos
contaminados con el patégeno.
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CAPITULO VI - PERSPECTIVAS FUTURAS

. Perspectivas futuras

Analizar la incidencia de toxinas de Alternaria en alimentos procesados a

base de manzana elaborados en Argentina.

Implementar estrategias de bajo impacto ambiental para la reduccion de la
contaminacion de los frutos con Alternaria tanto en etapas pre- como post-

cosecha.

Evaluar nuevas tecnologias para la reduccion de las toxinas de Alternaria
en linea de produccion a fin de obtener productos seguros para la salud de

los consumidores.
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ANEXOS
ANEXO 1

Medios de Cultivo

Dicloran Cloranfenicol Malta Agar (DCMA)

Extracto de malta 1049
Dicloran (0,2% p/v en etanol, 1ml) 2 mg
Cloranfenicol 0,19
Agar 159
Agua destilada 1L

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Papa blanca 250 g
D-glucosa 20 g
Agar 159
Agua destilada 1L

Agar Papa Zanahoria (PCA)

Papa blanca 20 g
Zanahoria 209
Agar 209
Agua destilada 1L

Agar jugo V8 (V8)

Jugo V8, clarificado 175 ml
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CaCO0s3

Zn SO4.7H20
CuS04.5H20
Agar

Agua destilada

30¢g
0,015
0,005 g
209

825 ml

Dicloran Rosa de Bengala Extracto de Levadura Sacarosa (DRYES)

Extracto de Levadura
Sacarosa

Dicloran (0.2% en etanol)
Rosa de Bengala (5% p/v)
Cloranfenicol

Agar

Agua destilada

Agar Manzana
Pulpa de manzana
Agar

Agua destilada

209
150 g
1,0 ml
0,5ml
0,1g
209

1000 mi

600 ml
15¢g

400 ml
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ANEXO 2

Caracteristicas morfologicas de las cepas de Alternaria (*H: Grupo especie A. tenuissima J: Grupo-especie A. alternata)

Colonia Conidios Pico Septos Cadenas
Muestra Ramas Grupo- Especie
.. | Cantidad | Diametro ~ N° de laterales | especie* P
Fruta | Lesion ; Forma Tamafio (um) Color Forma T L .
de anillos (cm) conidios
38x75 corto
1 manzana | externa 5 55 elipsoides 38x7,5 dorado X 5a7 | pocos 8alz ausencia H mali
angosto
34x75
30x7,5 corto
2 manzana | interna 5 6 elipsoides 30x75 café X 5a7 | pocos 8al0 ausencia H mali
angosto
26x7,5
23x7.5 corto
3 manzana | externa 5 5 elipsoides 26x7,5 café ! 5a7 | pocos 8all ausencia H mali
angosto
30x 7,5
3475 cortos
4 manzana | interna 5 55 ovoides 26x7,5 café Ylsa7 pocos 8al0 ausencia H broussonetiae
largos
30x 7,5
34x7.5 cortos
5 manzana | interna 5 55 elipsoides 38x7,5 café | Y|5a7 pocos 8al0 ausencia H mali
argos
38x7,5
34x75
6 manzana | interna 5 55 ovoides 38x7,5 café cortos | 5a7 |variable 8 ausencia H mali
38x7,5
34x75
7 manzana | externa 5 6 ovoides 38x7,5 café cortos 5a7 |variable| 8a10 ausencia H mali
38x7,5
34x7,5
8 manzana | interna 5 55 ovoides 38x7,5 marrén cortos 5a7 |variable| 8a10 ausencia H mali
38x7,5
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manzana

externa

55

ovoides

34x75
38x75
38x7,5

marrén

cortos

5a7

variable

ausencia

mali

10

manzana

externa

ovoides

34x75
38x75
38x7,5

café

cortos

5a7

variable

ausencia

mali

11

manzana

externa

elipsoides

30 x 11,25
30 x 11,25
26x7,5

café

cortos

4a’

pocos

8al0

ausencia

mali

12

manzana

externa

55

elipsoides

43 x7,5
375x7,5
375x7,5

café

cortos

3a7

pocos

ausencia

mali

13

manzana

externa

ovoides

30x 11,25
375x75
37,5x75

café

cortos

4a7

la?2

ausencia

broussonetiae

14

manzana

externa

55

ovoides

30x 11,25
37,5x 11,25
30x7,5

café
oscuro

cortos

4a6

la?

5a10

Si

15

manzana

interna

55

elipsoides

375x7,5
375x7,5
30x 11,25

café

cortos

2ab

la2

10 y mas

ausencia

longipes

16

manzana

externa

55

ovoides,
elipsoides

26 x 11,25
22,5x 11,25
26x7,5

café
oscuro

cortos

4ab

la2

8al0

presencia

broussonetiae

17

manzana

externa

ovoides,
elipsoides

22,5x 11,25
30x 11,25
26 x 11,25

café

cortos

2a’7

la?

10a13

presencia

broussonetiae
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26 x 11,25

18 manzana | externa 5.5 o_v0|d_es, 30x 11,25 café cortos | 2a6 6a8 ausencia broussonetiae
elipsoides
22,5x11,25
26 x 11,25 café
19 manzana | externa 55 ovoides 34 x11,25 cortos | 2a6 | 1a2 10 presencia alternata
oscuro
30x 7,5
ovoides 34x11,25 café
20 manzana | interna 6 BN 30x 11,25 cortos | 5a6 | 1a2 9all presencia broussonetiae
elipsoides oscuro
26 x 11,25
ovoides 26 x 7,5
21 limén interna 6 el soide,s 225x7,5 café cortos la4 1 7 presencia limoniasperae
P 22,5x 11,25
ovoides 22,5 7,5 café
22 limén interna 6 PN 22,5x 11,25 cortos la4 1 6 presencia limoniasperae
elipsoides oscuro
26 x 11,25
ovoides 26x 11,25
23 manzana | externa 55 S 26 x 11,25 café cortos 2a5 | laz2 9 presencia
elipsoides
26 x 11,25
26x7,5
24 manzana | interna 6 ovoides gg i ;g café cortos 2a6 | 1a2 10a 12 | ausencia broussonetiae
22,5x11,25
30x7,5
L . . 225x7,5 . . .
25 limén interna 6 ovoides 30x75 marron cortos la4 1 8 presencia broussonetiae
30x7,5
30x 15
. . 26 x 15 café . .
26 naranja | externa 6,5 ovoides 375 x 11,25 dorado cortos la5| 1a2 10 presencia longipes
34x7,5
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34x75

. . 37,5x 15 café , .
27 naranja | externa 6 ovoides 26 x 15 dorado cortos | 2a5 | 1az2 7al10 | presencia longipes
30 x 11,25
30 x 11,25
28 manzana | interna 6 ovoides 30x7,5 café cortos | 2a6 | 1a2 8al0 ausencia
34x7,5
34x 15 café
29 limén | externa 6 ovoides 30x 11,25 cortos la5| 1laz2 6a8 ausencia limoniasperae
oscuro
37,5x 11,25
30 x 11,25 café
30 naranja | externa 55 ovoides 34x7,5 cortos 3a5]| 1a2 8al0 presencia limoniasperae
oscuro
30x 7,5
26 x7,5
31 manzana | interna 6 ovoides 30x 11,25 café corto 4 laz2 8alz presencia
30x7,5
ovoides 37,5x11,25 café
32 manzana | externa 6 eli soide's 34 x 11,25 0SCUIO corto la5| 1aZ2 10 a 15 | presencia
P 41,3 x 11,25
ovoides 26 x 11,25 café
33 manzana | interna 6 AN 26 x 11,25 corto lad4 | laz2 13 presencia
elipsoides oscuro
30x7,5
ovoides 34x 15 café
34 manzana | interna 55 BN 22,5x 11,25 corto la5]| 1a2 10 presencia
elipsoides oscuro
30x15
22,5x 11,25
35 manzana | externa 6 ovoides 225x7,5 dorado corto 2a’7 1 11 presencia mali
225x7,5
. ovoides 225X 1,5 café :
36 manzana | interna 6 el soide,s 26x7,5 claro corto 2a5 | 1a2 11 presencia
P 22,5x 11,25
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26 x 11,25

37 manzana | externa 6,5 elipsoides 225x7,5 café corto 3a4 | 1az2 8all presencia
26 x 11,25
30x 15 café
38 manzana | interna 6 elipsoides 30x15 corto lad | la2 8 presencia
oscuro
18,75 x 15
ovoides 18,75 x 11,25 marrén
39 manzana | externa 6 BN 18,75 x 15 corto 3ab 1 8alo presencia dumosa
elipsoides oscuro
22,5x11,25
ovoides 37,5x11,25 café
40 limén | externa 55 PN 41,3x 15 corto la5| 1a3 8 presencia limoniasperae
elipsoides oscuro
375x75
26x7,5 café
41 manzana | externa 6 ovoides 26,3 x 11,25 corto la6 | laZ2 8 presencia
oscuro
34x7,5
60x7,5 cortos y
42 manzana | externa 55 ovoides 48,75x 7,5 dorado muy la7 | laz2 8al0 presencia caudata
41,3x7,5 largos
41,3 x 11,25
43 manzana | interna 6 o.v0|d.es, 34x 11,25 café cortos la6 | laZ2 10 a 14 | presencia
elipsoides 34 x 11,25 oscuro
30x 7,5
30x7,5
44 manzana | interna 6 o_v0|d_es, 26x 7,5 café cortos la6| 1a2 8all presencia
elipsoides 34x7,5 oscuro
30x 7,5
375x75
. . 30x7,5 -
45 manzana | interna 6 ovoides 3% 75 dorado cortos la5]| laZ2 7all presencia
26x7,5
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30x7,5 5, poco
46 manzana | interna 6 ovoides 26 7,5 dorado cortos | 1a5 | 1a2 | Sfecme presencia mali
26x7,5 nto en la
26 x 11,25 placa
ovides 30x11,25 café
47 manzana | externa 6 eli soidés 34 x 11,25 claro cortos 6 laZ2 10a 12 | presencia
P 41,3x 11,25
ovides 36x7,5 café
48 manzana | externa 5,5 el soidés 30x7,5 oscuroy | cortos 5a6 | 1a2 10 presencia
P 34 x 11,25 dorado
30x7,5 café
49 manzana | interna 6 ovoides 30x 11,25 corto la7 | laz2 8al2 presencia
oscuro
34 x 11,25
ovoides 30x 11,25 café
50 manzana | interna 6 BN 30x75 corto lab5| la2 10 presencia
elipsoides oscuro
34x7,5
ovoides 37.5x 11,25 café
51 manzana | interna 6,5 NN 34 x 11,25 corto la7 | laZ2 10a 12 | presencia
elipsoides oscuro
26x7,5
41,3 x 11,25 café
52 manzana | interna 5,5 ovoides 37,5x 11,25 d corto la7 | laz2 15a 17 | presencia longipes
orado
30x 7,5
ovoides 3475 café
53 manzana | interna 6 el soide,s 26 x 11,25 claro corto la6 | laZ2 12 a 15 | presencia longipes
P 37,5x 11,25
. 30x7,5 p
54 limén [ externa 6,5 o_v0|d_es, 34x75 café corto la7| 1la2 6 presencia citrimacularis
elipsoides dorado
375x75
34 x 11,25 café
55 limoén interna 6 ovoides 22,5x 11,25 corto la5| 1la2 13 presencia limoniasperae
0scuro
41,3 x 11,25
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ovoides, 34x75
obovoide, 26 x 11,25 café
56 manzana | interna 6 elipsoides 30x 15 claro corto 1a6 la? 15 presencia longipes
34 x 11,25
ovoides, 30 x 11,25 café
57 limén | externa 6,5 elipsoides 41,3x 7,5 dorado corto la7| la?z2 10 presencia citrimacularis
ovoides, 30x7,5
elipsoides, 26x7,5 café
58 manzana | externa 55 rugosos 375x7,5 oscuro corto la7 la2 6 presencia
ovoides, 34 x 11,25
elipsoides, 30 x 11,25 café
59 limén | externa 6,5 rugosos 225x75 0SCcuro corto la7| la?z2 8al3 presencia citrimacularis
34x75
ovoides, 30x75 café
60 manzana | externa 6.5 elipsoides 375x7,5 dorado corto 6a’7 la? 8al0 ausencia
34 x 11,25
ovoides, 34x75 café
61 manzana | externa 6 elipsoides 30x 11,25 0Scuro corto 6 la?2 12 presencia
41,3x 11,25
45x 7,5 café
62 manzana | externa 6.5 elipsoides | 48,75 x 11,25 claro corto 8al0 ausencia
cilindricos, | 41,3 x 11,25
elipsoides, 45x 7,5 gris
63 manzana | externa 6 ovoides 48,75 x 11,25 | verdoso corto 6 la2 10 ausencia
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ANEXO 3

Produccién de micotoxinas por Alternaria spp. in vitro
(*H: Grupo especie A. tenuissima J: Grupo-especie A. alternata)

a) Aisladas de manzanas

. Grupo - . Micotoxinas (Lig/Kg)
Muestra Lesion . Especie
especie AOH AME TA

1 externa H mali 282.529 1.541.219 79.764
2 interna H mali 11.960 142.793 47.928
3 externa H mali 12.018 167.593 22.728
4 interna H broussonetiae 10.229 137.462 N.D.

5 interna H mali 11.100 518.470 N.D.

6 interna H mali 133.538 613.722 21.202
7 externa H mali 122.219 476.331 N.D.

8 interna H mali 39.933 1.290.489 15.816
9 externa H mali 102.575 181.322 4.770
10 externa H mali 82.116 548.679 11.788
11 externa H mali 7.147 51.706 11.073
12 externa H mali 12.017 64.764 2.074
13 externa H broussonetiae 2.671 17.764 4.999
14 externa H 10.940 49.369 10.189
15 interna H longipes 85.711 501.892 24.368
16 externa H broussonetiae 2.114 4.385 N.D.

17 externa H broussonetiae 7.456 109.560 3.717
18 externa H broussonetiae N.D. N.D. N.D.

19 externa J alternata 5.658 103.615 12.572
20 interna H broussonetiae 14.146 65.293 11.584
21 externa H 4418 35.923 17.426
22 interna H broussonetiae 34.290 351.025 5.700
23 interna H 15.238 105.561 9.408
24 interna H 18.612 362.785 13.313
25 externa H 154.127 1.219.656 4.132
26 interna H 62.825 214.858 4.091
27 interna H 3.331 55.011 2.506
28 externa H mali 59.658 254.064 9.445
29 interna H 11.501 53.784 1.522
30 externa H 33.558 376.030 N.D.

31 interna J 61.128 618.667 12.962
32 externa J dumosa 2.760 21.134 5.426
33 externa H 14.133 188.990 N.D.
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34 externa H caudata 85.266 601.739 18.680
35 interna H 19.453 417.382 7.352
36 interna H 14.992 512.649 3.828
37 interna H 8.911 128.106 650
38 interna H mali 2.359 6.042 N.D.
39 externa H 7.406 189.999 N.D.
40 externa J 74.013 514.490 12.232
41 interna H 24.544 314.545 922
42 interna H 223.033 614.947 4.904
43 interna H 11.709 185.788 15.676
44 interna H longipes 9.864 172.890 8.678
45 interna H longipes 11.797 303.959 12.552
46 interna H longipes 11.713 462.776 8.961
47 externa H 32.569 784.210 N.D.
48 externa H 19.953 79.184 5.846
49 externa H 16.225 25.852 4.258
50 externa H 23.675 75.847 681
51 externa H 11.730 27.573 1.465
b) Aisladas de citricos
Muestra | Producto Lesion Grupo. ) Especie Micotoxinas g/Kg
especie AOH AME TA
1 Limén interna H limoniasperae 22.459 218.230 N.D.
2 Limén interna H limoniasperae 27.612 296.331 N.D.
3 Limén interna H broussonetiae 35.932 332.350 N.D.
4 Naranja externa H longipes 10.803 293.183 N.D.
5 Naranja externa H longipes 8.633 417.623 N.D.
6 Limén externa H limoniasperae 41.180 1.477.352 4.122
7 Naranja externa H limoniasperae 26.777 318.116 N.D.
8 Limén externa H limoniasperae 3.605 60.655 N.D.
9 Limén externa H citrimacularis 40.604 442.532 4.244
10 Limén interna H limoniasperae 44.780 898.938 2.789
11 Limoén externa H citrimacularis 111.295 519.289 8.913
12 Limon externa H citrimacularis 2.295 2.769 N.D.
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