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RESUMEN

Caracterizacion de poblaciones de Alternaria en productos de interés agroalimentario
en Argentina mediante un enfoque polifasico para el desarrollo de estrategias

alternativas de prevencién y control del patégeno

Muchas especies de Alternaria, que contaminan cultivos tanto en pre- como post-cosecha, son
capaces de producir micotoxinas. La primera etapa del trabajo consistié en caracterizar la
diversidad poblacional de Alternaria en cultivos de importancia en Argentina. Se obtuvieron 293
aislamientos a partir de tomate, pimiento, trigo y arandanos, y se identificaron mediante un
enfoque polifasico, abarcando morfologia, potencial metaboldmico y andlisis filogenéticos. Los
aislamientos se clasificaron en cuatro morfogrupos, uno solo de los cuales fue confirmado por
el resto de los anadlisis. Los otros tres, que incluyeron las especies con mayor potencial
toxicogénico, no pudieron ser diferenciados entre si por técnicas de metaboldmica o gendmica.
Se estudid ademads la micobiota de pimientos y se detectd por primera vez en Argentina la
contaminacidn con toxinas de Alternaria spp. en los frutos. La segunda etapa consistié en la
evaluacion de estrategias de bajo impacto ambiental (levaduras y un péptido antiflingico) sobre
el crecimiento y produccién de micotoxinas de Alternaria spp. sobre medios formulados a base
de los alimentos en los que se prevé su aplicacion (tomate y trigo). Se evalué ademas el efecto
de estos tratamientos sobre la ruta de respuesta a estrés de la pared celular en el hongo,
utilizando una metodologia de gPCR previamente desarrollada en base a la expresidon del gen
Rhol. La aplicacién de una cepa de Debaryomyces hansenii en tomate y del péptido antifungico
PgAFP en trigo mostraron resultados promisorios para el control de Alternaria spp. y sus

micotoxinas en dichos alimentos.

Palabras clave: Alternaria, micotoxinas, alimentos, caracterizacién polifasica, metabolémica,

control bioldgico.



ABSTRACT

Characterization of Alternaria populations in relevant agricultural products in
Argentina through a polyphasic approach for the development of alternative strategies

for the pathogen’s prevention and control

Alternaria is a mycotoxigenic fungal genus, which contaminates crops at both pre- and post-
harvest stages. The first section of this work consisted in characterizing the Alternaria
populations’ diversity in relevant crops in Argentina. A total of 293 isolates were obtained from
tomato, pepper, wheat and blueberries, and were identified by a polyphasic approach, including
classical morphology, metabolomic profile and phylogenetic analyzes. The isolates were
classified into four morphogroups, one of which was confirmed by the rest of the studies. The
other three, which included the species with the highest toxicogenic potential, were not
differentiated by metabolomic or genomic techniques. The mycota of peppers was also studied
and the natural occurrence of Alternaria toxins in the fruits was detected for the first time in
Argentina. The second stage consisted in the evaluation of environmentally friendly strategies
(yeasts and an antifungal peptide) to prevent Alternaria growth and mycotoxin accumulation on
food-based media (tomato and wheat). In addition, the effect of these treatments on the
pathway related to cell wall stress was evaluated using a qPCR methodology based on the Rho1
gene expression, previously developed. The application of a strain of Debaryomyces hansenii in
tomato and the antifungal peptide PgAFP in wheat showed promising results for the control of

Alternaria and its mycotoxins in those foods.

Keywords: Alternaria, mycotoxins, food, polyphasic characterization, metabolomics,

biocontrol.
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1.1. Contaminacion fungica de alimentos

Los hongos son un grupo muy amplio y diverso de microorganismos que se han adaptado
exitosamente a ambientes muy variados (Magan, 2007). 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 otro lado, una gran cantidad de metabolitos fungicos
presentan acciones terapéuticas, halldndose entre ellos 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 (Lange, 2017,

@stergaard y Olsen, 2011).

Desde hace siglos, el hombre ha utilizado los hongos que se desarrollan en los alimentos para
otorgarles caracteristicas diferentes a las originales mediante procesos fermentativos. Existe
una larga tradiciéon del empleo de algunos hongos en la produccidon de quesos, derivados

carnicos, bebidas alcohdlicas, etc. (Goriy col., 2011).

Sin embargo, ciertos hongos pueden colonizar los cultivos en condiciones agrometeorolégicas
favorables para su desarrollo, causando graves pérdidas econémicas debido al deterioro de los
vegetales tanto en las etapas de pre- como postcosecha. La infeccidon fungica puede ocurrir
durante el desarrollo de la planta en el campo, cosecha, manipulacién, transporte,
almacenamiento, en el punto de expendio, o incluso en los hogares después de ser adquirido
por el consumidor. Cuando la contaminacion ocurre en el campo, el patégeno puede llegar a la
etapa de almacenamiento dentro del tejido del hospedador sin provocar ningin sintoma de
deterioro visible. Las esporas son facilmente transportadas por vientos, lluvias, insectos en
diferentes momentos (pre- o postcosecha) lo que genera una dispersién de la contaminacion.
Ademads, aun cuando no haya existido una infeccidn antes de la cosecha, las esporas fungicas
que estan en el aire pueden depositarse sobre las frutas y vegetales y permanecer en su
superficie hasta el almacenamiento. Si se dan las condiciones apropiadas, pueden desarrollar y

causar el deterioro en esta etapa.

Muchos de los hongos contaminantes de cultivos pueden acumular en los productos infectados
gran cantidad de metabolitos secundarios. Estos compuestos son de bajo peso molecular y se
producen hacia el final de la fase lineal y durante la fase estacionaria de crecimiento del hongo
(Sainz y col., 2015). Cada especie fungica posee un perfil de metabolitos secundarios que le es
propio. Muchos de estos compuestos poseen diferentes actividades bioldgicas, incluso se usan
con aplicaciones biotecnoldgicas, por ejemplo: penicilinas producidas por Penicillium

chrysogenum; acido citrico por Aspergillus niger; acido fumdrico (Rhizopus spp.); acido malico
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(P. brevicompactum); entre otros (Samsony col., 2010). Sin embargo, algunos de los metabolitos
fungicos pueden ser tdxicos para seres vivos (microorganismos, plantas o animales). Cuando en
baja concentracién pueden ocasionar el desarrollo de alguna enfermedad aguda o crénica en
animales vertebrados, se denominan micotoxinas (Jarvis y Miller, 2005). Desde el punto de vista
de la contaminacién de alimentos, las especies fungicas mas relevantes en cuanto a frecuencia
de aislamiento y capacidad de produccién de micotoxinas pertenecen a los géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium y Alternaria (Samson y col., 2010). Se conocen hasta el momento mas de
400 micotoxinas, cuyos efectos tdxicos son muy variados. La mayoria de los casos de
micotoxicosis, tanto en animales como en humanos, resultan del consumo de alimentos
contaminados. La exposicién humana puede ser directa, por consumo de cereales, frutas u
hortalizas, o indirecta a través de la ingesta de productos animales derivados (carne, leche,
huevo) (Richard y col., 2003). La mayoria de las micotoxinas son estables al calor dentro del
rango de temperaturas comunes utilizadas para el procesamiento de alimentos (80-121 °C), por
lo cual no se eliminan en los procesos industriales convencionales y pueden llegar al consumidor
a través de alimentos procesados (Mili¢evic y col., 2010). La contaminacion fungica de productos
alimenticios es entonces un problema de importancia desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria. Segun estimaciones de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agriculturay
la Alimentacién (Food and Agriculture Organization, FAO), aproximadamente el 25 % de los
cultivos mundiales destinados a alimento son afectados por hongos productores de micotoxinas
y las pérdidas globales de alimentos por micotoxinas estan en el rango de 1000 millones de

toneladas al afio (Neme y Mohammed, 2017; Patriarca y Fernandez Pinto, 2017).

1.2 El género Alternaria

1.2.1.-  Distribucion y ecofisiologia

Las especies del género Alternaria pertenecen a la familia Pleosporaceae (Pleosporales,
Dothideomycetes, Ascomycota). Son ubicuas, capaces de contaminar desde semillas, plantas y
suelos hasta animales. En humanos, algunas especies son capaces de provocar reacciones
alérgicas y han sido asociadas a infecciones de la cdrnea, cavidad oral, tracto respiratorio
superior, piel y ufias (Armitage y col., 2015; Lawrence y col., 2016). Alternaria spp. tienen
importancia como patdégenos humanos invasivos emergentes, especialmente en pacientes
inmuno-comprometidos (Lawrence y col., 2016). Ademas, algunas especies se encuentran en el

listado de plagas recomendadas para regulacién por la Organizacion Europea y Mediterranea
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para la Proteccion de los Cultivos (EPPO, 2018). Debido a su capacidad de colonizar plantas

ocasiona graves pérdidas econdmicas en diferentes cultivos en todo el mundo.

Entre los factores ambientales que influyen en el desarrollo de Alternaria spp. se destacan la
temperaturay la actividad de agua (aw). Si bien las condiciones dptimas para el desarrollo varian
entre las distintas especies, se puede establecer la temperatura dptima de crecimiento entre 22
y 28 °C, siendo 25 °C la temperatura idénea para la esporulacién. Sin embargo, el intervalo de
temperaturas en que Alternaria spp. puede desarrollar abarca desde -3 °C hasta los 35 °C
(Sommer, 1985), por lo que puede ser responsable de alteraciones en alimentos vegetales
almacenados en condiciones dptimas de refrigeracién (Barkai-Golan y Paster, 2008). En relacion
a la aw, el crecimiento de Alternaria spp. es éptimo a valores elevados (0,99), siendo 0,84 la aw

minima necesaria para su desarrollo (Magan y Baxter, 1994; Magan y col., 1984).

1.2.2.- Metabolitos secundarios

Las especies de Alternaria son conocidas por su capacidad de sintetizar una gran variedad de
metabolitos secundarios derivados de diversas clases de compuestos quimicos y con diferentes
actividades bioldgicas, tales como insecticida, antiviral, antimicrobiana, teratogénica,
mutagénica, antiprotozoal, zootoxicidad, citotoxicidad y fitotoxicidad. Al momento, se conocen
mas de 70 metabolitos secundarios producidos por especies de Alternaria, algunos de ellos
guimicamente caracterizados y cuya actividad toxica para humanos o animales (micotoxinas) ha
sido reportada (EFSA, 2016). Los metabolitos producidos durante la colonizacion de un cultivo
pueden representar un riesgo para la salud humana y animal si los mismos se acumulan en las

partes destinadas a la alimentacion.

1.2.2.a.-Clasificacion estructural

En funcidn de su estructura quimica, se clasifican en cinco grupos (Figura 1.1):
i. Derivados de dibenzopironas: alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME),
altenueno (ALT), altenuisol (ATL), isoaltenueno (isoALT), altenusina (ALN).
ii. Quinonas derivadas del perileno: altertoxinas I, Il y lll (ATX-1, -1I, -111); alterperilenol (ALP);
stemphyltoxina llI (STTX-III).
iii. Derivados del acido tetramico: acido tenuazdnico (TeA), altersetina (ALS).
iv. Estructuras miscelaneas: tentoxina (TEN), un tetrapéptido ciclico; acido alténuico IlI

(AA-IIl), un derivado del acido resorcilico, entre otras.
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v. Analogos de la esfingosina (amino pentol ésteres): toxinas AAL (AAL-TA1, -TA2, -TB1, -
TB2, -TC1, -TC2, -TD1, -TD2, -TE1, -TE2).

i- Derivados de dibenzopironas

o OH O  OH O  OH
o
i T ()
o-CHs o
HO CH i e "
. OH

Alternariol monometil

Alternariol (AOH) éter (AME) Altenuisol (ATL)

0O OH HO

Altenueno (ALT) Isoaltenueno (isoALT) Altenusina (ALN)

ii- Quinonas derivadas del perileno
OH O

OH O
Altertoxina | (ATX-l) Altertoxina Il (ATX-II) Altertoxina lll (ATX-II)

OH O

Stemphyltoxina Il (STTX-III) Alterperilenol (ALP)

Figura I.1: Estructura quimica de las principales toxinas de Alternaria spp, adaptado de Zwickel

y col. (2016).
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iii- Derivados del acido tetramico iv- Estructuras miscelaneas
CH
HaC g
H 0
e} N _CHs
HaC e N
HsC —
HO >N
o HsC }\/ o}
3 / NH
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Acido tenuazénico (TeA) Altersetina (ALS) Tentoxina (TEN)

v- Derivados de la esfingosina
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o |
CHy
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Figura 1.1 (continuacidon): Estructura quimica de las principales toxinas de Alternaria spp,

adaptado de Zwickel y col. (2016).

1.2.2.b.-Efectos toxicoldgicos

Si bien se sabe que Alternaria produce una gran cantidad y variedad de metabolitos secundarios,

los estudios disponibles en bibliografia acerca de su toxicidad son limitados.

AOH y AME mostraron actividad mutagénica, citotdxica, estrogénica y genotdxica en células
bacterianas y de mamiferos in vitro. En la mayoria de los estudios de genotoxicidad, AOH
presentd mayor actividad que AME (Bensassi y col., 2012; Lehmann y col., 2006; Marko, 2007;
Pfeiffer y col., 2007; Schreck y col., 2012; Solhaug y col., 2012). Ambas micotoxinas aumentaron
significativamente la tasa de rupturas de las hebras de ADN en células de carcinoma de colon
humano debido a sus efectos deletéreos sobre la actividad de topoisomerasas (Marko, 2007).
Investigaciones recientes confirmaron la actividad de dafio sobre el ADN, pero indicaron la
necesidad de mas estudios in vivo, especialmente focalizados en el tracto gastrointestinal
(Solhaug y col., 2016; Solfrizzo, 2017). 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). Ademas, su presencia ha sido relacionada con elevados
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niveles de cancer esofagico en humanos en Linxin, China por consumo de cereales contaminados
(Liuy col., 1992; Ostry, 2008). Por otra parte, los trabajos acerca de la toxicidad de ALT muestran
resultados contradictorios y poco concluyentes, pero hay cierta evidencia de toxicidad sobre
algunas especies animales. Por un lado, su actividad citotoxica sobre larvas de Artemia salina
presentd dosis letales medias (DLso) de ALT muy superiores a las de TeA y AOH (Panigrahiy Dallin,
1994); mientras que su toxicidad aguda en ratones presentd una DLso muy inferior a la de ATX-I

(50 y 200 mg/kg, respectivamente) (Fernandez-Cruz y col., 2010).

Las ATXs presentaron actividad mutagénica en el test de Ames (Schrader y col., 2006; Scott y
Stoltz, 1980; Stack y col., 1986; Stack y Prival, 1986). Dicha actividad en ratones fue superior a la
de AOH y AME, siendo ATX-IIl la de mayor actividad dado que el potencial mutagénico de las
ATXs aumenta con el nimero de grupos epdxido en la molécula, siendo ATX-I<ATX-II<ATX-1II
(Chelkowski y Visconti, 1992; Schrader y col., 2001 Scott, 2004; Stack y Prival, 1986). Fleck y col.
(2012) mostraron que ATX-Il es también un potente mutdgeno en un sistema de células
humanas in vitro, resultando esta propiedad al menos 50 veces mas fuerte que la de AOH y AME.
Ademas, se ha reportado que, a bajas dosis, ATX-Il presenta un efecto citotdxico aditivo con AOH
sobre lineas celulares humanas (Vejdovszky y col., 2017). Esta misma micotoxina fue la que
mostroé la mayor toxicidad contra células Hela, seguida de AOH y ATL (Pero y col., 1973; Zwickel
y col., 2016). Por otro lado, se ha demostrado la actividad promotora de tumores que presentan

ATX-l y ATX-Ill en bioensayos con lineas celulares murinas y humanas (Osborne y col., 1988).

TeA es inhibidor de la sintesis proteica porque suprime la liberaciéon de nuevas proteinas del
ribosoma. Ademds de resultar téxico para un amplio espectro de virus, bacterias, hongos y
plantas, TeA causé emesis, salivacidn, taquicardia, hemorragias y gastroenteritis hemorragica
en ratas, ratones, perros y monos (Fraeyman vy col., 2017). Debido a esto, es considerada la que
presenta mayor toxicidad aguda entre las micotoxinas de Alternaria (Asam y Rychlik, 2013;
Bottalico y Logriego, 1998). Existen pocos estudios actuales sobre la toxicidad de TeA en
animales; en aquellos disponibles en la bibliografia, se reportaron DLsg entre 81 y 225 mg/kg de
peso corporal en ratones (Miller y col., 1963; Smith y col., 1968). En perros, la ingesta de dosis
diarias de 10 mg/kg de peso corporal, provocd la aparicion de hemorragias en diversos érganos.
En pollos, una dosis sub-letal de 10 mg/kg en el pienso mostrd toxicidad sub-aguda; pero el
incremento progresivo hacia dosis letales disminuyd la eficiencia alimenticia, suprimio la
ganancia de peso e incrementd las hemorragias internas en las canales. Ademas, el consumo de
sorgo contaminado con TeA se ha relacionado con la aparicién de un desorden hematoldgico en
humanos conocido como Onyalai, una forma de trombocitopenia que pareceria ocurrir

solamente en zonas del sur y centro de Africa (Ostry, 2008; Steyn y Rabie, 1976). Sin embargo,
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no se ha demostrado efecto mutagénico de TeA en cultivos bacterianos (Schrader y col., 2006;
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 de peso corporal (Yekeler y col., 2001).

En relacion a sus efectos sobre las plantas, las toxinas de Alternaria spp. se dividen en toxinas
no especificas de hospedador y toxinas especificas de hospedador (HSTs). Las primeras afectan
a una amplia variedad de especies vegetales e incluyen por ejemplo a TEN, su derivado
dihidrotentoxina (DHTEN), TeAy zinniol. El TeA inhibe la sintesis proteica, mientras que el zinniol
afecta la permeabilizacidn de la membrana y la TEN inhibe la fosforilacién debido a que se une
a la enzima ATP sintetasa del cloroplasto (Lou y col., 2013; Thomma, 2003). Las HSTs afectan a
un menor nuimero de especies vegetales; causando por lo general alteraciones severas en
determinadas plantas donde se desarrolla la especie de Alternaria productora de las mismas.
Entre éstas, se puede mencionar la toxina AM en manzanas, toxinas AAL en tomates, toxina AF
en frutillas y toxina AK en pera japonesa (Lou y col., 2013; Tsuge y col., 2013). Aunque se han
determinado los mecanismos de accidn de algunas HSTs, todavia existen pocos estudios sobre
su toxicidad en animales y en general se desconocen los efectos en humanos (Barkai-Golan y

Paster, 2008).

Otros metabolitos con bioactividad reportados son altenuisol (ATL), que mostro efectos toxicos
en células de mamiferos in vitro, y altenusina (ALN), que presenta actividad antibacteriana,

antifungica y antiparasitaria (Cota y col., 2008; Lou y col., 2013; Nemecek y col., 2012).

1.2.2.c.-Incidencia de micotoxinas en alimentos

Como se menciond anteriormente, la exposicion a micotoxinas ocurre principalmente por el
consumo de alimentos contaminados, tanto para humanos como animales. Las toxinas de

Alternaria se han hallado en una gran variedad de productos agricolas y derivados.

En cereales, la presencia de micotoxinas de Alternaria spp. se ha reportado en numerosas
ocasiones. Esto puede deberse a que algunas especies son fitopatdgenas e infectan la planta en
el campo; ademas de que si el almacenamiento de los granos se da en condiciones favorables
para el crecimiento del hongo, éste también puede colonizar en la etapa postcosecha. Se han
detectado AOH, AME, ALT, TeA, ATX-l y TEN en granos de trigo, cebada, avena, mijo, centeno,
arroz y maiz (Blandino y col., 2017; EFSA, 2016; Hertz y col., 2016; Logrieco y col., 2009; Scott,
2001). El procesado de los granos de cereales no elimina las micotoxinas presentes ya que

muestras de cereales para desayuno, harina, pasta y cerveza contuvieron AOH, AME y/o TeA
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(Arestay col., 2003; Asam vy col., 2011; Azcarate y col., 2008; Abd El-Aal, 1997; EFSA, 2011; Siegel
y col., 2010). También se ha detectado la presencia de AME en papillas infantiles y TeA en
alimentos infantiles que incluian cereales en su composicidén, lo cual causa especial
preocupacion, ya que la poblacion destino de estos alimentos es particularmente susceptible,
sobre todo teniendo en cuenta que suelen ser la base fundamental de su alimentacion (EFSA,

2011).

En semillas de oleaginosas como colza, girasol, sésamo y lino también se ha detectado la
presencia de AOH y AME. En las semillas de colza y lino se hallé 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 parte, las mismas toxinas que contaminaban las semillas se detectaron en muestras de
aceite de girasol y sésamo (EFSA, 2011; Kralova y col., 2006; Skarkova y col., 2005). Asimismo,
se han encontrado estas toxinas en legumbres como las lentejas y la soja; y en frutos secos como

pistacho y avellanas (Barros y col., 2011; EFSA, 2016; Ostry y col., 2004).

En numerosas frutas (manzana, pera, meldn, damasco, ciruelas, uvas, pasas de uva, frutilla,
aceituna, citricos e higos) y hortalizas (tomate, papa, pimiento y zanahoria) se ha reportado la
presencia de AOH, AME, ALT, TeA, ATX-l y TEN (Asam y col, 2011; Bottalico y Logrieco, 1998;
EFSA, 2016; Logrieco y col., 2009; Stinson y col., 1981). El 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) (Ackermann y col., 2011; Da Motta y Soares, 2001; Delgado y Gomez-
Cordovés, 1998; EFSA, 2016; 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; 2006; Scott
y Kanhere, 1980; Stack y col., 1985; Solfrizzo y col., 2004). Esto podria deberse a que las
industrias procesadoras no siempre disponen de métodos eficientes para detectar y eliminar
completamente las materias primas con algin grado de alteracidn fungica. Entonces, una
incorrecta seleccidon de la materia prima que se destina a industrializacién podria conducir a
productos finales contaminados. Es importante tener en cuenta que aunque se eliminen las
zonas visiblemente afectadas por el hongo, las toxinas pueden difundir a los tejidos

circundantes, permaneciendo en el producto final (Robiglio y Lépez, 1995).
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I.2.2.d.-Estado actual sobre la legislacidn de las toxinas

Teniendo en cuenta la falta de informacion con respecto a la toxicidad en humanos, es
complicado determinar los niveles maximos permitidos para estas toxinas en alimentos que
resulten seguros para el consumo, lo cual dificulta establecer limites regulatorios por las
autoridades competentes. Sin embargo, la frecuencia de contaminacidn en diversos grupos de
alimentos, especialmente en alimentos industrializados destinados a nifos, es un motivo de
preocupacién que demanda una inminente atencidn por parte de las autoridades sanitarias y de
control a nivel mundial. En los ultimos afios, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(European Food Safety Authority, EFSA) ha reunido grupos de expertos para analizar la
informacién de la que se dispone hasta el momento y establecer criterios para fijar los limites
maximos permitidos de las toxinas de Alternaria en los alimentos mas afectados, de los cuales
surgieron dos informes sobre el tema (EFSA, 2011; 2016). En el informe de 2011 se concluyé que
los datos de toxicidad y de exposicidén dietaria eran insuficientes para establecer limites en los
alimentos susceptibles. Sin embargo, se pudo determinar que, en los paises europeos, la mayor
contribucion de AOH, AME, TeA y TEN a la dieta esta dada por el consumo de granos, frutasy
vegetales, y entre estos Ultimos, particularmente, por productos a base de tomate (EFSA, 2011).
En 2016, un nuevo informe de la EFSA evalud la exposicion dietaria a toxinas de Alternaria en la
Union Europea. En este ultimo, se concluyd que, si bien los datos siguen siendo limitados, las
personas con dietas vegetarianas tendrian una mayor exposicion dietaria a dichas toxinas que
la poblacién general. Los mayores niveles de las cuatro toxinas principales de Alternaria (AOH,
AME, TeA y TEN) estan asociados, entre otros, a tomate y productos procesados derivados,
alimentos para nifios a base de cereales, aceites vegetales y frutas, como la pera (EFSA, 2016).
Debido a la falta de datos de los efectos de las micotoxinas de Alternaria en humanos, en los
informes de la EFSA se utilizé el enfoque de umbral de preocupacién toxicolégica “TTC” (del
inglés, treshold of toxicological concern) para evaluar los niveles relativos que pueden ser
preocupantes para la salud humana. Este enfoque deduce el riesgo potencial de un producto
quimico a partir de su estructura en comparacion con sustancias con estructura similar y
toxicidad conocida, utilizando también los datos de contaminacion natural. Ha sido desarrollado
para evitar ensayos innecesarios con animales y puede utilizarse para sustancias quimicas de
toxicidad desconocida o poco clara. Se basa en el concepto de que puede darse una garantia
razonable de seguridad, incluso en ausencia de datos de toxicidad especificos, siempre que la
ingesta sea menor a un valor umbral determinado por la evaluacion basada en la estructura
(Asam y Rychlik, 2013; JECFA, 2006; Munro y col., 2008). En el primer informe emitido por EFSA

(2011), se establecié un valor de TTC de 2,5 ng/kg de peso corporal por dia para AOH y AME
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teniendo en cuenta su genotoxicidad. Por otro lado, TEN fue considerada como no dafiina
debido a los pocos datos de contaminacion natural (EFSA, 2011; Zwickel y col., 2016). Con
respecto a TeA, se recomendd un valor de TTC de 1500 ng/kg de peso corporal debido a su
toxicidad aguda. Recientemente, se publicaron trabajos realizados en Alemania con el objetivo
de dilucidar la exposicion real de la poblacidon local a TeA, teniendo en cuenta la dieta y el nivel
de contaminacién (Hickert y col., 2016; Rychlik y col., 2016). En los mismos se concluyd que los
alimentos para infantes basados en sorgo o mijo representan un riesgo potencial para la salud
de los nifios debido a la elevada contaminacidn con esta micotoxina. La autoridad sanitaria y de
seguridad alimentaria de Bavaria, Alemania (LGL) decidio establecer un limite de 500 pg/kg para
el contenido de TeA en esos alimentos, siendo esta la primera decisién oficial de autoridades en
lo que respecta a micotoxinas de Alternaria en el mundo (Hickert y col., 2017; Rychlik y col.,

2016).

1.3. Cultivos de importancia agronémica en Argentina susceptibles a Alternaria spp.

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).

A continuacidn, se detalla la importancia de los cultivos analizados en el presente trabajo de

Tesis en Argentina, asi como los desérdenes que puede ocasionar Alternaria en los mismos.

1.3.1- Ardndanos

Los arandanos (Vaccinium angustifolium) se agrupan dentro de los llamados “frutos rojos” o
“frutas finas”, que representan aproximadamente el 2 % de la producciéon mundial de frutos (Del
Rio y col.,, 2010). Estos frutos han cobrado importancia en los ultimos afos entre los
investigadores del ambito de la salud con respecto a su rol en la prevencién de enfermedades
crénicas (Rao y Snyder, 2010). Sus beneficios incluyen la prevencién de ciertos tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo |l, obesidad, infecciones y enfermedades
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento (Dembinska-Kiec y col., 2008; Pappas y
Schaich, 2009; Takikawa y col., 2010). Ademas, es una fruta baja en calorias y sodio, fuente de
fibras y pectinas con una alta concentracidn en vitamina C. Los arandanos son tradicionalmente
consumidos en Estados Unidos, Japdn y algunos paises de Europa, tanto como fruta fresca,
congelados o manufacturados (jugos, tortas, mermeladas, salsas, helados). Durante los ultimos
afos se ha registrado un significativo aumento de la superficie cultivada con frutos rojos en

Argentina, debido a la creciente demanda comercial. La produccién argentina de arandano es
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relativamente nueva, aunque constituye uno de los principales cultivos en auge durante los
ultimos afios. De hecho, el ardandano ha logrado convertirse en la sexta fruta fresca exportada
por Argentina en 2017, detras de la pera, el limdn, la naranja, la manzana y la mandarina
(SENASA, 2017b). El consumo interno es bajo, por lo cual mas del 90 % de la produccion total se
exporta, principalmente a Estados Unidos, seguido por Reino Unido y Europa continental y, en
menor medida, Canadd y Asia (ABC, 2017; Greco y col., 2012). La principal ventaja comercial que
presenta nuestro pais es que se produce en contraestacidon con respecto a los principales
productores y consumidores mundiales; la mayor parte de la cosecha comienza a mitad de
septiembre y se extiende hasta mediados de diciembre, justo cuando el hemisferio Norte carece
de frutos frescos por haber culminado su cosecha dos meses antes. El cultivo de arandano tiene
gran desarrollo en el NEA (Entre Rios, Corrientes), NOA (Tucuman, Salta, Catamarca) y, en menor

medida, en el centro del pais (Buenos Aires).

La pudricion por Alternaria spp. es una de las enfermedades postcosecha mas comunes
detectadas en distintas regiones productivas del pais, ademas de atizonamiento de tallos y hojas
(Pestalotiopsis guepini, Glomerella cingulata, Fusarium sp., Phomopsis sp.), muerte de esquejes
(Fusarium sp.) y marchitamiento (Phytophthora sp.) (Wright y col.,, 2005). En un estudio
realizado entre 2003 y 2005, A. tenuissima fue el microorganismo de mayor incidencia y
prevalencia en arandanos procedentes de Buenos Aires, Entre Rios y Cérdoba, en todas las
épocas del afo (Wright y col., 2005). A. tenuissima es capaz de causar lesiones en el campo,
tanto a nivel de hoja y tallo, como en los frutos ya maduros (Ramallo y col., 2009). La principal
via de ingreso de Alternaria al fruto es a través de la cicatriz peduncular que se produce durante
el desprendimiento de la fruta en la cosecha. El signo inicial de esta enfermedad es la presencia
de micelio blanco sobre alguna herida, que al cabo de 2 o 3 dias es mas tupido cubriendo al fruto
en forma total o parcial. En esta etapa se observa la produccién de micelio verde oliva, marrén
0 negro, segln la cepa fungica involucrada. La fruta infectada se vuelve blanda y arrugada
(Ramallo y col., 2009). Las caracteristicas de las lesiones de Alternaria spp. en los frutos se

muestran en la Figura 1.2.
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Figura 1.2: Lesiones de Alternaria spp. en frutos de ardndanos, tomado de la guia para la

identificacion de desérdenes en arandanos (Canada-BC Agri-Innovation Program, 2018).

1.3.2- Pimiento

El pimiento (Capsicum annuum L.) pertenece a la familia de las solandaceas, al igual que el tomate,
el tabaco y la papa. Se cosecha para consumo en el estado de frutos verdes (a completo
desarrollo) o de frutos maduros (amarillos o rojos). El pimiento se destina a consumo en fresco,
asi como a industrializacidén (en conserva, molido). Ademas, tiene aplicacion en la industria
cosmética y farmacéutica (Javaid e Igbal, 2014). Tiene un valor nutritivo elevado, especialmente

en vitaminas A, Cy E, asi como un alto contenido de antioxidantes.

Argentina es el principal productor de pimientos de Sudamérica, con un rendimiento anual de
mas de 145.000 tn producidas en 6.500 ha cosechadas (FAOSTAT, 2017). En nuestro pais existen
cultivos en diversas regiones, desde el norte en Jujuy hasta el sur en Rio Negro; las principales
zonas productoras se localizan en Buenos Aires, Salta, Corrientes, Formosa, Mendoza, Jujuy. La
mayor parte de la producciéon se destina a consumo interno, siendo las semillas de la planta y
los productos industrializados como el pimentdn los que se destinan a exportacion. La mayor
parte de la produccién de la provincia de Buenos Aires se destina a consumo en fresco y
corresponde al 22 % de los ingresos de este vegetal al Mercado Central. Posee una ventaja que

es la cercania al mayor centro de consumo (Capital Federal y Gran Buenos Aires), pero la
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demanda de este gran mercado se contrae durante el periodo estival debido a las vacaciones,
por lo que parte de la oferta platense es comercializada en ciudades como Rosario, Bahia Blanca,
Cdérdoba y Mar del Plata. Una vez cosechados, los pimientos son almacenados a temperaturas
cercanas a 7,5 °C, temperatura a la cual se maximiza su vida util (3-5 semanas) (Cantwell, 1996).
El almacenamiento a menor temperatura (5 °C), si bien reduce la pérdida de agua, favorece la
aparicién de sintomas de dafio por frio, uno de los desérdenes fisiolégicos mas comunes en estos

frutos (Cantwell, 1996).

El pimiento es susceptible a diferentes enfermedades pre- y postcosecha incluyendo
antracnosis, causado por Colletotrichum capsici, e infecciones por Botrytis cinerea y Alternaria
spp. (Edirisinghe y col., 2014; Troncoso y col., 2005). Diferentes especies de Alternaria se han
aislado de pimientos en otras regiones del mundo, incluyendo A. alternata, A. brassicae, A.
solani, A. capsici, A. dauci, A. longipes, A. porriy A. tenuissima, siendo A. alternata y A. solani las
mas frecuentemente reportadas (Nasehi y col., 2014). Ademas de las especies patdgenas que
colonizan la planta a través de las flores, especies saprdfitas pueden también causar lesiones en
los frutos a través de heridas en la piel causadas por insectos, enfriamiento, dafio mecanico,
guemado por el sol o deficiencia de calcio (Hochmuth y Hochmuth, 2009; Wall y Biles, 1993). El
dafio causado por Alternaria en los frutos se da en el campo o en la etapa de almacenamiento,
siendo esta Ultima mas frecuente. Ocasiona una podredumbre que comienza como una lesién
pequefia, circular y ligeramente hundida en los frutos de pimiento que presenten grietas u otras
heridas; las lesiones pueden aparecer en cualquier parte del fruto, incluyendo el ciliz. Las
manchas se vuelven grises aterciopeladas a medida que se van produciendo mas esporas y se
van necrosando los tejidos adyacentes (Figura |.3). Cuando la infeccidn se da en la flor, la lesion
aparece en el interior del fruto como manchas oscuras, pequefias y de margenes bien

delimitados en la cara interior del pericarpo, la placenta y las semillas (SINAVIMO, 2017).

Figura 1.3: Lesiones de Alternaria spp. en frutos de pimiento.
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1.3.3- Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum, sin. Lycopersicon esculentum Mill.) también pertenece a la
familia Solanaceae y es uno de los cultivos de hortalizas mas importantes a nivel mundial, tanto
para consumo en fresco como para industrializacién. En Argentina, es el segundo cultivo
frutihorticola en importancia luego de la papa, con 406.000 tn producidas en 2016, cuyo destino
mayoritario es el consumo interno (Argerich, 2017). Es uno de los principales productos
horticolas del mercado que se consume en fresco, lo cual en parte se debe a su produccion
continua a lo largo del afio debido a la extensién en latitud de los cultivos. Las regiones
productoras se ubican principalmente en el NOA, Cuyo, Rio Negro y Buenos Aires. En esta Ultima,
se cultiva una variedad de tomate redondo, el tomate platense, destinada principalmente a
consumo en fresco y que abastece los mercados de Ciudad Auténoma de Buenos Aires y Gran
Buenos Aires. Con respecto al tomate industrializado, si bien la mayor parte también se destina
a consumo local, una fraccidn se exporta. En 2016, la exportacién de salsas representd el 41 %
del total exportado, siendo los principales destinos de este producto los mercados paraguayo y
uruguayo. Le siguieron en importancia los concentrados de tomate (32 % sobre el total), cuyo
principal destino fue Paraguay, y los tomates pelados (27 %), que se exportaron

mayoritariamente a Brasil (Argerich, 2017).

Durante el almacenamiento de tomate es importante evitar las temperaturas muy bajas dado
que este fruto es altamente susceptible a sufrir dafio por frio. Por debajo de 10 °C, los sintomas
observados incluyen defectos en la maduracion y en el desarrollo de color y sabor, desarrollo de
color irregular, ablandamiento prematuro y aumento de la susceptibilidad a enfermedades,
especialmente la causada por Alternaria spp. Las lesiones ocasionadas por dafio por frio son
acumulativas y pueden comenzar en el campo antes de la cosecha. Los tomates cosechados
verde maduro se almacenan a 12,5 °C sin pérdida en el desarrollo de color y caracteres
sensoriales hasta 2 semanas, mientras que los frutos maduros se almacenan a temperaturas

entre 7y 12 °C (Suslow y Cantwell, 1997).

La contaminacion del cultivo de tomate con Alternaria spp. esta bien establecida y se sabe que
hay especies fitopatdgenas que infectan en el campo, mientras que otras, saprdfitas, lo hacen
en la etapa postcosecha. A. solani es el agente causal de la enfermedad conocida como tizén
temprano. Esta enfermedad ataca desde el trasplante hasta la maduracion de los frutos,
afectando tallos, frutos y sobre todo el follaje, produciendo manchas irregularmente circulares
con anillos concéntricos y rodeadas de un halo amarillento. Los frutos pueden presentar
manchas necrdticas oscuras, céncavas, deprimidas en la zona peduncular. Las condiciones

predisponentes para que se desarrolle son las altas temperaturas y la alta humedad. Ademas,
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A. arborescens es el agente causal del cancer del tallo, caracterizada por manchas marrén
oscuras a negras con anillos concéntricos en la zona del tallo cercana al suelo, generalmente
asociadas a heridas producidas por la poda de peciolos. Estas lesiones pueden crecer hasta
rodear el tallo y causar la muerte de la planta. Conforme progresa la enfermedad, se enroscan
los bordes de las hojas y éstas mueren posteriormente. En el fruto primero aparecen pequenas
manchas grises que luego crecen y se vuelven oscuras, hundidas y con anillos concéntricos
caracteristicos. Los sintomas pueden no detectarse en el fruto en el momento de la cosecha
pero pueden desarrollarse durante el almacenamiento (Grogan y col., 1975; Malathrakis, 1983;

Witsenboer vy col., 1992).

Por otro lado, debido a su delgada piel, los frutos de tomate son muy susceptibles a la
contaminacion con especies de Alternaria sapréfitas (Pose y col., 2009). La lesién del hongo
negro (conocida como “black mould”) puede ser causada por diferentes especies de Alternaria
de esporas pequefias en los frutos que tengan algun tipo de alteracién fisioldgica, como
deficiencia nutricional, quemado por el sol, etc. La enfermedad se favorece con el clima célido y
himedo, y es mas severa si afecta frutos maduros en vez de verdes. Las lesiones se caracterizan
por manchas circulares a irregulares, ligeramente hundidas, de color verde oscuro a negro

correspondiente a la abundante esporulacion del hongo (Logrieco y col., 2009; Figura 1.4).

Figura 1.4: Lesiones tipicas de Alternaria spp. en frutos de tomate.
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1.3.4- Trigo

El trigo es una monocotileddnea perteneciente a la familia de las gramineas (Poaceae). Este
cultivo se clasifica en dos grupos: los trigos duros o fideo (Triticum turgidum subsp. durum)y los
trigos harineros o pan (Triticum aestivum, subsp. vulgaris). La regién triguera tipica de Argentina
ocupa las provincias de Santa Fe, Entre Rios, Buenos Aires, Cérdoba y La Pampa. Sobre la base
de condiciones agroecoldgicas homogéneas para los requerimientos del cultivo, esta region se
ha subdividido en 5 regiones productivas (I a V), subdivididas a su vez en subregiones (N o S)
(Figura 1.5). Las regiones IIS, IV, VS y IIN son las principales areas productivas, con maximos de
temperatura y humedad incrementdndose progresivamente de VS a IV, IS y IIN. La siembra del
trigo de ciclo largo comienza entre los meses de mayo y junio, y la floracién se da en primavera,
durante septiembre a noviembre, con temperaturas promedio en el campo de 15 a 25 °C, y
alcanzando maximos de temperatura ocasionales de 35 °C en la regién IIN (Patriarca y col.,
2014). Durante el periodo 2015-2016, el cultivo de trigo de mas de 11 millones de toneladas en
alrededor de cuatro millones de hectdreas sembradas representd el 12 % de los cultivos
extensivos sembrados en Argentina, siendo el segundo en importancia luego de la soja (Copati
y Brihet, 2015; Trigo Argentino, 2017). A pesar de que el trigo es el principal cereal para consumo
humano, con un consumo promedio de 85-90 kg por habitante por afio, un elevado porcentaje
se destina a exportacion, con un total de 9,9 millones de toneladas exportadas en la campafia

2016-17 (Joseph, 2017; SENASA, 2017a).

Norte

Sud

Figura I.5: Zonas productoras de trigo en Argentina, separado por subregiones. Tomado de Trigo

Argentino, 2017.
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Varias especies de Alternaria de esporas pequefias han sido aisladas de trigo, siendo A.
alternata, A. tenuissima, A. triticina y A. infectoria las predominantes (Joshi y Miedaner, 2003;
Kosiak y col., 2004; Mercado Vergnes y col., 2006; Prasada y Prabhu, 1962). Estas son las especies
reconocidas como patdgenas del trigo, ya que sus tubos germinativos pueden formar
estructuras similares a apresorios, y penetrar la epidermis directamente o a través de los
estomas (Magan y col., 1984; Rotem 1994). La germinacion de las esporas, su distribucion e
infeccién puede producirse durante breves periodos hiumedos, a pesar de ser interrumpidos por
dias secos. El resto de las especies de Alternaria halladas en trigo parecen ser principalmente
saprofitas. A. alternata es frecuente en las espigas maduras desde la antesis hasta la cosecha

(Muller y Korn, 2013).

Alternaria triticina es el agente causal de la plaga de la hoja (conocida como “Alternaria leaf
blight”) y puede causar dafio importante especialmente en condiciones de humedad elevada.
La infeccidon es evidente en un principio como lesiones pequeiias, ovaladas y descoloridas,
irregularmente distribuidas en las hojas. Cuando las lesiones se agrandan, se vuelven de color
marrén oscuro a gris y de forma irregular. Algunas estan rodeadas por margenes amarillos
brillantes. A medida que la enfermedad progresa, varias lesiones se unen para cubrir grandes
areas, resultando en la muerte de toda la hoja. Si la infeccidn ocurre en la etapa de pre-antesis,
las semillas no se forman. La infeccidén en la etapa de desarrollo de la semilla da lugar a la
infeccién de la espiga y del grano. Los granos infectados con A. triticina a menudo son arrugados,
con una decoloracion marrdn de su superficie, quedando ademas pequefios, con una reduccion
en peso del 46-75 % (Prabhu y Prasada, 1967; Raut y col., 1983). Se ha reportado que los granos

de aspecto normal pueden también albergar el patégeno (Logrieco y col., 1990).

A. alternata y A. infectoria estan asociadas a la enfermedad del punto negro del trigo (conocida
como “black point”), que se caracteriza generalmente por la aparicion de puntos marrén oscuro
a negros cubriendo el embridon o gérmen del grano (Figura 1.6). En los casos severos, la
decoloracién ocurre también en el epicarpio y en el tejido interno de la cubierta, y puede
extenderse a lo largo de la ranura en el lado ventral del grano (Mdnaco y col., 2004; Perello y
col., 2008; Williamson, 1997). Se ha sugerido que el “black point” afecta el procesamiento
posterior del grano de trigo, ya que disminuiria su calidad panadera al modificar el perfil
proteico, pero el alcance de este deterioro no es claro (Mak y col.,, 2006). Sin embargo, la
disminucién del valor nutritivo, la decoloracidon y la pérdida de sabor reducen la calidad de los

productos de trigo contaminado (Vuckovi¢ y col., 2012).
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Figura 1.6: A. Granos de trigo afectados por “black point”. B. Espiga de trigo infectada con

Alternaria. Tomado de banco de imagenes (Arkive, 2018).

1.4. Incidencia de Alternaria spp. y sus toxinas en Argentina

El desarrollo de Alternaria spp. causa en Argentina serias pérdidas en diversos cultivos, tales
como arandanos, tomate, duraznos, manzanas, peras, uva, citricos, trigo, maiz, semillas de
amaranto, semillas de quinoa, girasol, sorgo, arroz, avena y semillas de soja (Bresler y col., 1995;
Broggi y col., 2007; Da Rocha Rosa y col., 2002; Dobra y col., 2010; Greco y col., 2012; Gutiérrez
y col., 2010; Pappier y col., 2008; Patriarca y col., 2007; Perelld y Sisterna, 2006; 2008; Peres y
col., 2003; Pose y col., 2004; 2010b; Robiglio y Lopez, 1995; Sacchi y col., 2009; Somma y col.,
2011; Torres y col., 1998; Vargas Trinidad y col., 2015).

Sin embargo, en nuestro pais se dispone de muy pocos estudios sobre la contaminacién natural
de las toxinas de Alternaria en alimentos, ya sea en materias primas o productos procesados.
Azcdarate 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. Ademads, Chulze y col. (1995) reportaron la presencia de las mismas micotoxinas en
semillas de girasol (85, 47 y 65 % de las muestras contaminadas con AOH, AME y TeA,
respectivamente). Un estudio realizado sobre 50 muestras de porotos de soja mostré que el 60
% presentaba contaminacion con AME y/o AOH (Oviedo y col., 2012). Por otro lado, Terminiello
y col. (2006) analizaron 80 muestras de puré de tomate comercializadas en supermercados de
Buenos Aires, de las cuales el 49 % presentaba contaminacién con al menos una de las toxinas

analizadas (AOH, AME y TeA). Por ultimo, Broggi y col. (2013) reportaron la presencia de AOH
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en 13 muestras de vinos y jugos comercializadas en Entre Rios, sobre un total de 177 muestras;

AME fue detectado con menor frecuencia, solo en 4 de las muestras.

A pesar de que Alternaria spp. es aislada frecuentemente de diferentes cultivos en Argentina,
son escasos los datos acerca de la variabilidad y diferenciacion de estas poblaciones en el pais.
Teniendo en cuenta que Argentina es uno de los mayores paises agroexportadores del mundo,
es necesario comprender el comportamiento fisioldgico de estos patdgenos en un contexto de
seguridad alimentaria. Mds aun, en la actualidad no hay limites de legislacion ni
recomendaciones para los metabolitos de Alternaria a nivel mundial que alcancen escala
nacional o de comunidades econdémicas, aunque su relevancia en alimentos estd en discusion y
es posible que paises europeos avancen con su regulacidon en un futuro inmediato. El primer
antecedente ocurrié muy recientemente en una region de Alemania donde se establecieron los
primeros limites para TeA (seccidn 1.2.2.d), y es probable que éstos se extiendan rapidamente a
otras regiones hasta alcanzar nivel nacional e internacional. Por ello, es necesario un
conocimiento profundo de las poblaciones autéctonas, su distribucion en los distintos grupos de
alimentos, su diversidad y capacidad toxicogénica, para establecer un programa de control en
los alimentos susceptibles a la contaminacion. De esta manera se podran disefar estrategias de
prevencion para reducir el riesgo asociado al consumo de alimentos contaminados, reducir
pérdidas econdmicas en el sector productivo y evitar trabas comerciales en los mercados de

exportacion en un futuro cercano.
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Il.L1.  Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de Tesis es evaluar la incidencia de Alternaria spp. en
diferentes cultivos de interés agroecondmico en Argentina (cereales, frutas y hortalizas) y
caracterizar su distribucion en los mismos, su capacidad toxicogénica y la respuesta a factores
externos. Estos datos permitiran conocer el riesgo micotoxicoldgico que representa su presencia
en alimentos y se utilizaran para desarrollar estrategias de prevencion mediante técnicas

amigables con el ambiente.

I.2.  Objetivos especificos

- Determinar la incidencia y distribucidn de integrantes del género Alternaria en cuatro

agroalimentos de importancia econémica: arandanos, pimiento, tomate y trigo.

- Analizar la variabilidad de los perfiles de produccién de metabolitos secundarios de los

aislamientos y evaluar su uso como herramienta taxondmica.

- Determinar la capacidad de produccidon de metabolitos secundarios con conocida actividad

bioldgica (micotoxinas y fitotoxinas) por los distintos grupos de aislamientos.

- Caracterizar la variabilidad genética de los aislamientos mediante la secuenciacion de

regiones conservadas.

- Evaluar la existencia de especificidad de sustrato en las cepas y/o aislamiento geografico por

comparacion con otras regiones del mundo.

- Caracterizar a los aislamientos mediante un enfoque polifasico combinando diferentes tipos
de datos (morfoldgicos, metaboldmicos, moleculares) de manera de lograr una segregacidn

en grupos robustos.

- Determinar la contaminacidon con las micotoxinas mas importantes de Alternaria spp. en

sustratos sobre los que aln no existen datos en Argentina, como el pimiento.

- Desarrollar una metodologia por qPCR que permita estudiar cambios en la expresion de la

via de la integridad de la pared celular fungica (CWI) frente a distintos factores externos.

- Evaluar el comportamiento ecofisioldgico en medio modelo a base de tomate de cepas de
Alternaria aisladas de ese sustrato en cuanto al crecimiento, expresién de la via CWI y

produccién de micotoxinas.

- Estudiar la eficacia de diferentes agentes de biocontrol, tales como levaduras y péptidos

antifungicos, como estrategias de bajo impacto ambiental para el control del crecimiento y
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la acumulacion de micotoxinas de Alternaria spp. en tomate, asi como su efecto sobre la

expresion de la via CWI.

Comparar el efecto de un antifingico natural (péptido de origen flungico) con el de uno
sintético sobre el crecimiento, expresidon de la via CWI y produccion de micotoxinas en

Alternaria spp. en medio modelo a base de trigo.
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IlI-Caracterizacion polifdsica de poblaciones de Alternaria

lII.1. INTRODUCCION

lll.1.1. Caracteristicas morfoldgicas de Alternaria spp.

Las especies del género Alternaria forman parte del grupo de los hongos dematidceos. Este
grupo esta constituido por una gran variedad de organismos que se caracterizan por la presencia
de abundante melanina en la pared celular, lo que les otorga coloracién oscura (marrén a negra)

(Pappas, 2012). Esta ultima contribuye también a su patogenicidad (Richardson y Moore, 2017).

Una de las principales caracteristicas taxonémicas de Alternaria es la produccion de conidios
grandes, multicelulares, de color oscuro (melanizados), con septos transversales y longitudinales
(feodictiosporas). Estas esporas se caracterizan por ser mas anchas en la base, afinandose
gradualmente hacia un pico o apice elongado, dandole un aspecto de clava. Se pueden producir
aisladas, o mas comunmente, en cadenas simples o ramificadas, a partir de conidiéforos
tabicados y erectos. La reproduccién ocurre por gemacién de la célula apical, a partir de la cual
se origina un nuevo conidio, generandose de esta manera cadenas de conidios de longitud
variable (reproduccion simpodial). La produccidén de ascomas ha sido reportada solamente para
A. infectoria gr.-esp. (Johnson y col. 2002; Kwasna y Kosiak 2003; Kwasna y col. 2006; Simmons,
2007). La existencia de estado sexual en A. alternata ha sido propuesta y discutida en varias
ocasiones, pero no se ha hallado en la naturaleza hasta el momento (Bock y col., 2005; Morris y

col., 2000).

lll.1.2. Resefia historica de la taxonomia de Alternaria spp.

El término Alternaria fue establecido por Nees en 1816 y desde entonces su taxonomia y la de
los géneros relacionados, descriptos como “alternarioides”, ha sido disputada. En la actualidad,
la clasificacidn a nivel de especie del género Alternaria es muy confusa. Varios sistemas de
identificacion coexisten, generando la controversia que muy frecuentemente acompafia su
clasificaciéon. La taxonomia basada en la descripcidon de caracteres morfoldgicos ha sufrido
numerosas revisiones, que se pueden dividir en cuatro etapas. En la primera etapa (1816-1850)
se describieron los géneros Alternaria Nees 1816, Brachycladium Corda 1838, Macrosporium Fr.
1832, Stemphylium Wallr. 1833, y Ulocladium Preuss 1851. Sélo unas pocas especies fueron
detalladas y se tomd como especie tipo a A. tenuis Nees 1816. En la segunda etapa (1850s-1930s)
se describieron alrededor de 400 especies de Alternaria y Macrosporium. Hacia el final del
periodo, se publicé el primer intento de revisar la taxonomia de ambos géneros (Elliott, 1917).

En éste, se clasificd a las especies en grupos morfolégicos basados en caracteristicas de los
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conidios y se propusieron seis grupos morfoldgicos de Alternaria con una especie representativa
de cada uno. A continuacién, en el periodo 1930-1960, comienzan a aparecer los problemas de
nomenclatura, ya que en cada intento de definir al género Alternaria, se encontraban
numerosos taxones muy similares a las especies tipo de Alternaria, Macrosporium, o
Stemphylium. Wiltshire (1933) publicd que Macrosporium debia ser suprimido como nomen
ambiguum en favor de Alternaria, aunque esto no fue aceptado inmediatamente por la
comunidad cientifica. Neergaard (1945) propuso tres secciones de Alternaria, basadas en la
concatenacion de los conidios: seccién Longicatenatae tipificado por A. tenuis (= A. alternata)
con cadenas de 10 o mas conidios; secciéon Brevicatenatae tipificada por A. tenuissima con
cadenas cortas de 3-5 conidios; y seccion Noncatenatae tipificado por A. brassicae con conidios
solitarios o que rara vez producen un conidio secundario. Joly (1964) basé su clasificacién
principalmente en el color, rigidez y simetria lateral de los conidios y dividid las especies de
Alternaria en tres secciones: seccion Claroseminae con colores claros translicidos a
amarillentos; seccidon Brunneoseminae con conidios oscuros, marrones a marrdn-rojizos; y
seccion Rigidae con conidios que tienen un aspecto rigido con escasez de septos longitudinales.
Los sistemas de clasificacion mencionados no siguen las reglas de nomenclatura, no fueron

ampliamente adoptados y no se utilizan hoy en dia.

La etapa que va desde 1960s hasta la actualidad podria representarse a través de la figura de E.
G. Simmons, quien realizd una reevaluacién completa de todos los nombres y taxones
relacionados con el género Alternaria a través del estudio minucioso de probablemente todas
las descripciones publicadas, todas las muestras de coleccién y cepas viables. Al mismo tiempo,
otros micdlogos describieron varias especies nuevas, pero el nimero de las especies nuevas
descriptas por Simmons (aproximadamente 200) es el mas grande de la historia de Alternaria.
Hasta la década de 1970, todos los Hyphomycetes con phaeodictiosporas fueron divididos en
tres grandes géneros: Alternaria, Macrosporium y Stemphylium, aunque los limites genéricos
eran absolutamente confusos. Un cuarto género, Ulocladium, fue ignorado por los taxénomos
por mas de 100 anos. Esta etapa dio lugar a la abolicidn definitiva de Macrosporium debido a
que la especie tipo del género, M. cheiranthi, fue considerada una especie de Alternaria
(Simmons, 1992). Los géneros Alternaria, Stemphylium y Ulocladium fueron tipificados por
primera vez por Simmons en 1967, donde se declard a A. alternata como la especie tipo del
género (Simmons, 1967). La diferenciacion de los taxones se basdé en una serie de rasgos
morfoldgicos, particularmente en la forma de los conidios. En su segunda clasificacién, Simmons
(1992) describe una de las segregaciones mas comunes del género hasta la actualidad. Esta es

la distincidn entre dos grandes grupos de acuerdo al tamafio de los conidios, el grupo de esporas
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grandes (conidios 60-100 um, solitarios) y el de esporas pequefias (conidios<60 um,
concatenados). Ademads, en el trabajo de Simmons (1992) se desarrolld un sistema de
clasificacién utilizando caracteristicas novedosas, por ejemplo, patrones tridimensionales de
esporulacion, forma de los conidios jovenes y caracteristicas de los septos. Asi, se organizo el
género en grupos-especie (gr.-esp.), para cada uno de los cuales se describe una especie
representativa: A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. infectoria, A. porri, A. brassicicola.
Simmons definié a los grupos-especie como un grupo de taxones que producen patrones de
esporulacion similares y que comparten muchas de las caracteristicas de los conidios. Sin
embargo, esta clasificacion subgenérica no guarda ninguna relacién con la filogenia ni sigue las
reglas nomenclaturales. Teniendo en cuenta que la morfologia de los conidios se ve fuertemente
influenciada por las diversas condiciones de cultivo como se habia publicado anteriormente
(Leach y Aragaki 1970, Zitter y Hsu, 1990), Simmons y Roberts (1993) delinearon condiciones de
crecimiento estandarizadas dptimas para producir patrones de esporulacién consistentes y
reproducibles en Alternaria y los géneros relacionados. En este trabajo, se extendié la
organizacién del género a un gran nimero de Alternaria spp. de esporas pequefias, utilizando el
patrdn tridimensional de esporulacion como herramienta principal para la categorizacion en
grupos-especie. Finalmente, Simmons (2007), en su manual de identificacion, recopilé toda esta
informacién y describié 273 taxones organizados en 13 grupos-especie, basandose en la
observacion de aislamientos bajo condiciones de cultivo estrictamente controladas vy

estandarizadas.

Sin embargo, como se menciond previamente, muchas de las morfoespecies de Alternaria
presentan diferentes caracteristicas fenotipicas debido a pequefas variaciones en la
formulacién de los medios de cultivo, la humedad relativa y la intensidad de la luz (Andrew y
col., 2009). Este hecho dificulta la clasificaciéon ya que minimos cambios en estos factores pueden
llevar a una identificacién errénea, con lo cual los caracteres morfoldgicos utilizados por
Simmons en su clasificacién suelen ser insuficientes para la delimitacion a nivel de especie. En
particular, las especies de esporas pequenas estrechamente relacionadas con A. alternata
(miembros de A. alternata gr.-esp., A. arborescens gr.-esp. y A. tenuissima gr.-esp.) son muy
susceptibles a mostrar variabilidad fenotipica por pequefios cambios en el ambiente. Estos
grupos incluyen especies saprdfitas, cosmopolitas, fitopatdgenas y productoras de micotoxinas,

siendo los mas comunmente reportados en alimentos.
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1ll.1.3. Enfoques alternativos para la clasificacion subgenérica de Alternaria

Teniendo en cuenta los problemas en la identificacion actual de las especies de Alternaria
mencionados en la seccién anterior, es de gran utilidad el desarrollo de nuevas metodologias de
clasificaciéon basadas en un enfoque que abarque la mayor cantidad de informacidon bioldgica
posible, incluyendo morfologia, bioquimica y biologia molecular, y que permitan una
segregacion confiable de las poblaciones de Alternaria. Este abordaje holistico puede incluir por
ejemplo, informacién quimica (proteinas, metabolitos secundarios), fisioldgica (caracteristicas
macroscopicas de cultivos bajo diferentes condiciones de incubacién, fuentes de carbono,
velocidad de crecimiento), de patogenicidad y de biologia molecular (secuenciacion de acidos
nucleicos, perfiles obtenidos por tratamientos con enzimas de restriccion), sumado a los
caracteres morfolégicos en medios de cultivo incubados en condiciones estandarizadas
(Anderseny col., 2002; Caiy col., 2009; Frisvad y col., 2008; Oliveri y col., 2008; Rodrigues y col.,
2009; Santos y col., 2010).

111.1.3.1.- Gendmica y analisis filogenéticos

En los ultimos afos, la taxonomia fungica ha ido virando hacia sistemas de identificacién basados
en métodos moleculares disefiados sobre regiones especificas del genoma, en un intento por
reducir la subjetividad. Para esto, se han utilizado diferentes metodologias segun el género o
poblacién que se pretende estudiar. Algunas de ellas permiten ademas estudiar la historia
evolutiva del grupo de aislamientos y, mediante analisis filogenéticos, determinar la

diferenciacidn a nivel de especie.

Con respecto a Alternaria, algunos de los grupos-especie descriptos en la clave taxondmica de
Simmons (2007) demostraron estar soportados como linajes monofiléticos en diversos estudios
moleculares contemporaneos a dicha clave. Basandose en los resultados de la secuenciaciéon de
ITS (region de ADN entre las subunidades grande y pequeia del ARNr, del inglés internal
transcribed spacer) y 185 mtSSU (subunidad pequefia mitocondrial, del inglés mitochondrial
small subunit) se logré obtener diferencias robustas entre algunos de los grupos morfoldgicos,
como A. porri, A. brassicicola y A. radicina (Hong y col., 2006; Pryor y Bigelow, 2003; Pryor y
Gilbertson, 2000). Se amplié entonces el concepto de grupo-especie a grupos de taxones que
comparten caracteres morfoldgicos de los conidios y que se separan como grupos monofiléticos

en analisis filogenéticos basados en la secuenciacion de ciertas regiones de ADN.

Sin embargo, diferentes tipos de métodos moleculares han sido estudiados con el objetivo de
segregar los grupos a nivel de especie, pero han presentado resultados poco satisfactorios. En

particular, las especies de esporas pequefias estrechamente relacionadas con A. alternata han
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sido estudiadas en profundidad con la intencidn de desarrollar un método molecular confiable,
ya que su identificacidon basada en un Unico tipo de caracteres es dificil. Para estos grupos, se
han estudiado las secuencias de numerosas regiones conservadas que resultan atiles para la
diferenciacion a nivel de especie en otros géneros fungicos, tales como ITS, mtSSU, mtLSU, B-
tubulina, actina, calmodulina, entre otros (Andersen y col., 2002; Andersen y col., 2009; Chou y
Wu, 2002; Peever y col., 2004; Polizzotto y col., 2012; Pryor y Gilbertson, 2000; Serdani y col.,
2002; Stewart y col., 2013). No obstante, no mostraron ser Utiles para distinguir estos grupos de
taxones de Alternaria. Entonces, se ha explorado la secuenciacién de regiones alternativas del
genoma, tales como un segmento del gen que codifica para la endopoligalacturonasa (endoPG),
el gen del mayor alérgeno en Alternaria (Alt a 1), una proteina asociada a la maquinaria de
traduccién (TMAZ22), la CDP-diacilglicerol-glicerol-3-fosfato 3-fosfatidiltransferasa (PGS1); la
subunidad catalitica de la ADN polimerasa zeta (REV3), la ATPasa de la membrana plasmatica
(ATPDF) y dos regiones andénimas no codificantes, OPA10-2 y OPA1-3 (Andrew y col., 2009;
Armitage y col., 2015; Lawrence y col., 2013). En particular, endoPG mostro variabilidad entre
especies aisladas de citricos (Andrew vy col., 2009; Peever y col., 2004), y ha sido usado para
caracterizar Alternaria spp. de esporas pequeiias aisladas de estos y otros sustratos, mostrando
potencial para determinar las relaciones evolutivas entre las especies intimamente relacionadas

con A. alternata (Armitage y col., 2015; Stewart y col., 2013; 2014).

111.1.3.2.- Metaboldmica

Los metabolitos son moléculas pequefias que se producen durante el metabolismo celular; su
presencia estd directamente relacionada con el fenotipo expresado y la actividad bioquimica.
Aquellos directamente implicados en el crecimiento, desarrollo y reproduccidn normales son
metabolitos primarios; mientras que los que no participan en estos procesos, se denominan
metabolitos secundarios. Estos ultimos pueden ser producidos por un nimero limitado de
especies de un género, familia, orden o division; suelen tener significancia ecoldgica, e incluyen
antibidticos, toxinas y otros compuestos excretados (extrolitos). La metaboldmica consiste en el
estudio sistematico de los perfiles quimicos Unicos que resultan de procesos celulares
especificos (Bhatnagar y col.,, 2008). En este contexto, el metaboloma se define como la
coleccion dinamica de moléculas pequefias producidas por las células, y da una foto instantanea
de su fisiologia, permitiendo evaluar el fenotipo celular en una determinada condicidon
(Bhatnagary col., 2008; Pattiy col., 2012). De esta forma, esta herramienta presenta un elevado
potencial para la busqueda de metabolitos bioactivos cuya biosintesis no estaba asociada

previamente a un determinado organismo o grupo de organismos.
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Las técnicas de metaboldmica se pueden dividir en dos grupos: dirigidas, en las cuales se
determina un grupo de metabolitos por lo general centrandose en una o mas vias intracelulares
de interés relacionadas, y no dirigidas. Estas ultimas se basan en el andlisis de tantos metabolitos
como sea posible y las muestras se comparan sin un sesgo previo. Por esto, son de alcance global
y generan datos relacionados con el metabolismo celular de forma integral. Estos andlisis
determinan una huella dactilar del metaboloma para cada organismo, que luego se analiza
mediante métodos estadisticos multivariados a fin de comparar poblaciones fungicas e
identificar metabolitos propios de grupo (Andersen y col., 2015; Frisvad y col., 2008). En su
sentido mas amplio, la quimiotaxonomia es la utilizacién de la diversidad quimica como
herramienta taxondmica. En el drea de hongos filamentosos, la quimiotaxonomia hace
referencia a la clasificacion e identificacidon fungica basdndose en perfiles de produccion de
metabolitos secundarios, tanto de estructura conocida como desconocida (Andersen y col.,

2002; Frisvad y col., 2008).

En los ultimos afos, el desarrollo de técnicas que permiten evaluar el metaboloma ha ido
aumentando. Este hecho se vio favorecido por el desarrollo de metodologias analiticas, la
mayoria de ellas utilizando cromatografia liquida (HPLC) acoplada a espectrometria de masa
(EM), que permiten la rapida deteccién de numerosos metabolitos simultdneamente a partir de
pequenas cantidades de muestra. Para este tipo de ensayos, es importante que las condiciones
experimentales, como temperatura, atmdsfera, luz, y edad de los cultivos fungicos, estén
estandarizadas. Ademas, una produccién satisfactoria de metabolitos secundarios depende
mucho del medio de cultivo utilizado. Segun Frisvad y col. (2008), cuanto mas complejo es un
medio, mas diversidad quimica exhibiran los hongos. Asi, medios que contienen altas cantidades
de sacarosa y glucosa junto con extracto de levadura o de malta, y minerales y metales traza
afiadidos, generalmente dan la produccion mas variada de metabolitos y las mayores

concentraciones de compuestos.

Ejemplos de grupos de hongos en que se han aplicado los perfiles de metabolitos como
herramienta taxondmica incluyen diferentes especies de Penicillium (Frisvad y col., 2004, 2006,
2008; Kim y col., 2012), Talaromyces (Frisvad y col., 1990), Aspergillus (Frisvad y col, 2007,
Hettick y col., 2008; Samson y col. 2004b), Fusarium (Schmidt y col., 2004), complejo Rhizoctonia
solani (Aliferis y col., 2013); Beauveria, Paecilomyces (Kadlec y col., 1994), Thamnomyces

(Stadler y col., 2010), entre otros.

Con respecto a Alternaria, pocos estudios se han publicado acerca de su quimiotaxonomia.
Andersen y col. (2008) utilizaron los perfiles de metabolitos secundarios para discernir entre

especies de esporas grandes, incluyendo A. dauci, A. porri, A. solani, y A. tomatophila. En
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relacidn a los grupos de Alternaria de esporas pequefias, el estudio metaboldmico es importante
no sélo desde el punto de vista quimiotaxondmico, sino también para evaluar el potencial riesgo
toxicoldgico teniendo en cuenta que son las especies mas frecuentemente asociadas a la
produccién de micotoxinas en alimentos. Al momento del inicio del presente trabajo, sdlo tres
publicaciones se encontraban disponibles en bibliografia acerca de la clasificacion
guimiotaxondmica de algunos grupos de Alternaria de esporas pequefias (Anderseny col., 2001;
2002; Serdani y col., 2002), en los cuales se analizd la produccidén de un bajo nimero de
metabolitos de estructura conocida (<10 compuestos), mostrando resultados poco

concluyentes acerca de la utilidad de esta herramienta.

I11.1.3.3.-Caracterizacién polifasica

Los nombres de los hongos pueden basarse en diferentes caracteristicas, incluyendo caracteres
morfoldgicos, asociaciones geograficas, especificidad de sustrato, y una ubicacion filogenética
especifica basada en datos de ADN, entre otras. Asi, estos pueden ir cambiando a lo largo del
tiempo, a medida que se obtiene mayor informacion con respecto a la biologia de un organismo
(Lawrence y col., 2016). La identificacion de hongos es uno de los aspectos mas importantes
debido a que el conocimiento de un conjunto de caracteres propio de un género o una especie
hace posible predecir la produccion de metabolitos secundarios y su comportamiento
fisiolégico. Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, el conocimiento del patégeno
permite evaluar el riesgo y desarrollar estrategias de prevencién (Anderseny col., 2002; Stewart
y col., 2014). Teniendo en cuenta las dificultades que existen en la actualidad en la clasificacién
subgenérica de Alternaria, un esquema de identificacién polifasica podria contribuir a aportar
claridad acerca de la clasificacion de estos organismos. En el mismo se deberian incluir
diferentes metodologias, abarcando las descriptas anteriormente, de manera de disponer de la

mayor cantidad de informacién bioldgica posible de los organismos bajo estudio.
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lI.2.  MATERIALES Y METODOS

ll.2.1. Muestreo de Alternaria spp. a partir de distintos alimentos

El muestreo se llevd a cabo durante el periodo 2012-2014 a partir de cuatro cultivos sembrados
en diferentes regiones de produccién agricola de la provincia de Buenos Aires. Todas las
muestras fueron conservadas en refrigeracion al ser recibidas en el laboratorio hasta el

momento de la siembra por un periodo maximo de 24 h.

I11.2.1.a.-Arandano

Se muestrearon a campo frutos de arandanos (Vaccinium angustifolium, variedad O’Neal)
asintomaticos. Las muestras fueron recolectadas en diez distritos de la regidon productora de la

provincia de Buenos Aires durante la cosecha de 2012, a razén de 200 frutos por muestra.

111.2.1.b.-Pimiento

Se seleccionaron a campo 66 frutos de pimiento (Capsicum annuum) con evidente
contaminacion fungica durante la cosecha 2013 en dos huertas de productores organicos en La
Plata, provincia de Buenos Aires. Se tomaron muestras en ambos estadios de maduracién (11

pimientos verdes y 55 pimientos rojos).

I11.2.1.c.-Tomate

Se muestrearon frutos de tomate (Solanum lycopersicum) a campo de dos variedades del

cinturdn verde platense:

- Platense, adquiridos en tres campos de productores orgdnicos (40 tomates, cosecha

2012).

- Cherry, adquiridos en ocho campos de productores organicos (65 tomates, cosecha

2012).

Ademas, se muestrearon tomates redondos en puntos de expendio (adquiridos en verdulerias y

supermercados de CABA) en el periodo 2012-2014 (27 tomates).

En todos los casos se seleccionaron frutos visiblemente contaminados.
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111.2.1.d.-Trigo

Se muestrearon granos de trigo (Triticum aestivum) asintomaticos durante las cosechas 2011 a
2013. Las muestras fueron recolectadas a campo inmediatamente después de la cosecha. La
zona de recoleccién abarcé las diferentes regiones productoras de la provincia de Buenos Aires,
incluyendo localidades correspondientes a la zona Il-Sur (Las Flores, Baradero, Lobos, Chivilcoy,
Zarate, San Pedro, Saladillo y Arrecifes), IV (Tandil, Tres Arroyos y Adolfo Gonzéles Chaves) y V-
Sur (Coronel Dorrego y Coronel Pringles). El tamafio de muestra fue de 1 kg para cada una de las

localidades.

111.2.2.  Aislamiento de la micobiota

El aislamiento de las cepas fungicas se realizd en medio Dicloran Cloranfenicol Malta Agar
(DCMA). El medio se distribuyé en placas de Petri de 90 mm de didmetro a razén de 20 mL por

placa.

En el caso de tomates y pimientos, se sembraron las placas con porciones de tejido visiblemente
lesionado, ademas de la zona interna de cada fruto. Los frutos de arandanos se colocaron
enteros en las cajas, a razén de cinco frutos por placa.

En el caso de trigo, se sembraron los granos enteros utilizando dos metodologias. La primera
consistié en el plaqueo directo de los granos sin tratamiento previo sobre las placas de DCMA.
En la segunda, se evalud Unicamente la micobiota interna de los granos, para lo cual se realizd
un tratamiento de desinfeccion superficial previo al plaqueo. Este tratamiento consistié en
sumergir los granos en una solucidn acuosa de hipoclorito de sodio 0,4 % v/v durante 2 minutos
con agitacién manual. A continuacidn, se los sumergio en agua estéril para su enjuague, y, por
ultimo, se secaron bajo aire filtrado en flujo laminar y se colocaron sobre las cajas de DCMA.
Para ambas metodologias, las placas se sembraron a razén de 7 granos cada una. Para cada
muestra se sembraron cuatro placas con la técnica de plaqueo directo y ocho con la de
desinfeccién superficial, obteniéndose un total de 12 placas y 84 granos por muestra.

Todas las placas se incubaron de 5 a 7 dias a 25 °C en oscuridad. Las colonias desarrolladas con
caracteristicas morfoldgicas correspondientes a Alternaria, a saber, de color negro, gris, marrén
o verdoso; de aspecto algodonoso o aterciopelado fueron aisladas en placas de Agar V8® para
su purificacidn, las cuales se incubaron de 5 a 7 dias a 25 °C con alternancia de iluminacién (8 h
luz, 16 h oscuridad). Estas condiciones favorecen la esporulacidn de Alternaria spp. Las colonias
aisladas que presentaron conidios de Alternaria fueron seleccionadas para su posterior

identificacion.
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11.2.3.  Caracterizacion morfoldgica

El esquema completo desde el aislamiento a partir de alimentos hasta la siembra en los medios

para caracterizacion morfolégica se muestra en la Figura 111.1.

APZ, Agar V8®
@ 7d,25°C,8hluz,
16 h oscuridad

O—0O0—®@ — 0O _

MEA, DRYES, DG18
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57d,25°C 57d,25°C,8hluz, 25°C,8hluz 57d,25°C,8hluz,
16 h oscuridad 16 h oscuridad 16 h oscuridad

\ I J'\ J
!

AISLAMIENTO CuLTIVO CARACTERIZACION
MONOSPORICO MORFOLOGICA

Figura IlIl.1: Esquema de siembra a partir de alimentos para la identificacion morfolégica de

Alternaria spp.

111.2.3.a.-Cultivos monospdricos

Para la caracterizacién morfoldgica, y de manera de asegurar que las observaciones se realizaran
sobre un Unico aislamiento, se realizd un cultivo monospdrico (cultivos a partir de una Unica
espora). Para la obtencion de los mismos, se utilizaron los cultivos aislados en Agar V8® con 7
dias de incubacion. El esquema de este procedimiento se muestra en la Figura 11l.2. Sobre una
placa de 90 mm de Agar Papa Zanahoria (APZ), se colocaron cinco gotas de agua estéril
distribuidas uniformemente en los bordes de la caja. Con un ansa de rulo, se tomé una porcion
del aislamiento de Alternaria en Agar V8®, se emulsiond sobre la primera gota de agua y se
distribuyo hacia el centro de la placa hasta absorcion de la gota, procurando tocar una Unica vez
cada punto de la superficie. Sin quemar el ansa, se realizd el mismo procedimiento sobre las
restantes gotas de agua. Durante este procedimiento, la carga de esporas sobre el ansa va
disminuyendo y repartiéndose sobre la superficie de la placa. Luego de una incubacion por 24 h
a 25 °C con alternancia de iluminacién (8 h luz, 16 h oscuridad), se observé en lupa con aumento
de 16x hasta hallar un campo donde se ubicase Unicamente un conidio de Alternaria con
desarrollo de hifas germinativas. Utilizando una aguja estéril y bajo observacién en lupa, se cortd
la porcién de agar contenedora de este conidio, el cual se subcultivé en una placa de APZ o de
Agar V8@, La incubacidn de esta segunda placa se realizd a 25 °C de 5 a 7 dias con alternancia de

iluminacion (8 h luz, 16 h oscuridad).
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‘ ‘
25°C, 24h,

8 hluz, 16 h oscuridad Agar V8® o APZ

Figura ll1.2: Esquema del procedimiento para realizar un cultivo monospérico.

I11.2.3.b.-lIdentificacién de patrones de esporulacién

La clasificacién morfoldgica de las especies de Alternaria aisladas se realizé siguiendo la clave de
Simmons (2007). Para esto, a partir de un cultivo monospérico de 7 dias de cada cepa se sembré
una placa de 90 mm de APZ en tres puntos. Las placas se incubaron durante 7 dias a 25 °C sin
control de humedad, lo cual generd una atmdsfera gradualmente secante en las placas sin sellar,
previniendo la condensacidn. La iluminacién dentro de la incubadora fue controlada mediante
un temporizador, de forma de obtener un ciclo exacto de 8 h de luz/16 h de oscuridad. La fuente
de luz utilizada fueron tubos fluorescentes de luz blanca fria de 34 W. Las bandejas con placas
se mantuvieron siempre a una distancia de 40 cm debajo de la fuente de luz para evitar
variaciones de temperatura. Al quinto dia de incubacion, un rectangulo de 0,5 cm x 2 cm de agar
con micelio fue retirado de la zona mas externa de la colonia y perpendicular al radio de la
misma. Este corte se realizé previo a que las placas recibieran el periodo de luz correspondiente
al dia 5. Luego de esto, las placas se continuaron incubando hasta el dia 7.

Luego del periodo de incubacidn, el estudio de los patrones tridimensionales de esporulacion se
realizd mediante la observacidn de las colonias bajo microscopio estereoscépico (lupa) (Hertel
& Reuss Optik Kassel STE6, Alemania), con una magnificacidon de 8x y 16x. Se registrd en cada
caso la longitud y ramificaciones de las cadenas de conidios. Ademas, se realizd la observacién
de las caracteristicas de los conidios bajo microscopio éptico con una magnificacién de 400x y
1000x (Carl Zeiss, Axiostar Plus, EEUU). Para esto, se tomd una muestra del crecimiento en las
placas de agar APZ utilizando una tira de cinta adhesiva transparente, la cual se presiond sobre
la superficie de la colonia, de forma de obtener detalles de los patrones de esporulacion en los
diferentes estadios de crecimiento (desde el centro hacia el borde de la colonia). La cinta con el
micelio se colocd sobre un portaobjetos con una gota de acido lactico y se secé el excedente de
liguido con un papel absorbente (Figura Ill.3). En la observacién microscdpica se registraron las
caracteristicas de los conidios, teniendo en cuenta color, forma, tamafio, caracteristicas de las
paredes y frecuencia y caracteristica de conididforos secundarios. Para la forma de los conidios,

se utilizé como referencia el diagrama de la Figura Ill.4. Por altimo, se realizé la observacién
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macroscépica de las colonias desarrolladas en las placas de APZ, considerando color, tamafio,

textura y presencia de anillos concéntricos de crecimiento micelial y esporulacion.

Figura lll.3: Preparado sobre placas de APZ incubadas 7 dias a 25 °C con alternancia de
iluminacién (8 h de luz y 16 h de oscuridad), montado con acido lactico y cinta adhesiva

transparente.

I11.2.3.c.-Caracterizacién macroscépica de los aislamientos

Las caracteristicas macroscépicas de los aislamientos de Alternaria spp. fueron observadas en
los siguientes medios de cultivo: Agar V8®, Agar Dicloran 18 % Glicerol (DG18), Agar Extracto de
Malta (MEA), y Agar Dicloran Rosa de Bengala Extracto de Levadura y Sacarosa (DRYES), ademas
de Agar APZ, anteriormente descripto. Las condiciones de incubacién fueron 7 dias a 25 °C con
alternancia de iluminacién (8 h luz, 16 h oscuridad) en el caso de Agar V8® y en oscuridad en el

resto de los medios. Se observd tamanio, color y textura de las colonias en cada uno de ellos.

111.2.3.d.-Evaluacién del estado teleomorfo

Para evaluar la expresidon del estado perfecto o teleomorfo del grupo-especie A. infectoria, se
sembraron todos los aislamientos pertenecientes a este grupo en distintas condiciones de

cultivo, segiin Kwasna y col. (2006) y Andersen y col. (2009).

En cada caso, se partié de indculos de 7 dias en APZ, incubados a 25 °C con alternancia de

iluminacidn (8 h luz, 16 h oscuridad). Las técnicas de siembra e incubacion fueron las siguientes:

a- Tubos con Agar Sintético bajo en Nutrientes (SNA) inclinado, siembra en el centro del

tubo, incubacién a 6 °C en oscuridad.

b- Tubos con agar SNA inclinado, siembra en el centro del tubo, incubacién a 25 °C con
alternancia de iluminacién (8 h luz, 16 h de oscuridad) durante 7 dias, y luego a 6 °C en

oscuridad por el resto del periodo de incubacién.
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c- Placas de APZ con un palillo de madera en el centro, siembra en dos puntos, uno a cada
lado del palillo, incubacién a 25 °C con alternancia de iluminacién (8 h luz, 16 h de
oscuridad) durante 14 dias. Luego, las placas fueron selladas con Parafilm® y se continué

la incubacidn con las placas invertidas a 6 °C en oscuridad.

Cada condicidon fue incubada durante ocho meses, realizdndose observaciones microscépicas

mensuales de cada cultivo.
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Figura lll.4: Esquema de las formas de conidios de Alternaria spp. y su nomenclatura (Adaptado

de Comunicacidn Personal, Dra. Birgitte Andersen, Universidad Técnica de Dinamarca).

111.2.3.e.-Cepas de referencia

Ademas de la caracterizacion morfoldgica de los aislamientos obtenidos de alimentos, se
estudiaron en paralelo las caracteristicas de cepas de referencia a modo comparativo. Para esto,

se utilizaron cepas representativas de las siguientes especies obtenidas de la coleccidn EGS del
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Dr. Emory G. Simmons (Wabash College, Crawfordsville, Indiana, EEUU): A. alternata EGS 34016,
A. arborescens EGS 39128, A. infectoria EGS 27198 (ex type), A. infectoria grp.-esp. EGS 91044 y
A. tenuissima EGS 34015. Las condiciones de cultivo y conservacion fueron las mismas que para

los aislamientos de alimentos.

I11.2.3.f.-Identificacién de individuos de otros géneros flungicos

Los aislamientos del grupo de los dematiaceos diferentes de Alternaria que se obtuvieron
siguiendo el esquema de la Figura lll.1, se identificaron a nivel de género siguiendo las claves de

Ellis (1971; 1976); Pitt y Hocking (2009) y Samson y col. (2004a).

I11.2.3.g.-Mantenimiento y conservacion de las cepas

Para su conservacion, todos los aislamientos monospéricos de Alternaria spp. fueron sembrados
en tres puntos en placas de 90 mm de APZ e incubados a 25 °C con alternancia de iluminacidn
(8 h luz, 16 h de oscuridad) durante 7 dias. Con la ayuda de un ansa en angulo recto estéril, se
cortaron cubos de agar con abundante crecimiento de aproximadamente 1 cm de lado. Estos
cubos fueron colocados en forma aséptica en viales plasticos de 2 mL de capacidad con 1 mL de
agua estéril. Cada cepa fue conservada en dos tubos diferentes, conteniendo entre cinco y ocho
cubos de agar cada uno. Los viales fueron almacenados en refrigeracién (6 °C). Se realizaron

controles anuales de pureza de los cultivos.

11.2.4. Caracterizacion metabolémica

La seccion lll.2.4.c fue realizada en la Universidad Técnica de Dinamarca (Technical University of
Denmark, Department of Systems Biology, Kgs. Lyngby, Dinamarca), en colaboracién con el Dr.

Kristian Fog Nielsen.

111.2.4.a.-Cepas

Para la determinacién del perfil de metabolitos secundarios se seleccionaron 227 cepas
representativas del total de Alternaria spp. aisladas. A partir de cultivos de 7 dias en APZ, se
sembraron placas de Agar Diclordn Rosa de Bengala Extracto de Levadura Sacarosa (DRYES) en
tres puntos. Este medio fue seleccionado para el estudio del perfil de metabolitos secundarios
debido a que se ha demostrado que Alternaria puede expresar una gran variedad de compuestos
en estas condiciones (Andersen y col., 2009; 2015). Las placas se incubaron a 25 °C durante 14

dias en oscuridad; transcurrido este tiempo, se procedio a la extraccion. En los casos en que la
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extraccidn no se realizé al final del periodo de incubacioén, las placas fueron almacenadas a -18

°C para su posterior analisis.

111.2.4.b.-Extraccion

La extraccion de metabolitos se realizd a micro escala, basandose en el método descripto por
Andersen y col. (2005). Para ello, tres cilindros de agar y micelio de 6 mm de diametro fueron
cortados con sacabocados del centro de cada colonia desarrollada en DRYES. Los nueve cilindros
recolectados de una misma placa fueron colocados en un vial de 4 mL de capacidad, donde se
agregd 1 mL de acetato de etilo con 1 % de acido férmico v/v. La mezcla se extrajo en un agitador
ultrasénico (TestLab, Argentina) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, el extracto
se transfirié a un vial limpio y se evapord a sequedad bajo corriente de nitrdgeno. Cada residuo
seco se resuspendid en 400 uL de metanol grado HPLC y se disolvid en agitador ultrasdnico por
10 minutos. Por ultimo, se filtré a través de un filtro de jeringa de nylon de tamario de poro 0,45
pum, transfiriendo el extracto a un vial limpio de 1,5 mL de capacidad para su analisis por UHPLC-

EM. Los extractos se mantuvieron a -18 °C hasta el momento del analisis.

111.2.4.c.-Andlisis por UHPLC-EM

El andlisis se realizé por cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC) UV/Visible con
detector de arreglo de diodos (DAD) y espectrdmetro de masas de alta resolucidon (HR-EM) maXis
HD qTOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI). El sistema UHPLC Ultimate 3.000 (Dionex, EEUU) cuenta con una columna
Kinetex 2,6 um Cig, de 100 mm x 2,1 mm (Phenomenex, EEUU).

Se utilizé un gradiente lineal de agua:acetonitrilo (tamponado con acido férmico 20 mM),
comenzando con 10 % v/v de acetonitrilo y aumentando a 100 % en 10 minutos, esta condicion
se mantuvo durante 3 minutos antes de volver a las condiciones iniciales. El espectro de masa
fue realizado en ESI en modo positivo (ESI*), con un rango de busqueda de masa/carga (m/z) de
100 a 1.000, con una exactitud de masa <1,5 ppm. Los espectros UV/Visible fueron recolectados
a longitudes de onda entre 200 y 700 nm. El procesamiento de datos se realizé mediante el
paguete de programas provisto por el fabricante, Data Analysis 4.2 y Target Analysis 1.3 (Bruker
Daltonics), utilizando el enfoque de “de-replicacién agresiva” (Klitgaard y col., 2014) que
consiste en la comparacidn simultanea con estandares e informacion bibliogréafica. Para este
estudio, se utilizé una base de datos de 678 compuestos de Alternaria, Lewia, Ulocladium,
Stemphylium y otros géneros relacionados, los cuales fueron identificados tentativamente en

base a su masa exacta (desviacion <1,5 ppm), su patrén isotépico (desviacion <50) y los datos
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del espectro UV/Visible. En el caso de los compuestos para los que no se disponia de los patrones
de referencia, se realizaron estudios de EM tandem (EM/EM) de modo de evaluar las
fragmentaciones en relacién a la estructura molecular y comparando con datos de librerias
(Anderseny col., 2015; Nielsen y Larsen, 2015). El analisis por EM tandem se realizé en un UHPLC
Agilent 1290 UV/Visible con DAD y acoplado a espectrémetro de masas ESI qTOF (Agilent 6550,
EEUU). Los compuestos que no se pudieron asociar a una estructura conocida luego del
procedimiento descripto, se designaron como “desconocidos” (U, “unknown”) y se identificaron
por su relacidn m/z y su tiempo de retencién (tr). Las areas obtenidas en este andlisis para
algunos metabolitos identificados fueron utilizadas con fines comparativos para evaluar la

produccién semi-cuantitativa de cada uno de ellos por las cepas provenientes de cada sustrato.

111.2.4.d.-Andlisis de datos

Los datos obtenidos para cada aislamiento fueron organizados en una matriz binaria para
proceder a su analisis, indicando ausencia/presencia de cada compuesto. El analisis estadistico
se realizé en el programa IBM SPSS v.22.0 (IBM Corporation, EEUU), mediante un analisis de
correspondencias multiples, considerando los metabolitos como las variables principales de
analisis y las variables grupo-especie y sustrato como las variables suplementarias. Se utilizd
como método de normalizacién el modelo principal por objeto, el cual optimiza las distancias
entre los casos (aislamientos), basandose principalmente en las diferencias y similitudes entre

ellos. Cada andlisis se agrupo en funcion de las categorias de las variables suplementarias.

111.2.5. Caracterizacion molecular

Las secciones Il.2.5.b y ¢ fueron desarrolladas en el Laboratorio de Biologia Funcional y
Biotecnologia, Facultad de Agronomia, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de
Buenos Aires (Azul, Buenos Aires), bajo la direccién del Dr. Sebastian Stenglein. Ademas, la
seccion 111.2.5.d se realizé en el Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion (FCEN, UBA),

bajo la direccidn de la Dra. Marcela Rodriguero.

111.2.5.a.-Cepas

Para la caracterizacién a nivel molecular, se selecciond un subgrupo representativo del total de
las cepas aisladas: 45 aislamientos nativos y 3 cepas de referencia pertenecientes a los grupos-
especie A. alternata, A. tenuissima y A. arborescens (Tabla 111.13). Cada cepa fue subcultivada en

placas de 90 mm de APZ, las cuales se incubaron 7 dias a 25 °C con alternancia de iluminacion (8
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h de luz, 16 h de oscuridad). El micelio desarrollado en estas placas fue utilizado para la

extraccion de ADN.

111.2.5.b.-Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realizé seguin Stenglein y Balatti (2006). Para ello, se tomé el total del
micelio desarrollado en la placa de APZ con una espatula y se colocd en un mortero. Se agregd
nitrégeno liquido y se molié hasta obtener un polvo fino, favoreciendo la lisis mecanica de las
células. Luego, se agregaron 800 pL de mezcla tampdén CTAB y 0,01 g de polivinilpirrolidona
(PVP). La mezcla tampdn CTAB consistié en 800 plL de tampdn CTAB + 200 uL de tampdn CTAB
10 % + 1 pL de B-mercaptoetanol. La mezcla tampdn fue preparada antes de comenzar la
extraccién, en cantidad acorde al nimero de muestras. La muestra con la mezcla tampén fue
transferida a un microtubo de 1,5 mL de capacidad e incubada a 60 °C en un bafio seco por 30
minutos. A continuacion, se agregd un volumen igual al inicial de cloroformo con alcohol
isoamilico (12+1, v/v) y se centrifugd 5 minutos a 10.000 g. La fase acuosa (superior)
conteniendo los acidos nucleicos, fue transferida a un microtubo limpio de la misma capacidad,
al cual se agregd isopropanol frio hasta completar el volumen de 1,5 mL. La mezcla permanecio
a -18 °C durante toda la noche para favorecer la precipitacion de los acidos nucleicos.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd 7 minutos a 10.000 g y se descarté el sobrenadante. El
sedimento fue lavado con 200 pL de una mezcla de etanol 75 % con acetato de amonio 10 mM
por centrifugacién durante 7 minutos a 10.000 g. El sobrenadante fue descartado y sobre el
sedimento se agregaron 200 pL de etanol 70 % frio. La mezcla se centrifugé nuevamente por 7
minutos a 10.000 g y el sobrenadante fue descartado. El sedimento fue secado a temperatura
ambiente durante una hora y resuspendido en 50 pL de tampdn TE. EI ADN extraido constituyd
la solucién de reserva y fue conservado a -18 °C hasta el analisis. A partir de la solucidn de

reserva, se realizaron diluciones de trabajo 1/10 para los analisis subsecuentes.

I11.2.5.c.-PCR y secuenciacion

Para el estudio de la variabilidad a nivel molecular de los aislamientos de Alternaria, se procedié
a realizar una reaccion de PCR para amplificar una regién conservada. Se utilizé una porcion del
gen que codifica la enzima endopoligalacturonasa. Para esto se utilizaron cebadores especificos
para Alternaria spp.: PG3 y PG2b (Integrated DNA Technologies, EEUU) (Andrew y col., 2009).
Los cebadores fueron resuspendidos con un volumen de tampdn TE estéril suficiente para
alcanzar una concentracién 50 uM y fueron mantenidos a -18 °C hasta el momento de su uso.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en una mezcla de 50 plL de volumen final, que contenia
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1-15 ng de ADN gendmico (1 pL de la solucion de trabajo); 5 mM MgCly; 0,03 mM de cada dNTP;
10X de tampdn de PCR; 0,4 mg/mL de cresol; 1 uM de cada cebador; 1 u de DNA Taq polimerasa
(Higway Molecular Biology, InBio-UNICEN, Tandil); 0.0005 % (m/v) de Tween 20; 0.0005 % (m/v)
de Nonidet P-40 y agua destilada estéril hasta completar el volumen. Las reacciones de PCR se
realizaron en un termociclador XP (BioerTechnology Co.), siguiendo el siguiente protocolo:
desnaturalizacion inicial a 95 °C, 2 min; seguido de 29 ciclos de desnaturalizacion (95 °C, 30 seg),
apareamiento (55 °C, 30 seg) y extensién (72 °C, 45 seg); y extension final a 72 °C, 2 min. La
presencia del producto de amplificacion fue confirmada mediante electroforesis en gel de
agarosa 1,5 % m/v, por comparacién con patrén de peso molecular (peso del amplicén=500 pb).
El producto de PCR fue posteriormente purificado (PurelLink Quick Gel Extraction y PCR
Purification Combo Kit, Invitrogen, EEUU), siguiendo las indicaciones del fabricante, mediante
sucesivos lavados y pasaje a través de columna de silica para remover cebadores, dNTPs,
enzimas y sales remanentes de la reaccion de PCR. Posteriormente, se procedid a la
cuantificacion del ADN doble cadena obtenido en la reaccién de PCR mediante la utilizacién de
un fluorémetro (Qubit®, Invitrogen, EEUU). Se calibré previamente el equipo usando dos
estandares provistos por el fabricante. Para el ensayo, se prepard una solucién de trabajo
conteniendo un reactivo fluorogénico, cuya fluorescencia se observa al unirse especificamente
al ADN doble cadena y su intensidad es directamente proporcional a la cantidad de ADN
presente en la muestra. Luego de incubar la mezcla por 2 minutos a temperatura ambiente, se
leyeron los tubos en el equipo, obteniéndose directamente la concentracion en ug de ADN doble
cadena/mL.

Finalmente, la secuenciacidon de la regiéon amplificada en ambas direcciones fue realizada

comercialmente en un secuenciador a gran escala modelo 3730 XL (Macrogen, Corea).

I11.2.5.d.-Analisis de datos y estudios filogenéticos

Las secuencias fueron editadas usando el programa BioEdit v7.1.3.0 (Hall, 1999) y alineadas con
ClustalW (Thompson y col., 1994). Con el objetivo de inferir la cantidad de haplotipos presentes
en la muestra, las relaciones entre ellos y evaluar el nivel de diversidad genética, se construyd
una red de haplotipos usando el programa TCS v1.21 (Clement y col., 2000). Ademas, se
realizaron analisis filogenéticos usando una secuencia representativa de cada haplotipo vy las
cepas de referencia. Para ello se aplicaron dos métodos diferentes, inferencia Bayesiana y
maxima parsimonia.

Para el caso del andlisis Bayesiano, en una primera instancia se estimé el modelo éptimo de

sustitucidon de nucledtidos a ser aplicado en este grupo de secuencias. Para esto, se utilizo el
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programa jModelTest v2.1.7 (Darriba y col. 2012; Posada, 2008), que fue ejecutado a través del
servidor Phylemon v2.0 (Sanchez y col., 2011). Se seleccioné el modelo calculado segun el
criterio de informacién Bayesiana (BIC, del inglés Bayesian Information Criterion), el cual fue
Kimura 80 (también conocido como Kimura 2 pardmetros, K80 o K2P). El andlisis Bayesiano fue
llevado a cabo en MrBayes v3.2.3 (Ronquist y col.,, 2012) usando el algoritmo ‘Metropolis-
coupled Markov chain Monte Carlo® (MCMCMC o MC3). Se ejecutaron dos corridas
independientes usando cuatro cadenas, una fria y tres calientes, comenzando con un arbol
aleatorio durante 1.000.000 de generaciones, muestreando cada 500 generaciones. Para
evaluar la convergencia del andlisis, se utilizd la estabilizacién de la desviacién estandar
promedio de las frecuencias de escisién de los clados entre ambas corridas en una diferencia
menor al 1 % y los parametros indicados en el programa Tracer v1.6.0 (Rambaut y col., 2008-
2013). Las 250.000 generaciones iniciales de cada corrida fueron descartadas al resumir los
parametros del arbol al finalizar el andlisis. El nivel de soporte de cada grupo fue evaluado
mediante la probabilidad posterior del nodo. La topologia del arbol obtenido fue visualizada en
FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2006-2014).

El andlisis de maxima parsimonia fue llevado a cabo a través de una busqueda heuristica en el
programa TNT v1.1 (Goloboff y Catalano, 2016; Goloboff y col., 2008). Se utilizaron pesos
equivalentes y no se usaron caracteres aditivos; los eventos de insercién/delecién (gaps) se
trataron como datos faltantes. Antes de la busqueda, todos los caracteres no informativos
fueron desactivados. Los analisis se realizaron utilizando TBR multiple + TBR (del inglés, “tree
bisection reconnection”) como método de intercambio de ramas, aplicado a series de 1.000
secuencias de adicion aleatorias, reteniendo 10 cladogramas por réplica. Los valores de
bootstrap se calcularon a partir de 1.000 repeticiones.

La secuencia de endoPG de Alternaria tomato BMP 2031 (N° de coleccion CBS 114.35) fue
utilizada como grupo externo en todos los anadlisis (Stewart y col., 2014; N° de acceso en

GenBank KF699423).

I11.2.5.e.-Andlisis simultaneo de datos de morfologia y secuencias

Para estudiar los aislamientos desde un enfoque polifasico, se incluyeron en el andlisis los datos
morfoldgicos. Se construyd una matriz morfoldgica a fin de sistematizar la informacion obtenida
en datos discretos y objetivos de las cepas. Se trabajé con los 48 aislamientos utilizados en la
seccion 111.2.5.a (Tabla 111.13). La descripcidon completa de todos los caracteres evaluados para
construir la matriz morfoldgica y sus correspondientes estados se muestra en la Tabla 1ll.1. Se
evaluaron un total de 19 caracteres, 11 microscopicos y 8 macroscopicos. Los caracteres

microscopicos se observaron a partir del crecimiento en una placa de APZ incubada 7 dias a 25
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°C con alternancia de iluminacion (8 h luz, 16 h de oscuridad), mediante un preparado realizado

segln la técnica descripta en la seccion 11l.2.3.b. Se observaron como minimo 10 campos

diferentes en distintas zonas del preparado. Los caracteres macroscépicos se evaluaron sobre la

misma placa de APZ y sobre una placa de DRYES incubada 7 dias a 25 °C en oscuridad. Los

caracteres morfométricos se registraron 15 veces, se realizo el promedio y se dividié por rangos.

Los caracteres no susceptibles a medicidn (colores, forma, etc.) se observaron 50 veces y se

registro el estado mas frecuente.

Tabla 1ll.1: Lista de caracteres morfoldgicos y sus correspondientes estados y cddigo de

calificacion utilizados para la construccién de la matriz morfolégica.

# Caracteres micro y macroscépicos Calificacion de cada estado

1 Patrdn de esporulacion tridimensional Conidios solitarios (0); ramificaciéon apical
(1); ramificacion lateral (2)

2 Longitud de cadena de conidios <3 conidios (0); 4-7 conidios (1);
>8 conidios (2)

3 Longitud del extremo apical de conidios <7 um (0); >7 um (1)

4  Longitud de conidiéforos primarios <100 um (0); >100 um (1)

5 Posicion de conidiéforos secundarios Ausente (0); desde la base del conidio (1);
desde el extremo apical del conidio (2)

6 Longitud de conidioforos secundarios Ausente (0); <15 um (1);
>15 um (2)

7 Longitud de conidios <26 um (0); >26 um (1)

8 Morfologia de conidios Elipsoidal estrecho (0); elipsoidal (1);
ovoide (2); ob-clavado (3)

9 Color de conidios Gris claro a marroén (0);
Gris oscuro a marrdén oscuro (1)

10 Ornamentacién de la pared de conidios Lisas (0); rugosas (1)

11 Micelio aéreo Poco o ausente (0); abundante (1)

12 Color de colonia en placas de APZ Gris claro (0); gris (1); gris oscuro (2)

13 Diametro de colonia en placas de APZ <60 mm (0); >60 mm (1)

14 Textura de colonia en placas de APZ Vellosa (0); pulverulenta (1)

15 Anillos concéntricos de esporulacién en ~ Poco marcados (0); bien definidos (1)

placas de APZ

16 Color de colonia en placas de DRYES Verde (0); verde oscuro (1); verde grisaceo
(2)

17 Diametro de colonia en placas de DRYES <48 mm (0); >48 mm (1)

18 Textura de colonia en placas de DRYES Flocosa (0); velutinosa (1)

19 Colonias surcadas en placas de DRYES No (0); si (1)

41



IlI-Caracterizacion polifdsica de poblaciones de Alternaria

El conjunto de datos morfoldgicos se estudié mediante un andlisis de maxima parsimonia
realizado como se describié anteriormente, y utilizando los mismos pardmetros de soporte de

clado (seccion I11.2.5.d).

Ademas, se analizaron en conjunto los datos obtenidos para el grupo de 48 aislamientos
seleccionados combinando la informacion de la matriz morfolégica con la informacién de las
secuencias gendmicas de endoPG mediante un analisis Bayesiano. El analisis se realizé utilizando
el programa MrBayes v3.2.3. Se construyd una matriz con ambos tipos de datos y se trabajé en
el programa con un modelo particionado. Para las secuencias de ADN se usé el modelo K80
descripto anteriormente (seccion 111.2.5.d). Para los datos de morfologia, se trabajé con un
modelo morfoldgico basado en Nylander y col. (2004), teniendo en cuenta que la cantidad de
estados posibles para cada cardacter es variable y asumiendo que el modelo es simétrico, en el
cual la frecuencia es igual para cada estado. El resto de los parametros programados en MrBayes

fueron iguales a los descriptos en la seccién anterior (11.2.5.d).

I11.2.5.f.-Comparacidn de secuencias de diferente origen geografico

Se infirieron las filogenias por métodos Bayesiano en base a secuencias de ADN
correspondientes al gen endoPG utilizando muestras provenientes de distintas regiones del
mundo con el fin de evaluar el posible aislamiento geografico de las especies halladas en
Argentina. Se utilizaron las secuencias publicadas por Stewart y col. (2014), obtenidas de
GenBank (NCBI NIH, EEUU) (Tabla 1ll.2). Ambos andlisis filogenéticos se realizaron como se
describié anteriormente (seccién I11.2.5.d), utilizando K80 como modelo de sustitucion de

nucledtidos para la inferencia Bayesiana.

Tabla l11.2: Secuencias de endoPG utilizadas para la comparacidn geografica de los aislamientos.

Cddigo N° de acceso GenBank Pais de origen
ST_H10_C2 KF699418.1 Argentina
ST H12 C1 KF699415.1 Israel
ST_H6_C3 KF699412.1 Italia

ST_H8_C1 KF699411.1 Italia
ST H11 C1 KF699409.1 Espafia
ST H1_C3 KF699404.1 Iran

Todas las secuencias corresponden a aislamientos de A. alternata gr.-esp. (grupo J de Simmons, 2007) y
fueron obtenidas de frutos de citricos. El cddigo de las secuencias corresponde a: iniciales de
autor_haplotipo _clado, seguin esta descripto en la Figura 1 del trabajo de Stewart y col. (2014).
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Tabla 111.2 (continuacién): Secuencias de endoPG utilizadas para la comparacidn geografica de

los aislamientos.

Cddigo N° de acceso GenBank Pais de origen
ST_H2_C3 KF699403.1 Irdn
ST_H4_C3 KF699399.1 Pert
ST_H5_C3 KF699398.1 Peru
ST_H13_C3 KF699394.1 Turquia
ST_H3_C3 KF699393.1 Sudafrica
ST_H9 C2 KF699391.1 Brasil
ST_H7_C3 KF699390.1 Australia

Todas las secuencias corresponden a aislamientos de A. alternata gr.-esp. (grupo J de Simmons, 2007) y
fueron obtenidas de frutos de citricos. El cédigo de las secuencias corresponde a: iniciales de
autor_haplotipo _clado, segun esta descripto en la Figura 1 del trabajo de Stewart y col. (2014).

11.2.6. Caso de estudio: pimiento

I11.2.6.a.-Muestras

Las muestras de pimientos analizadas se encuentran descriptas en la seccion I11.2.1.b.

111.2.6.b.-Aislamiento e identificacion de la micobiota

Para estudiar la micobiota de los frutos de pimiento, se sembré el centro de una placa de DCMA
con una porcidn representativa del tejido visiblemente contaminado, asi como de la zona
interna de cada fruto. Las placas fueron incubadas de 5 a 7 dias a 25 °C en oscuridad. El
crecimiento fungico fue aislado en Agar Papa Dextrosa (APD). La identificacion de los
aislamientos a nivel de género se realizd por observacién macro y microscépica siguiendo las
claves de Pitt y Hocking (2009) y Samson y col. (2010). Los aislamientos pertenecientes al género

Alternaria fueron identificados y caracterizados como se describié en la seccién 111.2.3.

I11.2.6.c.-Potencial toxicogénico de Alternaria spp.

Para evaluar la capacidad de los aislamientos de Alternaria spp. de producir las principales

toxinas in vitro, se utilizé la metodologia analitica descripta en la seccién 111.2.4.
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I11.2.6.d.-Contaminacidn con toxinas de Alternaria spp.

111.2.6.d.i.-Extraccion

Para estudiar la presencia de las principales micotoxinas de Alternaria en los pimientos, se
seleccionaron 48 frutos luego del aislamiento de la micobiota y se almacenaron a -18 °C hasta el
comienzo del andlisis. La extraccidon de micotoxinas se realizé siguiendo el método descripto por
Terminiello y col. (2006) para productos de tomate. Cada fruto entero fue cortado en porciones
pequefias y licuado con 150 mL de metanol durante 3 minutos. Luego, se agregaron 60 mL de
solucion de (NH4)2S04 20 % (m/v), y se mezcld por agitacién mecénica a 300 rpm por 10 minutos.
La mezcla se filtré por gravedad y se desgrasé en ampolla de decantacién con 40 mL de hexano.
Luego de descartar la fase orgdnica, se agregaron 50 mL de agua fria a la fase acuosa y se extrajo
con 20 mL de CHCl; dos veces para recolectar la fraccién contenedora de las toxinas neutras
(AOH y AME). La fase acuosa remanente en la ampolla fue acidificada hasta pH=2 con HCI 6 N. A
continuacion, se realizaron 2 extracciones con 20 mL de CHCls. Ambas fracciones cloroférmicas,
conteniendo las toxinas acidas (TeA), fueron recolectadas en una ampolla limpia, se lavaron con
30 mLde aguay se filtraron a través de Na,SOsanhidro. Ambas fracciones (neutra y acida) fueron
evaporadas en evaporador rotatorio a 40 °C y resuspendidas en 2 mL de metanol grado HPLC.

Los extractos fueron almacenados a -18 °C hasta el analisis.
111.2.6.d.ii.-Deteccion y cuantificacion

La cuantificacion de las toxinas se realizd en un sistema HPLC-UV, que consiste en un
cromatoégrafo liquido Shimadzu LC-6A (Shimadzu, Kyoto, Japdn) equipado con una valvula
Rheodyne compuesta por un loop de 20 pL y un detector UV Shimadzu modelo SPD-6A. La
columna analitica utilizada fue Jupiter 4,6 x 250 mm 5 pum Ci3 (Phenomenex, EEUU). La fase movil
consistio en metanol:agua (80:20) con 300 mg/L de ZnSO4.H,0 para AOH y AME y metanol:agua
(90:10) con 300 mg/L de ZnSO4.H,0 para TeA. Se trabajé con un flujo de 0,4 mL/min. La longitud
de onda para la deteccién de AOH y AME fue de 258 nm y para TeA de 280 nm.

111.2.6.d.iii.-Preparacion de soluciones estdndar y cuantificacion

Estandares de TeA (como sal de cobre), AOH y AME fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis,
EEUU). A partir de cada estandar sélido, se prepararon gravimétricamente soluciones de reserva
en metanol de 0,5 mg/mL. Estas soluciones se mantuvieron a -18 °C. La sal de cobre fue
reconvertida en acido tenuazdnico, siguiendo la metodologia descripta por Scott y Kanhere
(1980), con ligeras modificaciones. Para ello, se pesaron 2 mg de tenuazonato de cobre, se
disolvieron en 500 pL de CH,Cl,y se pasaron a través de una columna de intercambio catidnico

acidica de 1,5 cm de longitud empaquetada con Dowex® 50WX8. El acondicionamiento de la
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resina se realizé por lavado de la columna con 4 mL de CH,Cl,. Se agregd el tenuazonato diluido
y se eluyd con 8 mL de CHCl,. El solvente se evapord a sequedad y el TeA se resuspendié en

metanol.

Con fines de cuantificacion, se construyeron curvas de calibracién para cada toxina,
correlacionando la concentracién de diluciones sucesivas de los estandares preparadas con
precision analitica versus el drea de pico detectada. La concentracidn exacta de cada solucion
incluida dentro del rango de linealidad de la Ley de Lambert-Beer, fue confirmada por
espectroscopia UV (¢ AOH/AME=38.000; € TeA=12.980). Para las tres toxinas se prepararon

soluciones de trabajo de 5 pg/mL.

111.2.6.d.iv.-Evaluacidn del desempefio analitico del método

Para determinar la recuperacién del método se utilizaron pimientos rojos no contaminados
obtenidos de los mismos productores organicos, los cuales fueron adicionados con cada toxina
a 4 niveles (10, 100, 250 y 500 pg/kg). Cada nivel se analizé por triplicado. La repetibilidad del
método se evalud mediante el célculo de la desviacidn estandar relativa (RSD) para cada nivel
adicionado. Los limites de deteccion (LODs) del método de HPLC-UV, se establecieron como la
minima concentracion de toxinas en las muestras que permitié confirmacion por el detector de
arreglo de diodos. Los limites de cuantificacion (LOQs) de las toxinas se establecieron como tres

veces el valor de la ordenada al origen de la regresidn lineal de la curva de calibracion.
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ll.3. RESULTADOS

1.3.1. Aislamiento

Se aislaron un total de 292 cepas de Alternaria: 57 de tomate, 128 de trigo, 64 de pimientos y
43 de arandanos. La técnica de aislamiento en DCMA (Figura Ill.1) fue elegida para favorecer la
recuperacion de las cepas del género Alternaria, ya que presenta buen desarrollo en dicho
medio de cultivo, al igual que individuos de otros géneros de hongos dematidceos. En el caso de
tomate, trigo y arandanos, alimentos cuya micobiota habia sido previamente estudiada por
diferentes autores en Argentina, se subcultivaron Unicamente en Agar V8@ las colonias oscuras,
con distintas texturas, potencialmente pertenecientes a este género. En estas condiciones, se
aislaron ademads otras cepas pertenecientes a géneros de mohos dematiaceos tales como
Stemphylium, Drechslera, Ulocladium, Stachybotrys, Epicoccum, Cladosporium, Harzia vy
Curvularia. Los arandanos fueron el Unico sustrato a partir del cual se aisld Unicamente
Alternaria entre las colonias de pigmentacion oscura. En la Figura 111.5 se muestra la distribucion
de estas cepas para las muestras de trigo y tomate. En el caso de pimientos, se realizé un estudio
completo de la micobiota que se encuentra descripta en la seccién II.3.5.a. En trigo, todas las
cepas de géneros de dematidceos distintos de Alternaria fueron aislados de los granos a los que

no se les aplicé el tratamiento de desinfeccidn superficial.

A. 221

B Aiternaria ] stemphylium  [] Ulocladium [] Drechslera B stachybotrys

Figura IIL.5: Distribucidn de hongos dematidceos hallados en los distintos sustratos. A. trigo; B.

tomate. Los nimeros sobre cada region indican el niumero de aislamientos.
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11.3.2. Caracterizacion morfoldgica

Los aislamientos de Alternaria fueron identificados a nivel de grupo-especie (gr.-esp.) siguiendo
la clave taxondmica de Simmons (2007). En los alimentos analizados, se encontraron
Unicamente Alternaria del grupo de esporas pequefias. Del total de aislamientos, 78 % se
identificaron como pertenecientes al gr.-esp. A. tenuissima (228), mientras que el 8 %
correspondieron a A. arborescens gr.-esp. (24), 7 % a A. infectoria gr.-esp. (20) y 3 % a A.
alternata gr.-esp. (8) (Tabla III.3). El resto de los aislamientos (12) presentaron caracteristicas
intermedias entre los grupos-especie A. tenuissima, A. arborescens y A. alternata, por lo cual, al
no poder ser atribuidos univocamente a un determinado grupo-especie, fueron clasificados

como Alternaria sp.

El grupo-especie A. infectoria fue Unicamente aislado de trigo; su incidencia en este sustrato fue
del 16 % y fue recuperado principalmente de los granos que habian sido desinfectados
superficialmente (16 aislamientos de muestras con desinfeccién superficial y 4 aislamientos de
muestras sin este tratamiento). En arandanos sdélo se aislaron cepas del grupo-especie A.
tenuissima, con la excepcidn de una clasificada como A. alternata gr.-esp. La Tabla Ill.3 muestra

la distribucion de los grupos-especie de Alternaria en los distintos alimentos analizados.

Tabla 1l.3: Numero de aislamientos de Alternaria spp., indicando origen y grupo-especie.

Grupo-especie Arandanos Pimientos Tomate Trigo Total
A. tenuissima 42 49 39 98 228
A. arborescens 0 4 16 4 24
A. infectoria 0 0 0 20 20
A. alternata 1 4 2 1 8
Alternaria sp. 0 7 0 5 12
Total 43 64 57 128 292

A continuacién, se describen las caracteristicas mas relevantes de cada grupo que permitieron

su clasificacion.
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111.3.2.a.-A. tenuissima gr.-esp.

La mayoria de los aislamientos hallados en los alimentos analizados pertenecieron al grupo-
especie A. tenuissima (228/292), correspondiente al grupo morfolégico “H” definido por
Simmons (2007). Este grupo se caracterizd por presentar un patron tridimensional de
esporulacion formado por cadenas de conidios relativamente largas (de entre 6 y 15 conidios).
Estas cadenas se originaron de conidioforos primarios de longitud variable, aunque resultaron
ser cortos en la mayoria de los casos (30-50 um). La presencia de conidiéforos secundarios fue
poco frecuente, indicando que las cadenas de conidios presentan escasas ramificaciones. En
caso de estar presentes, los conididforos secundarios se originaron de la zona basal del conidio,
dando lugar a ramificaciones cortas (2-3 conidios). Los conidios presentaron mayoritariamente
forma elipsoidal, con coloracidn grisacea a marrones claros o tostado, y con paredes lisas. Las
caracteristicas microscépicas tipicas observadas para este grupo-especie se muestran en la
Figura ll.6. Con respecto a las caracteristicas macroscdpicas, en APZ se observaron colonias de
didmetro de 5,5-6,5 cm. Las mismas fueron de color gris a marrdn grisaceo con 2 a 4 anillos
concéntricos de crecimiento y esporulacion de medianamente a poco definidos, mientras que
en Agar V8@® el color también fue grisaceo, de didametros similares a las colonias en APZ y de
aspecto velloso. Por otro lado, en DRYES se observaron colonias de color verde claro a grisaceo,
con textura flocosa, de 5-6 cm de didmetro. En MEA, las colonias fueron de 6-6,5 cm de
didmetro, de color gris verdoso con centro de tonalidad mas oscura, y cuya caracteristica mas
distintiva fue su aspecto algodonoso. En DG18 se obtuvieron colonias grises a amarronadas con
bordes irregulares y claros en tonalidades amarillentas, de 2-3,5 cm de didmetro, con reverso
claro. En la Figura IIl.7 se muestran placas con colonias tipicas obtenidas para aislamientos de

este grupo-especie.

I11.3.2.b.-A. arborescens gr.-esp.

Los aislamientos clasificados como A. arborescens gr.-esp. (24), pertenecientes al morfogrupo
“L” del manual de Simmons (2007), fueron hallados principalmente en las muestras de tomate
(16/24 provinieron de este sustrato). Las principales caracteristicas microscopicas observadas
en este grupo se muestran en la Figura 111.8 y fueron conidiéforos primarios largos (200-500 um),
con una agrupacion arbérea terminal de cadenas de conidios con multiples ramificaciones.
Dichas ramificaciones se deben a la presencia de conidiéforos secundarios que fueron
observados con elevada frecuencia en los preparados, origindndose mayoritariamente de la
zona apical del conidio y presentando geniculaciones en alta proporcién. La mayoria de los

conidios de este grupo presentaron forma ovoide con tabiques bien marcados causantes de
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constricciones que modifican el contorno de la espora. Una caracteristica distintiva de este
grupo fue el color oscuro de sus conidios, asi como sus paredes rugosas. En cuanto a las
caracteristicas macroscoépicas, en APZ se observaron colonias oscuras (grises a negras), de 6-6,5
cm de diametro, de aspecto pulverulento, con 4 a 6 anillos concéntricos de crecimiento y
esporulacion claramente definidos. En Agar V8® también se observaron colonias negras, con
presencia de micelio aéreo de coloracion grisacea y de tamanio similar al observado en APZ. Las
colonias en DRYES fueron de color verde oscuro y surcadas, de 4,5-5,1 cm de didmetro, de
textura velutinosa; mientras que en MEA se observaron colonias de color gris oscuro con centro
negro de 6-6,5 cm de didmetro. Por uUltimo, en DG18 se obtuvieron colonias de color gris oscuro
a marrén-anaranjado, con bordes irregulares y reverso oscuro, de 2,1 a 3 cm de didmetro. Las
placas de cada medio de cultivo con colonias tipicas de este grupo especie se muestran en la

Figura II1.9.

I11.3.2.c.-A. infectoria gr.-esp.

El grupo-especie A. infectoria (grupo “K” dentro de la clave taxonémica de Simmons, 2007) se
diferencid claramente del resto de los aislamientos de Alternaria de esporas pequefias hallados,
tanto por sus caracteristicas macro como microscépicas (Figuras II1.10 y IIl.11). El patrén
tridimensional de esporulacion observado fue muy ramificado, presentando conidiéforos
primarios cortos, con nuevas cadenas de esporas emergiendo a lo largo de toda la longitud del
conidiéforo. Los conidios fueron de color gris claro, con paredes lisas y formas ob-clavado a ob-
piriforme. En preparados de este grupo fue frecuente encontrar conidios de menor tamafio y
sin septos, que son estados inmaduros de las dictiosporas caracteristicas del género. Los
conidiéforos secundarios se registraron en la mayoria de los campos de un preparado,
generalmente originandose de la zona apical del conidio, observandose claramente el poro a
partir del cual surge una nueva espora. Una caracteristica muy distintiva de los conidiéforos
secundarios de este grupo fue su longitud, siendo estos los mas largos observados entre los
grupos-especie aislados y generando mas de una nueva cadena de conidios por geniculacion en
la mayoria de los casos. Macroscopicamente, en APZ se observaron colonias grises, de aspecto
pulverulento, de 6 cm de didmetro en promedio. En Agar V8®, los colores de las colonias fueron
mas claros que para el resto de los grupos. Otra caracteristica muy llamativa y diferente al resto
de los aislamientos fue el aspecto de las colonias en DRYES, medio en el cual este gr.-esp. fue el
Unico que presentd colonias color gris claro a blanco y aspecto flocoso, de 4,5-5,3 cm de

didmetro. A su vez, en MEA y en DG18, no se observd esporulacién y las colonias fueron de
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colores claros (grises palidos a blanco). En el ultimo medio, éstas fueron las mas pequenas, de

1,5-2,1 cm de didmetro.

Por otro lado, con todos los aislamientos de A. infectoria gr.-esp. se llevaron a cabo tres ensayos
en paralelo con el objetivo de observar la expresién de su estado sexual. Las observaciones
microscopicas realizadas mensualmente sobre las tres placas de cada aislamiento no mostraron
el desarrollo de ascomas maduros ni de proascomas. Todos los conidios observados mostraron
una estructura correspondiente al estado anamorfo y no se detectd la presencia de estructuras
de reproduccidn sexual en ninglin campo de los preparados, lo que permitié inferir que el estado

perfecto no se expresé en ningun caso.

I11.3.2.d.-A. alternata gr.-esp.

IIJ 4

El grupo-especie A. alternata, correspondiente al morfogrupo “J” descripto en Simmons (2007),
fue el hallado con menor frecuencia (8 aislamientos en total). Su patrén tridimensional de
esporulacion se caracterizé por un alto grado de ramificacién, al igual que A. arborescens gr.-
esp., pero con conidiéforos primarios mucho mas cortos (40-70 um). Las cadenas estuvieron
constituidas por 4 a 10 conidios. La forma de los conidios de los aislamientos clasificados en este
grupo presentd una gran variabilidad, incluso entre los de un mismo aislamiento. Una gran
proporcién fueron de color gris a marrén tostado, forma elipsoidal y paredes lisas, similar a lo
observado en A. tenuissima gr.-esp.; mientras que otra morfologia muy frecuente correspondid
a conidios mas oscuros (colores negros a marrones oscuros), de paredes rugosas y forma ovoide,
similares a los hallados en los aislamientos clasificados como A. arborescens gr.-esp. La presencia
de conidiéforos secundarios en los preparados fue muy frecuente, en consecuencia con las
ramificaciones observadas en tres dimensiones. Las caracteristicas microscopicas tipicas de este
grupo se observan en la Figura l11.12. Macroscépicamente, las colonias observadas en APZ fueron
grandes (6-6,5 cm de diametro), oscuras, con 5 a 6 anillos concéntricos claramente delimitados
y de aspecto pulverulento. En Agar V8® se observaron colonias negras y de aspecto velutinoso.
En DRYES, las colonias presentaron un aspecto muy similar al observado para A. arborescens gr.-
esp., siendo de color verde oscuro, surcadas y de textura velutinosa, de 4,5-6 cm de diametro.
Ademas, en MEA se observaron colonias color gris oscuro, y en DG18 se observaron colonias de
color gris con tonalidades amarronadas y bordes bien definidos, de 2,3-3,0 cm de diametro. Las

caracteristicas de las colonias tipicas observadas en cada medio de cultivo se muestran en la

Figura I11.13.
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Figura Ill.6: Observaciones de aislamientos tipicos de A. tenuissima grupo-especie en placa de
APZ. A. patrones tridimensionales de esporulacion a 16x; B. vision lateral de corte a 100x; C.

preparado con acido lactico a magnificacion 400x; D. detalle de conidios a 1000x.
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Figura lll.7: Placas con aislamientos tipicos
de A. tenuissima grupo-especie en
diferentes medios de cultivo. A. APZ; B.

Agar V8®; C. DRYES; D. MEA; E. DG18.
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Figura 111.8: Observaciones de aislamientos tipicos de A. arborescens grupo-especie en placa de

APZ. A. patrones tridimensionales de esporulacion a 16x; B. vision lateral de corte a 100x; C.

preparado con acido lactico a magnificacion 400x; D. detalle de conidios a 1000x.
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Figura 111.9: Placas con aislamientos tipicos
de A. arborescens grupo-especie en
diferentes medios de cultivo. A. APZ; B.

Agar V8®; C. DRYES; D. MEA; E. DG18.
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Figura I11.10: Observaciones de aislamientos tipicos de A. infectoria grupo-especie en placa de

APZ. A. 16x; B. corte a 100x; C. preparado con acido lactico a magnificacion 400x; D. detalle de

conidios a 1000x.
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Figura I11.11: Placas con aislamientos tipicos
de A. infectoria grupo-especie en diferentes
medios de cultivo. A. APZ; B. Agar V8®; C.
DRYES; D. MEA; E. DG18.
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Figura 11l.12: Observaciones de aislamientos tipicos de A. alternata grupo-especie en placa de

APZ. A. 16x; B. corte a 100x; C. preparado con acido lactico a magnificacion 400x; D. detalle de

conidios a 1000x.
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Figura 111.13: Placas con aislamientos tipicos

de A. alternata grupo-especie en diferentes

medios de cultivo. A. APZ; B. Agar V8®; C.
DRYES; D. MEA; E. DG18.
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11.3.3. Caracterizacion metabolémica

I11.3.3.a.-Perfiles de produccién de metabolitos secundarios

Un subgrupo representativo formado por 227 aislamientos de Alternaria spp. fue seleccionado
para determinar su perfil de metabolitos secundarios en condiciones estandarizadas in vitro.
Este grupo estuvo conformado por 33 cepas obtenidas de ardndanos, 64 de pimientos, 57 de
tomate y 73 de trigo. La base de datos utilizada abarcé 678 compuestos flngicos, incluyendo
metabolitos producidos por Alternaria spp. y especies de géneros relacionados y/o de
importancia en alimentos como Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Stemphylium, Ulocladium.
Para la generacion de perfiles de metabolitos secundarios se seleccionaron solamente aquellos
cuya identificacidn preliminar realizada mediante su tiempo de retencién, su masa exacta, su
patron isotépico y los datos de espectroscopia UV/Vis, fue confirmada por el patron de
fragmentacién en EM/EM. En funcion de dichas confirmaciones, se seleccionaron 50
metabolitos secundarios de estructura conocida para los posteriores analisis. Ademas, se
incluyeron otros 43 metabolitos de estructura desconocida, que fueron consistentemente
producidos por algunos de los aislamientos, y cuya unicidad fue confirmada por sus tiempos de
retencién y su masa exacta. La Figura Ill.14 muestra un ejemplo de la asignacidon de metabolitos

de estructura conocida en un cromatograma de UHPLC-EM.

Los perfiles de produccidn de los 93 metabolitos secundarios fueron evaluados para determinar
si constituyen una herramienta taxondmica iddnea para segregar los grupos-especie de
Alternaria de esporas pequefias aislados de alimentos y como soporte de la clasificacion
morfoldgica. Para ello, se realizd un andlisis de correspondencias multiples a partir de una matriz
binaria de los metabolitos (ausencia/presencia). El resultado de este analisis se muestra en la
Figura 111.15. El porcentaje total de varianza explicado por estas dos dimensiones fue del 25,6 %.
Se observo claramente la separacion de los aislamientos pertenecientes al grupo-especie A.
infectoria, mientras que el resto de los aislamientos se agruparon en una nube sin evidente
distincidn segun los grupos-especie en los que fueron clasificados ni los alimentos de los que

fueron obtenidos.
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Figura lll.14: Ejemplo de asignacidon de compuestos a partir de un extracto fungico en DRYES
analizado en UHPLC-EM en modo ESI*. A. Cromatograma (BPC) de Alternaria con los picos de los
compuestos mayoritarios detectados superpuestos a color. B-D. Ejemplo de asignacion de la
identidad del pico de AME por su tiempo de retencién y masa exacta comparado contra patron.
B. BPC con el pico de AME sefialado (tr=6,67 min); C. Espectro de masa del pico con tr=6,67 min.

D. Espectro de masa del patrén de AME (obtenido de base de datos).
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Figura 111.15: Distribucidn de casos (aislamientos identificados por grupo-especie) en el andlisis
de correspondencias multiples en dos dimensiones utilizando 93 metabolitos secundarios como

variables. El valor entre paréntesis de los ejes indica el porcentaje de varianza explicado por cada

dimensién.

I.3.3.a.i.- A. infectoria gr.-esp.

Los aislamientos analizados pertenecientes al grupo-especie A. infectoria produjeron 15
metabolitos especificos de este grupo, que no fueron sintetizados por ninguno de los otros
grupos-especie (Tabla Ill.4). Ademds, estas cepas fueron capaces de sintetizar siete compuestos
mas, en comun con el resto de los grupos. La Figura I11.16 muestra la proporcion de aislamientos

de A. infectoria productores de estos ultimos, respecto del total de aislamientos productores.
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Tabla 111.4: Metabolitos producidos por aislamientos del grupo-especie A. infectoria.

N° de aislamientos

Metabolito productores (n=15)
Infectopirona 15
Novae zelandina B 15
Novae zelandina A 14
8R.95-9.10-Epoxi-8-hidroxi-9-metildeca-2E.4Z.6E-acido-trienoico 14
3-Epiradicinol 11
3-Metoxi-3-epiradicinol 10
Albrasitriol 10
Phomapirona A 10
Tricicloalternareno 7a/7c 10
Phomapirona B 9
Tricicloalternareno E 9
Homodestruxina B 8
Phomapirona D 8
Clonostaquidiol 5
Acido pirenocaético A 4
Tricicloalternareno 5a/5b 4
Brasicadiol 3
Phomapirona G/E 3
Altersetina 2
Deoxiradicinina 1
Phomapirona F 1
Tricicloalternareno 1a/1b 1

Los compuestos sefialados en negrita fueron producidos Unicamente por cepas de este gr.-esp.
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Figura 111.16: Metabolitos en comun entre aislamientos de A. infectoria gr.-esp. y otros grupos-
especie. La barra completa representa el nimero total de cepas de Alternaria productoras de
cada compuesto. PyrA: acido pirenocaético; ALS: altersetina; TrcA: tricicloalternareno; DES-B:

homodestruxina B.

111.3.3.a.ii.-A. tenuissima, A. arborescens y A. alternata gr.-esp.

El resto de los aislamientos produjeron metabolitos comunes a todos los grupos-especie. No se
pudo identificar ningiin compuesto especifico de grupo que permita discriminar los morfogrupos
establecidos segun la clave taxonémica de Simmons (2007). En funcidn de estos resultados, se
realizd un segundo analisis de correspondencias multiples sobre estos aislamientos (excluyendo
los 15 metabolitos especificos del grupo-especie A. infectoria) para evaluar posibles
agrupaciones en el perfil de metabolitos de estos grupos, ya sea coincidente con las diferencias
morfoldgicas o de alguna otra indole. El resultado de este analisis realizado con 78 metabolitos
como variables se muestra en la Figura Ill.17. Todos los aislamientos se distribuyeron
aleatoriamente en el grafico en dos dimensiones en posiciones cercanas al origen de

coordenadas, sin detectarse ningun tipo de segregacion.
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Figura l11.17: Distribucién de casos (aislamientos identificados por grupo-especie) en el analisis
de correspondencias multiples en dos dimensiones utilizando 78 metabolitos como variables,
35 conocidos y 43 de estructura desconocida. El valor entre paréntesis de los ejes indica el

porcentaje de varianza explicado por cada dimensidn.

Si bien no se observé la formacién de subgrupos entre los aislamientos analizados, algunos de
ellos presentaron perfiles particularmente distintos del resto. Entre ellos, se puede mencionar a
un aislamiento de trigo clasificado como A. tenuissima gr.-esp., que resulto el Unico que no fue
capaz de sintetizar ninguno de los metabolitos de estructura conocida en las condiciones
ensayadas. Otra cepa también identificada como A. tenuissima gr.-esp., obtenida de tomate, fue
la Unica que produjo un solo metabolito de estructura identificada, TEN. Luego, una tercera cepa
de A. tenuissima gr.-esp. aislada de pimiento produjo Unicamente TeAy su derivado isoTeA. Mas
aun, sobre un total de cuatro cepas productoras de sélo tres metabolitos de estructura conocida,
dos de ellas (ambas A. tenuissima gr.-esp., una de pimiento y otra de arandano), produjeron los

tres metabolitos antes mencionados (TEN, TeA e isoTeA).
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I11.3.3.b.-Capacidad metaboldmica de Alternaria spp. de alimentos

La mayoria de las cepas fue capaz de sintetizar in vitro un elevado nimero de metabolitos
secundarios (Tabla Ill.5). La moda estadistica fue de 19 compuestos producidos. El maximo fue
33, correspondiente a una cepa de Alternaria sp. obtenida de pimiento, de los cuales 17 fueron
metabolitos de estructura conocida y 16 desconocida. Ademas, 32 aislamientos fueron capaces
de producir mas de 25 compuestos. El valor minimo de metabolitos detectados fue 1, que
correspondid a la cepa de trigo que no produjo ninguno de los metabolitos de estructura
conocida, mencionada anteriormente. Sélo cuatro aislamientos fueron productores de menos
de 5 metabolitos. En cuanto a los metabolitos de estructura conocida particularmente, la cepa
que fue capaz de sintetizar la mayor cantidad fue una A. tenuissima gr.-esp. aislada de trigo, con

un total de 22, siendo este valor el doble del mas frecuente para dichos metabolitos (11).

Tabla I11.5: Valores minimo, maximo y moda estadistica de produccidn de metabolitos totales

(93) y de estructura conocida (50) por aislamientos de Alternaria spp. de alimentos in vitro.

Minimo Maximo Moda
Metabolitos totales 1 33 19
Metabolitos de estructura conocida 0 22 11

La Tabla lll.6 muestra el nimero de aislamientos productores de los compuestos de estructura
conocida sintetizados por al menos el 10 % del total de aislamientos estudiados. Los metabolitos
producidos por al menos el 10 % de los aislamientos de cada sustrato discriminados por grupo-
especie se muestran en las Tablas l11.7, [11.8, 111.9 y I11.10. En la Tabla II.11 se listan los compuestos
minoritarios producidos por los aislamientos estudiados y en la Tabla 111.12 los compuestos de
Alternaria incluidos en la base de datos utilizada, pero que no fueron producidos por ninguna
de las cepas. Los compuestos detectados con mayor frecuencia en todos los sustratos fueron
AOH, AME, ALT, PyrA y ACR-A. Sobre estos dos ultimos, existen muy pocos datos acerca de su
toxicidad o contaminacién en alimentos en la bibliografia. Las micotoxinas preponderantes
fueron los alternarioles (AOH y AME), independientemente del sustrato de origen de los
aislamientos productores. Los aislamientos de arandanos los produjeron en una frecuencia del
82 % (AME) y 73 % (AOH), mientras que en el resto de los sustratos dicha frecuencia fue de entre
90 y 98 % para ambos compuestos. ALT, TEN y TeA fueron las siguientes toxinas con mayor
frecuencia de produccién por los aislamientos de todos los alimentos (82-95 % para ALT; 53-76

% para TEN y 53-66 % para TeA). Por otra parte, las altertoxinas fueron sintetizadas por un menor
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numero de aislamientos provenientes de todos los sustratos y correspondientes a todos los

grupos-especie analizados. En particular, ATX-lll sélo fue producida por dos aislamientos

clasificados como A. tenuissima gr.-esp., uno obtenido de tomate y el otro de trigo. ATX-I fue,

en general, mas frecuentemente detectada que ATX-Il, excepto para los aislamientos de trigo,

donde esta ultima fue la que prevalecid. Por ultimo, las toxinas especificas de hospedador (AAL,

AK, AF y AM) no fueron detectadas en ningun caso (Tabla I11.12).

Tabla 11.6: Numero de aislamientos de Alternaria spp. productores de los metabolitos mas

frecuentes por alimento de origen.

Metabolito

Total Arandanos Pimientos Tomate Trigo

(227) (33) (64) (57) (73)
Alternariol monometil éter 195 27 59 55 54
Alternariol 191 24 59 56 52
Acido pirenocaético 189 28 55 51 55
Altenueno 183 27 54 54 48
Altecromona A 182 25 59 52 46
Tentoxina 138 25 46 36 31
Acido tenuazénico 121 18 41 30 32
3-Hidroxialternariol 5-O-metil éter 108 8 38 37 25
Altenuisol 104 11 30 31 32
Acido isopropil tetramico 100 18 34 26 22
Tricicloalternareno A 82 25 25 9 23
Altersetina 82 7 27 31 17
Altenusina 73 10 25 23 15
Altertoxina | 64 19 17 12 16
Alterlactona 63 10 13 24 16
Alterperilenol 59 13 12 12 22
2,3-DiOH-quinolin-4-0-B-D-glucopirandsido 50 1 17 32 0
Altersolanol 48 5 17 21 5
Dihidrotentoxina 43 8 21 6 8
Altecromona B 40 4 12 14 10
Tricicloalternareno C 38 11 13 6 8
Altertoxina Il 33 4 4 6 19

Los numeros entre paréntesis indican el total de aislamientos por alimento en cada columna. Los

compuestos sefialados en negrita son considerados micotoxinas (Solfrizzo, 2017).
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Tabla I1l.7: Niumero de aislamientos de Alternaria spp. obtenidos de ardndano, productores de

los metabolitos mas frecuentes por grupo-especie.

Metabolito Total A. tenuissima gr.- A. alternata gr.-
(33) esp. (32) esp. (1)
Acido pirenocaético A 28 27 1
Alternariol monometil éter 27 26 1
Altenueno 27 26 1
Altecromona A 25 24 1
Tentoxina 25 25 0
Tricicloalternareno A 25 24 1
Alternariol 24 23 1
Altertoxina | 19 19 0
Acido tenuazénico 18 18 0
Acido isopropil tetramico 18 18 0
Alterperilenol 13 13 0
Altenuisol 11 10 1
Tricicloalternareno C 11 10 1
Altenusina 10 9 1
Alterlactona 10 9 1
3-Hidroxialternariol 5-O-metil éter 8 7 1
Dihidrotentoxina 8 8 0
Altersetina 7 6 1
Altersolanol 5 5 0
Altecromona B 4 3 1
Altertoxina Il 4 4 0
Tricicloalternareno E 4 3 1
Tricicloalternareno 5a/5b 4 3 1

Los numeros entre paréntesis indican el total de aislamientos por grupo-especie en cada columna. Los
compuestos sefialados en negrita son considerados micotoxinas (Solfrizzo, 2017).
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Tabla 111.8: Numero de aislamientos de Alternaria spp. obtenidos de pimiento, productores de

los metabolitos mas frecuentes por grupo-especie.

Metabolito Total A. tenuissima A. arborescens A. alternata Alternaria
(64) gr.-esp. (49) gr.-esp. (4) gr.-esp. (4) sp. (7)
g\:tet:rnariol monometil 59 a4 a a 7
Alternariol 59 44 4 4 7
Altecromona A 59 44 4 4 7
Acido pirenocaético A 55 40 4 4 7
Altenueno 54 40 3 4 7
Tentoxina 46 39 1 3 3
Acido tenuazénico 41 33 2 1 5
?n:;iclj;i);lflternarlol 5-0 38 55 3 3 7
Acido isopropil tetramico 34 30 1 0 3
Altenuisol 30 20 2 3 5
Altersetina 27 21 1 2 3
Tricicloalternareno A 25 19 2 2 2
Altenusina 25 15 1 3 6
Dihidrotentoxina 21 18 1 1 1
Altertoxina | 17 16 0 0 1
gucoprangndo T 18 : S
Altersolanol 17 12 1 2 2
Alterlactona 13 9 1 1 2
Tricicloalternareno C 13 12 0 0 1
Alterperilenol 12 12 0 0 0
Altecromona B 12 7 2 1 2
Acido alternarienénico 8 5 1 1 1

Los numeros entre paréntesis indican el total de aislamientos por grupo-especie en cada columna. Los

compuestos sefialados en negrita son considerados micotoxinas (Solfrizzo, 2017).
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Tabla 111.9: NUmero de aislamientos de Alternaria spp. obtenidos de tomate, productores de los

metabolitos mas frecuentes por grupo-especie.

Metabolito Total  A. tenuissima A. arborescens A. alternata
(57) gr.-esp. (39) gr.-esp. (16) gr.-esp. (2)
Alternariol 56 38 16 2
Alternariol monometil éter 55 37 16 2
Altenueno 54 37 15 2
Altecromona A 52 34 16 2
Acido pirenocaético A 51 34 15 2
3-Hidroxialternariol 5-O-metil éter 37 24 11 2
Tentoxina 36 27 9 0
B00MINIOPO o
Altenuisol 31 20 9 2
Altersetina 31 16 13 2
Acido tenuazénico 30 14 14 2
Acido isopropil tetramico 26 12 13 1
Alterlactona 24 21 2 1
Altenusina 23 19 3 1
Altersolanol 21 20 1 0
Altecromona B 14 7 7 0
Altertoxina | 12 12 0 0
Alterperilenol 12 12 0 0
Tricicloalternareno A 9 9 0 0
Acido diaportinico 7 5 1 1
Dihidrotentoxina 6 4 2 0
Tricicloalternareno C 6 6 0 0
Altertoxina Il 6 6 0 0

Los numeros entre paréntesis indican el total de aislamientos por grupo-especie en cada columna. Los

compuestos sefialados en negrita son considerados micotoxinas (Solfrizzo, 2017).
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Tabla 111.10: Namero de aislamientos de Alternaria spp. obtenidos de trigo, productores de los

metabolitos mas frecuentes por grupo-especie.

Metabolito Total A. tenuissima A. arborescens A. infectoria A. alternata Alternaria
(73) gr.-esp. (48) gr.-esp. (4) gr.-esp. (15) gr.-esp. (1) sp. (5)
Acido pirenocaéticoA 55 41 4 4 1 5
monometiéter 4 4 s 0 s
Alternariol 52 42 4 0 1 5
Altenueno 48 38 4 0 1 5
Altecromona A 46 37 4 0 1 4
Acido tenuazénico 32 27 2 0 0 3
Altenuisol 32 25 4 0 1 2
Tentoxina 31 26 3 0 0 2
é::i;:ngfmand 5 55 17 4 0 1 3
Tricicloalternareno A 23 20 1 0 1 1
v S S S
Alterperilenol 22 11 0 10 0 1
Altertoxina Il 19 18 0 0 0 1
Altersetina 17 11 3 2 0 1
Alterlactona 16 12 2 0 1 1
Altertoxina | 16 15 0 0 0 1
Novae zelandina B 15 0 0 15 0 0
Altenusina 15 12 2 0 1 0
Infectopirona 15 0 0 15 0 0
Novae zelandina A 14 0 0 14 0 0
9,10-Epoxi-8-0OH-9-
metildeca-2,4,6-acido 14 0 0 14 0 0
trienoico
Tricicloalternareno E 11 2 0 9 0 0
Altecromona B 10 6 3 0 0 1
;;i/ci;lcoalternareno 10 0 0 10 0 0
Homodestruxina B 10 1 0 8 0 1
et w0 o w0

Los numeros entre paréntesis indican el total de aislamientos por grupo-especie en cada columna. Los

compuestos sefialados en negrita son considerados micotoxinas (Solfrizzo, 2017).
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Tabla 111.10 (continuacidn): Numero de aislamientos de Alternaria spp. obtenidos de trigo,

productores de los metabolitos mas frecuentes por grupo-especie.

Total A. tenuissima A. arborescens A. infectoria A. alternata Alternaria

Metabolito (73) gr.-esp. (48) gr.-esp. (4) gr.-esp. (15) gr.-esp. (1) sp. (5)
3-Epiradicinol 10 0 0 10 0 0
Phomapirona A 10 0 0 10 0 0
Phomapirona B 9 0 0 9 0 0
Albrasitriol 9 0 0 9 0 0
Dihidrotentoxina 8 6 1 0 0 1
Tricicloalternareno C 8 8 0 0 0 0
Phomapirona D 8 0 0 8 0 0

Los numeros entre paréntesis indican el total de aislamientos por grupo-especie en cada columna. Los
compuestos sefialados en negrita son considerados micotoxinas (Solfrizzo, 2017).

Tabla lll.11: Metabolitos secundarios producidos in vitro por menos del 10% de los aislamientos

de Alternaria spp. obtenidos de arandano, pimiento, tomate y trigo de Argentina.

Metabolito N° de productores

Tricicloalternareno 1a/1b 16
Tricicloalternareno 8a
Demetilaltenusina
cis-Dehidrocurvularina
Clonostaquidiol
Dehidroaltenusina
Stemphyltoxina Il
Phomapirona G/E
Brasicadiol

Altertoxina Ill

N W w1l O L

=

Phomapirona F

=

Deoxiradicinina
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Tabla l11.12: Metabolitos secundarios reportados para Alternaria spp. que no fueron producidos

in vitro por los aislamientos obtenidos de ardndano, pimiento, tomate y trigo de Argentina.

Metabolito Metabolito
7-Oxo-brefeldina B Toxina AAL-TA
Acido alténuico Il Toxina AAL-TB1
Alterlosina Il Toxina AAL-TB2
Alternaramida Toxina AAL-TC1
Deoxiuvidina B Toxina AAL-TD1
Radicina Toxina AAL-TD2
Raistrick fenol Toxina AAL-TE1
Resveratrol Toxina AAL-TE2
Solanapirona C Toxina AF-IlI
Tetrahidroaltersolanol Toxina AK-II
Zinnimidina Toxina AK-III
Toxina AM-I

I11.3.3.c.-Evaluacion del riesgo toxicolégico asociado a los distintos alimentos

Teniendo en cuenta la elevada capacidad metaboldmica detectada en los aislamientos de
Alternaria spp. contaminantes de alimentos, se decidié comparar las producciones relativas de
los compuestos reportados como micotoxinas de especies de este género (Solfrizzo, 2017) por
aislamientos provenientes de cada uno de los sustratos, con el fin de realizar una evaluacién de
riesgo sobre cada uno de los alimentos analizados. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 111.18. Los valores de produccién fueron determinados en forma semicuantitativa en
funcién del 4rea de los picos detectados por UHPLC-EM, por lo tanto no pueden compararse
entre distintos metabolitos, sino Unicamente para una determinada toxina entre los distintos

sustratos.
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Figura 111.18: Produccién semicuantitativa de ocho metabolitos seleccionados por los
aislamientos de Alternaria spp. en funcién del sustrato. La altura de las barras indica la mediana
de las dreas y las lineas indican el rango. Los valores indicados con un punto muestran el % de
aislamientos productores de ese sustrato. Nétese que la escala del eje “y” es diferente segun el
metabolito. AOH: alternariol; AME: alternariol monometil éter; ALT: altenueno; TEN: tentoxina;
TeA: acido tenuazdnico; isoTeA: acido isopropil tetramico; ATX-I: altertoxina |; ATX-1I: altertoxina

La distribucién de las concentraciones de ambos alternarioles en los distintos sustratos fue
similar. Los mayores niveles de ambos correspondieron a cepas de tomate, siendo también este
sustrato junto con pimientos aquellos de los que se aislaron mayor porcentaje de aislamientos
productores. En el caso de ALT, los niveles de produccién también fueron uniformes entre los
aislamientos de los cuatro alimentos estudiados. Por otro lado, los mayores niveles de TEN se
hallaron en aislamientos provenientes de arandanos. Para el resto de los sustratos, si bien los
niveles de la mediana de TEN no fueron muy elevados, los rangos de concentraciones se
encuentran desplazados hacia valores mucho mayores debido a la presencia de escasas cepas
altamente productoras. Con respecto a TeA, los niveles de toxina fueron comparables entre los
aislamientos de los cuatro sustratos, observandose la presencia de muchas cepas fuertemente
productoras, especialmente obtenidas de tomate. Esta tendencia no se observd para su
derivado isoTeA, el cual fue producido en niveles parejos por los aislamientos de los cuatro
alimentos. En cuanto a las altertoxinas, los aislamientos obtenidos de arandanos fueron los
capaces de producir los mayores niveles de ATX-I. Asimismo, fue de este sustrato del que se
obtuvo el mayor porcentaje de cepas productoras. ATX-1l, en cambio, fue sintetizada en mayores
niveles por las cepas de trigo, sustrato a partir del cual se obtuvo el mayor porcentaje de
aislamientos productores. Ademas, el rango de esta toxina de las cepas provenientes de
pimiento es muy amplio debido a la presencia de un Unico aislamiento altamente productor de

ATX-11.

1l1.3.4. Caracterizacion molecular y andlisis filogenéticos

Para la caracterizacién molecular de los aislamientos se realizé la amplificacidn y secuenciacion
de una regidn del gen de la endopoligalacturonasa (endoPG), reportado en bibliografia como
una herramienta Util para diferenciar los grupos de Alternaria de esporas pequefias

estrechamente relacionados con A. alternata (Andrew y col., 2009). Los cebadores utilizados
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para la reaccién de PCR no fueron amplificados por los aislamientos del grupo-especie A.
infectoria, grupo que resulté previamente segregado por los otros aspectos del enfoque
polifasico (seccidn 111.3.2 y 111.3.3). El analisis se realizé sobre un subgrupo de 45 aislamientos
representativo de los cuatro sustratos y de los otros tres grupos-especie (A. tenuissima, A
arborescens y A. alternata gr.-esp.; Tabla I11.13). La amplificacidn parcial del gen endoPG resulté
en amplicones de longitud entre 418 a 470 pb. Las secuencias alineadas tuvieron una longitud
de 473 pb. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la base de datos de GenBank (NCBI

NIH, EEUU), con los nimeros de acceso KY969535 a KY969582.

Tabla 111.13: Aislamientos de Alternaria seleccionados para la caracterizacion molecular,

indicando sustrato, clasificacién morfoldgica, haplotipo y N° de acceso a la secuencia de endoPG

en GenBank.

Cddigo Sustrato Alternaria gr.-esp. Haplotipo N° de acceso
alter34016_J* Mani A. alternata 4 KY969535
arbo39128 L* Tomate A. arborescens HG-5c KY969538
ten34015_H* Clavel A. tenuissima 3 KY969552

B 31 H Arandano A. tenuissima 2 KY969553

B 32 H Arandano A. tenuissima 2 KY969554

P_33_H* Pimiento A. tenuissima 3 KY969555

P 34 H Pimiento A. tenuissima 3 KY969556

P 35 H Pimiento A. tenuissima 3 KY969557

P 36 H Pimiento A. tenuissima 3 KY969558

P_37_H Pimiento A. tenuissima 3 KY969559

P_38_L* Pimiento A. arborescens HG-5e KY969539

P_39 J* Pimiento A. alternata HG-5f KY969536

P_40_H* Pimiento A. tenuissima HG-5d KY969560

P_41 sp Pimiento Alternaria sp. HG-5e KY969549

P 42 H Pimiento A. tenuissima 3 KY969561

P_43 H Pimiento A. tenuissima 3 KY969562

Los aislamientos sefialados en negrita y con * corresponden a las secuencias seleccionadas para los

analisis filogenéticos.

El grupo externo fue obtenido de Stewart y col. (2014).

El cddigo de las cepas corresponde a: sustrato_nimero de cepa_grupo morfoldgico (segin Simmons,

2007). Codigo de sustrato: B: ardndano; P: pimiento; T: tomate; W: trigo.
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Tabla 111.13 (continuacidn): Aislamientos de Alternaria seleccionados para la caracterizacion
molecular, indicando sustrato, clasificacion morfoldgica, haplotipo y N° de acceso a la secuencia

de endoPG en GenBank.

Cddigo Sustrato Alternaria gr.-esp. Haplotipo N° de acceso
P_44 sp Pimiento Alternaria sp. HG-5d KY969550
P 45 H Pimiento A. tenuissima 3 KY969563
P 46 H Pimiento A. tenuissima 3 KY969564
T 1 _H* Tomate A. tenuissima 2 KY969582
T 10 L Tomate A. arborescens HG-5e KY969543
T11 H Tomate A. tenuissima 2 KY969567
T 12 H Tomate A. tenuissima 2 KY969568
T 2 L* Tomate A. arborescens HG-5b KY969581
T 3 L* Tomate A. arborescens HG-5a KY969540
T 47 L Tomate A. arborescens HG-5d KY969544
T_48_L* Tomate A. arborescens HG-5c¢ KY969545
T 49 H Tomate A. tenuissima 3 KY969569
T5H Tomate A. tenuissima HG-5e KY969565
T 50_H Tomate A. tenuissima 2 KY969570
T71L Tomate A. arborescens HG-5d KY969541
T8 H Tomate A. tenuissima 3 KY969566
TOL Tomate A. arborescens HG-5e KY969542
w_14_J* Trigo A. alternata HG-5g KY969537
W_16 H Trigo A. tenuissima 2 KY969571
W_18 H Trigo A. tenuissima 3 KY969572
W_20_H Trigo A. tenuissima 3 KY969573
W_21 H Trigo A. tenuissima 2 KY969574
W 22 L Trigo A. arborescens 2 KY969546
W 23 L Trigo A. arborescens HG-5d KY969547
W_25_sp Trigo Alternaria sp. 2 KY969551
W_26 H Trigo A. tenuissima HG-5e KY969575
W_29 H Trigo A. tenuissima 3 KY969576

Los aislamientos sefialados en negrita y con * corresponden a las secuencias seleccionadas para los
analisis filogenéticos.

El grupo externo fue obtenido de Stewart y col. (2014).

El cddigo de las cepas corresponde a: sustrato_numero de cepa_grupo morfoldgico (segin Simmons,
2007). Codigo de sustrato: B: ardandano; P: pimiento; T: tomate; W: trigo.
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Tabla 111.13 (continuacidn): Aislamientos de Alternaria seleccionados para la caracterizacion
molecular, indicando sustrato, clasificacion morfoldgica, haplotipo y N° de acceso a la secuencia

de endoPG en GenBank.

Cddigo Sustrato Alternaria gr.-esp. Haplotipo N° de acceso
W_51 H Trigo A. tenuissima 2 KY969577
W_52_H* Trigo A. tenuissima 1 KY969578
W_ 53 L Trigo A. arborescens HG-5e KY969548
W_54 H Trigo A. tenuissima 3 KY969579
W_55 H Trigo A. tenuissima 2 KY969580

A. tomato_2031* Tomate A. tomato grupo externo KF699423.1

Los aislamientos sefalados en negrita y con * corresponden a las secuencias seleccionadas para los
analisis filogenéticos.

El grupo externo fue obtenido de Stewart y col. (2014).

El cddigo de las cepas corresponde a: sustrato_numero de cepa_grupo morfoldgico (segin Simmons,
2007). Codigo de sustrato: B: arandano; P: pimiento; T: tomate; W: trigo.

I11.3.4.a.- Analisis filogenéticos

Como primer andlisis para evaluar la variabilidad génica en la subpoblacién en estudio se
construyd una red de haplotipos, la cual se muestra en la Figura I11.19. La muestra estudiada
estuvo compuesta por 11 haplotipos. El haplotipo ancestral (“W_52_H"), representado por un
rectangulo en la red, estuvo conformado por un solo aislamiento proveniente de trigo y
clasificado morfolégicamente como A. tenuissima gr.-esp. Uno de sus derivados, representado
en la figura como “T_1_H” estuvo formado por 6 aislamientos de trigo, 4 de tomate y 2 de
arandanos (12 aislamientos en total), pertenecientes principalmente al grupo-especie A.
tenuissima, excepto 2 aislamientos, clasificados como A. arborescens gr.-esp. y Alternaria sp. El
haplotipo denominado “P_33_H” incluyd 15 aislamientos, todos pertenecientes al grupo
morfoldgico “H” descripto en el manual de Simmons (2007), obtenidos de pimiento, trigo y
tomate (9, 4 y 2, respectivamente) y la cepa de referencia A. tenuissima EGS 34015. El resto de
los aislamientos mostraron estar mds emparentados entre si que con los anteriormente
descriptos, conformando un haplogrupo que se denomindé HG-5, comprendido por siete
haplotipos. Dos de ellos, “T_2 L” y “T_3_L”, estuvieron formados por un Unico aislamiento,
ambos clasificados como A. arborescens gr.-esp. y obtenidos de tomate. El haplotipo “T_45 L”
estuvo conformado Unicamente por 2 cepas también de A. arborescens gr.-esp., una de ellas
aislada de fruto de tomate, y la otra fue la cepa de referencia A. arborescens EGS 39128,

obtenida de hoja del mismo vegetal. Los haplotipos “P_39 J’ y “W_14 J” estuvieron

77



IlI-Caracterizacion polifdsica de poblaciones de Alternaria

constituidos por un Unico aislamiento cada uno, ambos clasificados en el grupo-especie A.
alternata. El haplotipo “P_40_H” estuvo formado por cepas clasificadas en los grupos “L” (3),
“H” (1) y sp. (1), obtenidas de pimiento, trigo y tomate (2, 1y 2 aislamientos, respectivamente).
Los siete aislamientos restantes conformaron el haplotipo “P_38 L”, y pertenecen a los
morfogrupos A. arborescens gr.-esp. (4), A. tenuissima gr.-esp. (2) y Alternaria sp. (1),
provenientes de pimiento, trigo y tomate (2, 2 y 3 aislamientos, respectivamente). En general,
la red de haplotipos mostré muy bajos niveles de diversidad genética dentro de los aislamientos

y no se observd una correlacidn entre haplotipos y sustrato de origen o morfogrupos.

Una secuencia representativa de cada haplotipo fue seleccionada aleatoriamente para los
analisis subsiguientes. Estas 11 secuencias se indican con negrita y (*) en la Tabla 111.13. Con ellas,
se construyeron las filogenias basadas en dos escuelas de pensamiento diferentes: la escuela
cladistica (método basado en maxima parsimonia) y la escuela probabilistica (métodos de
maxima verosimilitud y Bayesianos). El drbol obtenido a partir del andlisis Bayesiano se muestra
en la Figura I11.20. El analisis por maxima parsimonia generé un arbol de 24 pasos evolutivos que
se muestra en la Figura IlIl.21. Ambas topologias coincidieron con las relaciones representadas
en la red de haplotipos. Incluso los siete haplotipos comprendidos en el haplogrupo HG-5
resultaron estar mas relacionados entre ellos que con cualquier otra secuencia. La confiabilidad
de los grupos fue evaluada a través de los valores de probabilidad posterior y de bootstrap de
los nodos en cada analisis; ambas medidas de soporte resultaron ser muy bajas, como es

esperable entre entidades con niveles muy bajos de divergencia (Ballard y Whitlock, 2004).
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P_33_H;
T2l > T3l > 4
" ten34015_H
R S W ALl

HG-5

Figura 111.19: Red de haplotipos obtenida a partir de 45 aislamientos de Alternaria de alimentos
de Argentina y tres cepas de referencia de A. tenuissima, A. arborescens y A. alternata. Cada
haplotipo esta representado con un color diferente; el haplogrupo se muestra como HG-5. Los
aislamientos incluidos en cada haplotipo se muestran en la Tabla 111.13. El haplotipo ancestral se
indica con un rectdngulo. Los circulos pequefios representan haplotipos intermediarios ausentes
(no fueron muestreados o se extinguieron). Las lineas entre dos haplotipos representan pasos
mutacionales. El cédigo de las cepas corresponde a: sustrato_numero de cepa_grupo
morfoldgico (segiin Simmons, 2007). Cédigo de sustrato: B: arandano; P: pimiento; T: tomate;

W: trigo.
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A. tomato_2031

- W_52_H

alterEGS34016_J

L\ P_33_H
L tenEGs34015_H

T 2L
T 3L
W_14_J

0.998 9987 P_38_L

P_39_J
P_40_H

0.9863 T_48_L
arboEGS39128_L

0.002

Figura l11.20: Filogenia Bayesiana estimada a partir los haplotipos de endoPG de los aislamientos
de Alternaria spp. Los niUmeros sobre las ramas indican la probabilidad posterior Bayesiana. La

longitud de las ramas indica el nUmero de sustituciones por sitio.

—— A.tomato 2031

alterkEGS34016 J
» —— W _52 H
— — — T 1 H
tenEGS34015 H
415 33_n
-1 001 —— P 40 _H
—— T 3 L
— T 2 L
arbokEGS39128 L
594 T 48 L B
—— P 39 J
P 38 L
— W 14 J

Figura 11.21: Arbol de maxima parsimonia estimado a partir de los haplotipos de endoPG de los
aislamientos de Alternaria spp. Los nimeros en las ramas indican los valores de bootstrap (sélo

se reportan los valores mayores a 50 %).
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l11.3.4.b.-Analisis simultaneo de datos de morfologia y secuencias

Para organizar objetivamente las observaciones morfoldgicas a nivel macro y microscépico, se
construyd una matriz morfolégica con los 45 aislamientos utilizados para los analisis
filogenéticos basados en secuencias de ADN y las tres cepas de referencia. Dicha matriz se
muestra en la Tabla Ill.14. Con estos datos, se realizé un analisis de maxima parsimonia, el cual
rindié 1.257 arboles, de 152 pasos. El arbol de consenso estricto, que resume las relaciones
congruentes entre todos los arboles obtenidos, mostré sélo dos grupos con un soporte

extremadamente bajo (Figura 111.22).

El arbol Bayesiano obtenido a partir del andlisis simultdneo de los datos moleculares y
morfoldgicos se muestra en la Figura 111.23. En el mismo se observé la misma topologia que la
que habia sido obtenida utilizando Unicamente los datos moleculares (seccién 1.3.4.a, Figuras

[1.20 y 111.21).

Tabla 1ll.14: Matriz de datos morfoldgicos de los 45 aislamientos de Alternaria, las 3 cepas de

referencia y el grupo externo.

Codificacion de

Codificacion de

Cepa caracteres morfoldgicos Cepa caracteres morfoldgicos
T 1H 11011 11200 11000 0010 W_21_H 22001 10200 12100 0011
T 2L 21012 21111 00110 1011 W_22 L 21112 20210 11100 0111
T3L 11012 10210 02011 1101 W_23 L 21002 20200 02011 1011
T 5H 21102 20211 11000 0011 W_25_sp 11001 21200 11100 2100
T 7L 11012 21111 00011 0101 W_26_H 21101 20200 11100 2100
T 8_H 12000 01200 11111 0011 W_29 H 12001 20200 12111 0011
TOo L 21012 21111 02011 0101 B_31 H 11001 10200 02011 2100
T_10_ L 11001 21101 02011 1011 B_32_H 12000 00200 12000 2000
T_11 H 12000 01300 10100 2100 P_33_H 21000 01100 11011 2000
T 12 H 12001 1120011111 0010 P_34 H 21001 10200 11100 2100
W_14 ) 11002 10210 11100 0011 P_35 H 12000 01100 00011 2001

W_16_H 21000 00200 12000 2000 P_36_H 11001 11100 02111 2100
W_18 H 12001 10200 10100 0010 P37 H 12011 11100 12011 0111
W_20 H 11010 01000 10100 2000 P38 L 1011001111 11110 1011

Los datos faltantes (estados de caracter desconocidos) figuran como “?”.

El codigo de las cepas

corresponde a: sustrato_numero de cepa_grupo morfolédgico (segiin Simmons, 2007). Cédigo de sustrato:

B: arandano; P: pimiento; T: tomate; W: trigo.

81



IlI-Caracterizacion polifdsica de poblaciones de Alternaria

Tabla 111.14 (continuacién): Matriz de datos morfoldgicos de los 45 aislamientos de Alternaria,

las 3 cepas de referencia y el grupo externo.

Cepa

Codificacion de
caracteres morfoldgicos

Cepa

Codificacion de
caracteres morfoldgicos

P_39J
P_40_H
P_41_sp
P_42 H
P_43_H
P_44 sp
P_45 H
P_46_H
T 47_L
T 48 L
T 49 H

21012 11100 10100 2000
12000 01200 01011 0011
11002 20210 10000 2101
22001 10100 01111 2100
22000 01100 02111 2100
21012 10110 02111 1011
11011 11100 12011 2100
21000 01000 12101 1111
11011 11311 01011 1011
21102 20211 10100 0100
11100 01100 11000 2000

T_50_H
W_51_H
W_52_H
W_53 L
W_54_H
W_55_H
alter34016_J
arbo39128 L
ten34015_H
A. tomato_2031

11100 00200 11001 0100
12000 01100 10110 2000
21000 01100 11011 0010
21012 21210 10110 0011
22011 10100 02111 2100
21001 21000 11100 2100
21002 10211 02011 2010
11012 21211 01010 1011
12000 01100 10110 2100

Los datos faltantes (estados de caracter desconocidos) figuran como “?”. El cddigo de las cepas

corresponde a: sustrato_numero de cepa_grupo morfoldgico (segin Simmons, 2007). Cédigo de sustrato:

B: arandano; P: pimiento; T: tomate; W: trigo.
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—— Atomato2031
—— P 38 L

tenEGS34015 H
arboEGS39128 L
alterEGS34016 J

—— W_51 H
—— T 50 _H
—— T 49 H
—— P _46 H
—— P 44 sp
—— P_41 sp
—— P_40_H
—— P_ 36 _H
— P_35_ H
—— B 31 H
—— W_23 L
—— W_14 J
—— T 12 H
—— T 11 H
—— T 8 H
—— T 1 H
_:W_53_L
T 2 L
_|: W 52 H
P 33 H
_: T 47 L
T 10 L
_|: P 45 H
P 37 H
_: P 39 J
W 20 H
_: B 32 H
W 16 H
—— P 43 H
_|: W 54 H
P 42 H
—— W_22 H
_: T 48 L
T 5 B
—— W_29 H
_|: W 21 H
W 18 _H
—— T 3 L
— [ I-2-%
T 7 L
—— P 34 H
—— W_26_H
_|: W 55 H
W 25 sp

Figura 111.22: Arbol de consenso estricto de maxima parsimonia estimado a partir de los datos

morfoldgicos de los aislamientos de Alternaria spp. Los nUmeros en las ramas indican los valores

de bootstrap (sélo se reportan los valores mayores a 50 %).
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A. tomato_2031
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Figura 11l.23: Filogenia Bayesiana estimada a partir de los haplotipos de endoPG y las
caracteristicas morfoldgicas de los aislamientos de Alternaria spp. Los nUmeros sobre las ramas
indican la probabilidad posterior Bayesiana. La longitud de las ramas indica el nimero de

sustituciones por sitio.

l11.3.4.c.-Comparacion de secuencias de diferente origen geografico

La filogenia Bayesiana obtenida con secuencias de endoPG de diversas regiones del mundo se
muestra en la Figura Il.24. Todos los aislamientos argentinos se distribuyeron en los clados 1y
3 descriptos por Stewart y col. (2014). El haplotipo "P_33 _H", que incluye ademas la cepa de
referencia A. tenuissima EGS34015, resultd mas estrechamente relacionado con las secuencias

del clado 3 de citricos que los otros aislamientos.
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A. tomato_2031

1 ST_H10_C2
94— ST H9_C2
T1H
T2t
T3
_ w_14_)
2 _‘l P38 L
% 2] P39
- paoH
.59 T_48L
59 I arboEGS39128_L
o— P_33_H
tenEGS34015_H
ST_H6_C3
ST_H1_C3
—_ ST_Ha_C3
0.9993 52 °'92F ST_H5_C3

P ST_H13_C3
ST_H3_C3

ST_H2_C3

ST_H7_C3

w_S2_H
 — alterEGS34016_)
7L ST H12.C1
ST_H8_C1
ST_H11_C1
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Figura 111.24. Filogenia Bayesiana estimada a partir de datos de secuencias de endoPG de 10
haplotipos de Alternaria de esporas pequeiias aisladas de alimentos en Argentina, tres cepas de
referenciay 13 secuencias obtenidas de aislamientos de citricos en diversas regiones geograficas
(Stewart y col., 2014). Grupo externo: A. tomato. Los nimeros sobre las ramas indican valores
de probabilidad posterior del analisis Bayesiano y los nimeros debajo indican los valores de
bootstrap de la estimacién del arbol de maxima parsimonia. La longitud de las ramas indica el
numero de sustituciones por sitio. El cédigo de las secuencias argentinas corresponde a:
sustrato_numero de cepa_grupo morfolégico (segin Simmons, 2007). Cédigo de sustrato: B:
arandano; P: pimiento; T: tomate; W: trigo. El cddigo de las secuencias de Stewart y col. (2014)
corresponde a: iniciales de autor_haplotipo _clado, seglin esta descripto en la Figura 1 de dicho

trabajo.

11.3.5. Caso de estudio: pimiento

Dado que el pimiento es un cultivo de importancia agroecondmica en el cinturdn verde de la
Provincia de Buenos Aires y cuya diversidad fungica no habia sido estudiada en Argentina hasta
el inicio del presente trabajo, se realizdé un andlisis de esta matriz abarcando el aislamiento y
caracterizacion de los hongos causantes de deterioro y la deteccidén de toxinas de Alternaria spp.

en los frutos.
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I11.3.5.a.-Hongos filamentosos

Al analizar la micobiota presente en las muestras de pimientos con visibles dafos por deterioro
fungico, se observd que Alternaria spp. fueron predominantes; 33 frutos de un total de 66 (50
%) estuvieron contaminados con al menos una cepa de Alternaria. Se obtuvieron un total de 64
aislamientos, todos de esporas pequefas y clasificados dentro de los grupos-especie A.
arborescens, A. alternata y A. tenuissima; o como Alternaria sp. La distribucion de los
aislamientos en los grupos-especie hallados en este sustrato se muestra en la Tabla 111.3.
Ademas, se aislaron cepas pertenecientes a los géneros Fusarium y Cladosporium, pero en una
frecuencia mucho menor (8 y 6 aislamientos, respectivamente), y otros minoritarios. No se pudo
establecer ningln tipo de correlacion entre el estado de maduracién de los frutos (rojo/verde)
y la micobiota presente. El total de los aislamientos fungicos obtenidos de pimientos se muestra

en la Tabla [1.15.

Tabla I11.15: NUmero de aislamientos fungicos obtenidos de pimientos cultivados en Argentina.

Género fungico  N° de aislamientos

Alternaria 64
Fusarium
Cladosporium
Geotrichum
Curvularia

Epicoccum

S T < <}

Harzia

Total 82

I11.3.5.b.-Potencial toxicogénico de Alternaria spp.

La capacidad toxicogénica de los aislamientos se muestra en funcién del morfogrupo productor
en la Tabla 11l.8. Ambos alternarioles fueron producidos por la mayoria de los aislamientos (92
%). Ademas, TeA, ALT y TEN fueron detectados con elevada frecuencia, resultando 41 (66 %), 54

(84 %) y 46 (72 %) aislamientos productores, respectivamente.
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I11.3.5.c.-Contaminacién con toxinas de Alternaria spp.

Para evaluar la contaminacién natural con las micotoxinas de Alternaria spp. en frutos de
pimiento, se tuvieron en cuenta los datos de toxicidad reportados en humanos para los
metabolitos mas frecuentemente producidos por los aislamientos. En funcion de esto, se

seleccionaron las toxinas AOH, AME y TeA.

111.3.5.c.i.-Desempeiio analitico del método

Para detectar y cuantificar la contaminacidén con toxinas de Alternaria spp. en pimientos, fue
necesario poner a punto una metodologia analitica adecuada. Para ello se evalué el desempefio
analitico de un método de extraccidon previamente descripto para productos de tomate
(Terminiello y col., 2006) sobre la matriz pimientos. La recuperacidon promedio de los triplicados
de TeA, AOH, y AME para cada nivel de adicién y sus correspondientes coeficientes de variacion
(RSDs) se muestran en la Tabla 111.16. Los parametros de desempefio analitico obtenidos para el
método de deteccidn por HPLC-UV se muestran en la Tabla Ill.17. Todas las concentraciones de

toxina informadas en los pimientos fueron corregidas por el valor de recuperacion del método.

Tabla 111.16: Porcentajes de recuperacidn (% R) y coeficientes de variacion (RSD %) obtenidos

para cada toxina en muestras de pimientos con distintos niveles de adicion de cada una.

Nivel de adicidn TeA AGH AME
de toxina (pg/kg) % R RSD % % R RSD % % R RSD %
10 77,7 8,6 83,3 8,0 84,0 7,4
100 89,7 4,5 89,3 4,7 90,0 6,2
250 92,7 4,9 95,3 3,7 97,0 4,7
500 85,3 2,9 93,0 4,7 96,7 2,6
Promedio 86,4 - 90,2 - 91,9 -

Tabla lll.17: Pardmetros del desempefio analitico para la deteccidn de toxinas de Alternaria spp.

por HPLC-UV.
Pardmetro TeA AOH AME
LOD (pg/kg) 2,8 1,1 2,9
LOQ (ug/ke) 5,7 2,8 5,8

Rango lineal (ng) 3-2.178 1-2.126 3-2.236

LOD: limite de deteccion; LOQ: limite de cuantificacion.
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111.3.5.c.ii.-Contaminacion de frutos de pimiento con toxinas de Alternaria

De los 48 pimientos analizados, 32 resultaron estar contaminados con al menos una de las
toxinas de Alternaria investigadas (67 % de las muestras). En la Tabla 11.18 se resumen los
resultados. TeA fue la micotoxina hallada con mayor frecuencia (50 % de las muestras
estudiadas) y en las mayores concentraciones. Cabe destacar que el elevado valor
correspondiente al extremo superior del rango de concentraciones de TeA corresponde a una
muestra contaminada en niveles mucho mayores que el resto de las analizadas. Ambos
alternarioles fueron detectados en un menor nimero de frutos (21 % para AOH y 29 % para

AME) y en menores concentraciones.

Se evalué ademads la contaminacién simultdnea con estas toxinas teniendo en cuenta la
posibilidad de efectos toxicoldgicos sinérgicos entre estos compuestos. Los resultados se
muestran en la Figura II1.25. En 44 % de las muestras contaminadas, se detecté mas de una
micotoxina. TeA se hallé como el Unico contaminante en 12 de las 32 muestras contaminadas
(38 %) y en combinacién con los alternarioles en 12 muestras mds, cuatro con AOH (13 %), seis
con AME (19 %) y dos con ambos (6 %). Es decir que TeA se hallé en combinacidn con otra de las
micotoxinas en el 50 % de los frutos contaminados con este compuesto. AOH fue detectado
como Unico contaminante en 2 muestras (6 %), pero co-occurié con las otras dos toxinas en 8
muestras. Por ultimo, AME fue hallado como Unico contaminante en 4 de los frutos analizados

(13 %), y junto con las otras toxinas en otros 10 frutos mas.

Tabla 111.18: Contaminacién con micotoxinas de Alternaria spp. en pimientos.

Toxina  N° (%) de frutos positivos Rango (ug/kg)® Media (ug/kg)? Mediana (pg/kg)?

TeA 24 (50) 8-11.422 1.344 96
AOH 10 (21) 3-98 29 26
AME 14 (29) 7-262 56 14

@ concentracién de toxinas en g de toxina por kg de pimiento.
TeA: acido tenuazonico; AOH: alternariol; AME: alternariol monometil éter
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Figura 111.25: Distribucién y contaminacién simultdnea de micotoxinas de Alternaria spp. en
pimientos contaminados. Las barras representan el porcentaje sobre el total de frutos

contaminados con al menos una toxina.
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111.4. DISCUSION

1ll.4.1. Distribucion de Alternaria spp. en alimentos

En el presente trabajo se estudiaron las poblaciones de Alternaria spp. de cuatro agroalimentos
cultivados en Argentina: arandanos, tomate, trigo y pimiento. La micobiota completa de los
primeros tres habia sido previamente descripta en Argentina por diferentes autores (Basilico y
col., 2010; Gonzélez y col., 1998; 2008; Pose, 2007; Ramallo y col., 2009; Wright y col., 2005),
mientras que la de pimientos fue analizada en este trabajo y sera discutida en una seccién
posterior. Si bien no se realizd el estudio de la micobiota total de aquellos alimentos para los
cuales existen datos en bibliografia, el procedimiento de aislamiento dirigido hacia especies del
género Alternaria permitid comprobar la alta incidencia del mismo en todos los sustratos
estudiados. Sin embargo, en las mencionadas descripciones previas no se presenta un estudio
detallado de dicho género. Este trabajo de Tesis constituye la primera descripcion polifasica de

aislamientos de Alternaria de diversos alimentos cultivados en Argentina.

Todas las cepas obtenidas a partir de los cuatro alimentos estudiados fueron clasificadas dentro
del grupo de Alternaria de esporas pequefias. La identificacion morfoldgica a nivel de grupo-
especie las atribuyd a sélo cuatro de ellos, de acuerdo con la clave de Simmons (2007). Una
amplia mayoria de los aislamientos obtenidos a partir de los alimentos analizados pertenecieron
al grupo-especie A. tenuissima (228/292), siendo éste el predominante en las poblaciones de
Alternaria de los cuatro sustratos. Por otro lado, el grupo-especie menos frecuente fue A.
alternata gr.-esp. (8/292), a pesar de que la especie representativa de este grupo suele ser
reportada en bibliografia como la mds frecuente en alimentos (Armitage y col., 2015; Graf y col.,
2012; Sanzani y col.,, 2016). Esto ultimo puede deberse a que la mayoria de las claves
taxondmicas anteriores a Simmons (2007) llevan a clasificar casi todos los aislamientos de
esporas pequefias como A. alternata (Ellis, 1971; Pitt y Hawcking, 1997; Samson y col., 2000).
Sin embargo, estudios recientes indican que A. alternata sensu stricto es una especie rara y que
la mayoria de las cepas clasificadas como A. alternata son en realidad miembros de A. tenuissima

gr.-esp., A. arborescens gr.-esp., o incluso otros gr.-esp. de Alternaria (Andersen y col., 2015).

Con respecto a la distribucién de los grupos-especie en cada alimento, arandanos fue el sustrato
que presentd menor diversidad; todos los aislamientos excepto uno se clasificaron como A.
tenuissima gr.-esp., en coincidencia con distintos estudios previos en Argentina que reportaron
que esta especie era la mayoritaria en los frutos (Greco y col., 2012; Munitz y col., 2013; Wright

y col., 2008).
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Los aislamientos de A. arborescens gr.-esp., pertenecientes al morfogrupo “L” del manual de
Simmons (2007), fueron obtenidos principalmente de tomate (16/24 aislamientos totales). A.
arborescens, denominada A. alternata f. sp. lycopersici en clasificaciones previas a la de
Simmons (2007), se consideraba la especie patotipo especifica de tomate (Tsuge y col., 2013),
con lo cual el resultado obtenido en este estudio coincide con lo esperado. Sin embargo, en la
actualidad se sabe que es capaz de contaminar otros alimentos, tal como se desprende de los
resultados del presente trabajo y de datos bibliograficos (Anderseny col., 2015; Polizzotto y col.,
2012; Rotondo y col., 2012). Asimismo, diversos estudios muestran que otros grupos-especie
distintos de A. arborescens son los predominantes en tomate. Andersen y Frisvad (2004)
reportaron que A. tenuissima gr.-esp. fue el mayoritario en frutos de tomate de Espafia y
Dinamarca, en coincidencia con los resultados del presente estudio; mientras que en el sur de
Italia la especie mas frecuentemente aislada fue A. alternata (Logrieco y col., 2009). Por otro
lado, en las muestras de Argentina analizadas no se detectd en ningln caso A. solani, una especie
de Alternaria de esporas grandes reportada en frutos de tomate en Rusia, India y Corea

(Gannibal y col., 2014; Kumar y col., 2008; Lee y col., 2015).

El grupo-especie A. infectoria fue aislado Unicamente de trigo, lo cual coincide con datos de la
bibliografia que indican que el hospedador mas frecuente de este grupo-especie son los granos
de cereales (Andersen y col., 2009; Lawrence y col., 2014). Sin embargo, no fue éste el grupo-
especie predominante en este sustrato (20 A. infectoria gr.-esp./128 aislamientos de trigo). En
cambio, en otras regiones del mundo, como Alemania y Rusia, la incidencia de A. infectoria gr.-
esp. es mucho mayor, mientras que en Noruega fue reportado como el grupo-especie
predominante (Kahly col., 2015; Kosiak y col., 2004). En acuerdo con los resultados del presente
estudio, aislamientos de A. tenuissima gr.-esp. fueron los mas frecuentemente reportados en
trigo en paises mediterraneos, Estonia, Eslovaquia, y un estudio previo en Argentina (Bensassi y
col., 2009; Kutt y col., 2010; Logrieco y col., 1990; Maskova y col., 2012; Patriarca y col, 2007,
Vuckovi¢ y col., 2012). Ademas, A. triticina, una especie predominante en India (Prasada y
Prabhu, 1962) y previamente reportada en Argentina (Perell6 y Sisterna, 2006) no fue hallada

en el presente estudio.

1l1.4.2. Caracterizacion morfoldgica de Alternaria spp. de alimentos

La identificacion a nivel de especie es dificultosa y sumamente confusa en Alternaria si se utilizan
claves taxondmicas basadas Unicamente en caracteres morfoldgicos. En particular, la clave de

Simmons (2007), la mas actual y completa para este género, se basa principalmente en
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observaciones macro y microscépicas en dos medios de cultivo (APZ y Agar V8®), ambos bajo
una Unica condicién de incubacién (7 dias, 25 °C, con ciclos de 8 h de luz y 16 h de oscuridad). Si
bien existe un consenso en el sector cientifico acerca de que esta clave es la mas adecuada para
la identificacion de cepas de este género (Gannibal, 2015; Lawrence y col.,, 2016), las
descripciones suelen resultar escasas para cada especie tratada y carece de datos adicionales
utiles, como podrian ser descripciones a nivel macroscépico en mayor nimero de medios de
cultivo y diferentes condiciones de incubacidn, o la inclusion de fotografias de las observaciones,
como sucede para otros géneros (Frisvad y Samson, 2004; Hubka y col., 2013). Ademas, en la
clave de Simmons (2007) algunas especies se definieron a partir de observaciones microscopicas
Unicamente, sin contar con el aislamiento viable para su subcultivo, por lo cual las
correspondientes descripciones en los medios no estan disponibles (Gannibal, 2015).
Adicionalmente, muchos de los caracteres microscépicos detallados en dicha clave taxonémica
se solapan entre las distintas especies descriptas, tanto dentro de un mismo grupo-especie
como entre ellos, dificultando alin mds una clasificacién univoca. Por otra parte, es importante
tener presente que la variabilidad geografica de las poblaciones fungicas puede afectar algunos
de sus caracteres morfoldgicos, atendiendo a diferentes mecanismos de adaptacion
desarrollados para colonizar un ambiente especifico. Las descripciones de los grupos
morfoldgicos en la clave de Simmons (2007) se basaron en cepas de otras regiones del mundo,
principalmente del hemisferio Norte, lo que hace alin mas compleja la clasificacion de cepas
nativas argentinas. Las observaciones realizadas en las cepas de Argentina indicaron que el uso
de caracteres morfolégicos como Unica herramienta taxondmica no es suficiente para
diferenciar las especies de Alternaria de esporas pequefias contaminantes de alimentos segun
Simmons (2007), lo cual también fue reportado en otros estudios sobre cepas de diversas
regiones geograficas (Andrew y col., 2009; Armitage y col., 2015; Lawrence y col., 2013). Debido

a esto, la clasificacién morfolégica fue realizada a nivel de grupo-especie.

Unicamente los aislamientos clasificados como A. infectoria gr.-esp. presentaron caracteristicas
morfoldgicas claramente distinguibles del resto de los aislamientos obtenidos en el presente
estudio. Entre ellas, las mas relevantes comprenden el color de la colonia en DRYES (gris claro a
blanco, Figura Ill.11) y la longitud de los conidiéforos secundarios (Figura 111.10). Estas
caracteristicas fueron reportadas como distintivas de este grupo-especie en estudios recientes
(Gannibal y Lawrence, 2016; Lawrence y col., 2014). Ademas, diversos trabajos mostraron que
A. infectoria gr.-esp. posee otras caracteristicas diferentes del resto de los grupos de esporas
pequefias. Desde un punto de vista filogenético, se ha separado consistentemente como un

clado distinto con considerable distancia filogenética de otros grupos-especie de Alternaria
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(Pryor y Bigelow 2003; Lawrence y col., 2012; 2014); en cambio esta estrechamente relacionado
con especies de otros géneros, entre los que se incluyen Chalastospora, Embellisia y Nimbya
(Lawrence y col., 2016). Por otra parte, el grupo-especie A. infectoria es el Unico dentro de
Alternaria para el cual se reportd la existencia de estructuras sexuales (Simmons, 2007). Kwasna
y col. (2006) reportaron el desarrollo de ascomas en SNA después de 8 meses a 4 °C; mientras
que Andersen y col. (2009) mostraron que algunas cepas de A. infectoria gr.-esp. presentaron
proascomas (ascomas sin ascosporas maduras) después de 6 meses de incubacion a 7 °C en APZ.
En el presente estudio, se incubaron las cepas de A. infectoria gr.-esp. obtenidas de trigo por un
tiempo total de ocho meses bajo distintas condiciones, pero en ningln caso se observo la
produccién de estructuras sexuales. La dificultad de obtener ascomas in vitro ha sido reportado
con anterioridad por otros autores, lo cual lleva a suponer que su produccion en la naturaleza

sea una estrategia de supervivencia (Andersen y col., 2009; Kwasna y col., 2006).

Con respecto a los otros tres grupos-especie hallados en los alimentos analizados (A. tenuissima,
A. arborescens y A. alternata gr.-esp.), si bien se describieron los rasgos distintivos observados
en cada grupo, muy frecuentemente se obtuvieron individuos que presentaban varias
caracteristicas de un grupo, pero algunas en discordancia, lo cual dificulté su identificacién
incluso a nivel grupo-especie. Por ejemplo, las colonias en DRYES abarcaron rangos de colores
desde verdes grisaceos a verdes muy oscuros, presentando en muchos casos tonos intermedios,
gue se solapan entre los grupos-especie. Asimismo, los colores observados en el resto de los
medios de cultivo adicionales a la clave de Simmons (2007), MEA y DG18, presentaron gamas
superpuestas entre los grupos-especie, indicando que no permiten una diferenciacion univoca
de los mismos. Adicionalmente, si bien la mayor longitud de los conidiéforos primarios fue una
de las caracteristicas mads distintivas de A. arborescens gr.-esp., en muchos casos la presencia
conjunta y en gran cantidad de conidiéforos primarios de menor altura indicaba un patrén
tridimensional de esporulacién tipico de A. alternata gr.-esp. Otra caracteristica solapada fue la
longitud de las cadenas de conidios de A. arborescens gr.-esp., cuyo rango fue mayor que el
descripto para este grupo por Simmons (2007) (2 a 6 conidios), generando confusién con A.
alternata gr.-esp. Con respecto al patrén de esporulacidon de A. tenuissima gr.-esp., si bien su
caracteristica mas destacada es la longitud de las cadenas de conidios y la escasa presencia de
ramificaciones, fue comun la observacién de cadenas mas cortas. Mds aun, algunos aislamientos
de este grupo presentaron conidios con morfologia diferente a la tipica (elipsoidal con paredes
lisas mayoritariamente), de formas ovoides y paredes rugosas, y con conidiéforos secundarios
largos emergiendo de la zona apical del conidio, similar a lo observado para los grupos

morfoldgicos con patrones de esporulacidon mas ramificados (A. alternata y A. arborescens gr.-
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esp.). En algunos casos, estas caracteristicas atipicas observadas fueron muy determinantes,
ocasionando que 12 de los aislamientos no pudieran ser asignados a ningln grupo-especie y se
identificaran como Alternaria sp. En un intento por sistematizar las observaciones morfoldgicas,
se llevo a cabo un analisis por parsimonia a partir de una matriz de datos morfolégicos de un
subgrupo de 45 Alternaria pertenecientes a estos tres grupos-especie (seccidn 111.3.4.b). El
resultado no mostrd grupos claramente definidos en la topologia del arbol (Figura 111.22); las
divisiones observadas estuvieron soportadas por valores de bootstrap muy bajos, indicando que
estos caracteres no son suficientes para la delimitacién de grupos dentro de los aislamientos de

Alternaria analizados.

Por todo lo expuesto, los caracteres morfoldgicos no resultaron Utiles como Unica herramienta
taxondmica para caracterizar las poblaciones de Alternaria de los cuatro alimentos estudiados.
Por ello, se procedid a la evaluacién de técnicas complementarias para la segregacién de los

grupos morfolégicos.

1ll.4.3. Caracterizacion metabolomica de Alternaria spp. de alimentos

La caracterizacion metabolédmica se realizé sobre un subgrupo de los aislamientos obtenidos en
la primera etapa. Aquellos provenientes de pimiento y tomate fueron estudiados en su
totalidad, mientras que de arandanos y trigo se selecciond un subgrupo, teniendo en cuenta que
los aislamientos de arandanos fueron muy similares morfolégicamente, y que de trigo se

obtuvieron mas que del resto de los alimentos, resultando en un total de 227 cepas.

El estudio de una poblacién fungica en funcidn de utilizar sus perfiles de metabolitos secundarios
como herramienta taxondmica requiere de una muestra de gran tamafio, ya que es necesario
contar con muchos individuos representantes de cada taxén (Andersen y col.,, 2008). La
caracterizacion metabolémica habia sido reportada previamente como una herramienta util
para diferenciar otros grupos-especie de Alternaria de esporas grandes, como ser A. dauci, A.
solaniy A. tomatophila (Anderseny col., 2008). Sin embargo, este es el primer estudio de perfiles
de metabolitos secundarios sobre un elevado nimero de individuos de los grupos-especie de
Alternaria de esporas pequeias aislados en Argentina, y utilizando una estrategia experimental
que permitié la deteccidon simultdnea de numerosos compuestos; 678 metabolitos fungicos
fueron incluidos en la base de datos original para su busqueda en los extractos de Alternaria

spp. analizados.

Si bien, como se menciond previamente, los caracteres morfolégicos permitieron una

diferenciacion de los aislamientos de A. infectoria gr.-esp., se ha reportado que en algunos casos
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esta division puede no ser tan clara debido a la variabilidad de los mismos por pequefias
modificaciones en las condiciones de cultivo, que pueden llevar a confundir este grupo con otros
de esporas pequefias (Gannibal, 2015). En el presente trabajo, los aislamientos clasificados como
A. infectoria gr.-esp. presentaron un perfil de produccidon de metabolitos propio y claramente
diferente al del resto de las cepas (Figura Ill.15). Esta constituye entonces una herramienta
robusta para la segregacion de este grupo del resto de los aislamientos de esporas pequenas
hallados, ya sea por la busqueda dirigida de alguno de los metabolitos o familias de metabolitos
especificos de grupo (Tabla 11.4) o mediante la comparacion de los perfiles de produccion con
los de cepas de referencia de otros grupos-especie. Ninguno de los metabolitos reconocidos
como micotoxinas de Alternaria fue producido por los aislamientos de A. infectoria gr.-esp., tal
como se reportd en un estudio reciente (Anderseny col., 2015). De todos modos, es importante
tener en cuenta que existen indicios de que algunos de los metabolitos exclusivos de este grupo
presenten actividad bioldgica sobre distintos sistemas. En cuanto a INF, NZ-A y NZ-B, los
compuestos mas frecuentemente producidos, no hay informacién disponible acerca de su
bioactividad, aunque debido a su estrecha relacion estructural con otros compuestos conocidos
(pirenocinas, a-pironas), se ha sugerido que podrian ser fitotoxinas y posibles micotoxinas,
particularmente INF, que mostro citotoxicidad contra células murinas (Christensen y col., 2005;
Geiseler y Podlech, 2012; Ivanova y col., 2010; Larsen y col., 2003). Ademas, la produccion de
ATR fue también muy frecuente y exclusiva de este grupo, siendo dicho compuesto un precursor
de la toxina AK, la toxina hospedador-especifica de pera japonesa (Nakatsuka y col., 1990; Tsuge
y col., 2013). Otros compuestos sintetizados exclusivamente por A. infectoria gr.-esp. fueron las
phomapironas (A, B, D, E, F, G), las cuales presentaron citotoxicidad frente a Artemia salina y
actividad insecticida, mientras que los resultados acerca de su fitotoxicidad son contradictorios
(Geiseler y Podlech, 2012; Pedras y Chumala, 2005; Pedras y Park, 2015). La contaminacion
natural con los metabolitos especificos de A. infectoria gr.-esp. en cultivos de importancia
agrondmica o en alimentos ha sido poco investigada. En el Unico estudio disponible en
bibliografia (Blandino y col., 2017) se detectd INF en trigo cosechado en el norte de ltalia. La
frecuencia de produccion de los mismos por las cepas aisladas de trigo en el presente estudio
sugiere la necesidad de incluirlos en futuras investigaciones en cereales. Por otro lado, el grupo-
especie A. infectoria produjo muy pocos metabolitos en comun con el resto de los grupos de
esporas pequenfias. Entre ellos, podemos destacar los tricicloalternarenos, cuya funcién bioldgica
no ha sido completamente dilucidada pero estan estrechamente relacionados estructuralmente
con toxinas ACTG, por lo que se considera que actuarian como fitotoxinas no especificas
(Liebermann y col., 2000; Qiao y col.,, 2007). Ademas, DES-B presenta actividad insecticida,

inmunosupresora y fitotdxica (Liu y Tzeng, 2012; Lou y col., 2013).
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Con respecto a los otros tres grupos-especie, los resultados obtenidos en este estudio indican
que la deteccién de un compuesto o la determinacidn del perfil de produccién de metabolitos
secundarios no serian herramientas taxondmicas de utilidad para diferenciar estos grupos
intimamente relacionados (A. alternata, A. tenuissimay A. arborescens gr.-esp.). Andersen y col.
(2002) reportaron que, si bien A. tenuissima y A. arborescens gr.-esp. tienen metabolitos en
comun en sus perfiles, algunos compuestos de estructura desconocida permiten diferenciarlos.
Este resultado difiere con lo hallado en el presente trabajo, sin embargo es necesario destacar
que dicho estudio fue realizado utilizando una metodologia analitica diferente (HPLC-UV), con
una base de datos mas pequena (seis metabolitos de estructura conocida) y sobre un menor
numero de aislamientos de Alternaria spp. Mds recientemente, Polizzotto y col. (2012)
trabajaron con 20 aislamientos de brotes de vid, que los distinguieron metabolémicamente en
dos grupos; uno de ellos formado mayoritariamente por A. tenuissima gr.-esp. y el otro por un
mayor porcentaje de A. arborescens gr.-esp. Si bien la mayoria de los aislamientos se distribuyé
en el grupo metabolémico concordante con su grupo morfoldgico, existieron algunas cepas cuya
distribucidon fue contraria. Esto lleva a suponer que si se analizara un mayor numero de
individuos, la segregacion no seria precisa. Por otro lado, en dicho trabajo se incluyeron tres
cepas de coleccidn de A. alternata, todas ellas incapaces de producir TeA. Teniendo en cuenta
gue en el presente estudio tres cepas clasificadas como A. alternata gr.-esp. fueron capaces de
producir esta micotoxina, la afirmacién de Polizzotto y col. (2012) no seria de caracter universal
y no podria utilizarse como caracteristica distintiva de este grupo-especie. Esta salvedad es
importante ya que advierte sobre el riesgo asociado a la produccién de TeA por este grupo. Mas
aun, considerando los problemas de identificacidon con respecto a A. alternata anteriormente
mencionados que llevan a que sea ésta la especie mas frecuentemente asociada a alimentos, la
falsa creencia de que seria incapaz de producir una de las principales toxinas asociadas a

especies de este género representa un peligro desde el punto de vista sanitario.

Dada la importante capacidad metaboldmica de las cepas contaminantes de alimentos
cultivados en Argentina, se procedid a analizar cudles eran los metabolitos mds frecuentemente
producidos por ellas. De este andlisis se desprende la elevada capacidad toxicogénica de los
aislamientos, ya que la mayoria de los compuestos considerados micotoxinas (Solfrizzo, 2017)
se detectaron en muy alta frecuencia (Tabla Ill.6). Los alternarioles (AOH y AME) fueron los
metabolitos tdxicos producidos por un mayor porcentaje de cepas de todos los alimentos.
Ademas, el derivado 3-OH-5-AME y ALT fueron también frecuentemente detectados, lo que
muestra que esta via de sintesis es muy activa. Pimientos y tomates parecen ser los sustratos

mas susceptibles a la contaminacién por AOH y AME, dado que de ellos se obtuvieron los
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mayores porcentajes de aislamientos productores (muy cercano a 100 % en todos los casos) y
estos fueron capaces de sintetizarlos en mayores niveles relativos (Figura 111.18). Desde un punto
de vista toxicoldgico, es de relevancia que en ningin caso AOH y/o AME fueron los Unicos
metabolitos producidos por una misma cepa. Esto indica la importancia de estudiar la
interaccidon con otros compuestos, con respecto tanto a las rutas biosintéticas intracelulares
como a sus efectos sobre la salud. Estudios previos reportaron que la toxicidad de extractos
complejos fue mucho mas elevada que la de cada micotoxina de Alternaria spp. evaluada
individualmente, sugiriendo que existe interaccidn sinérgica en cuanto a la toxicidad de sus

metabolitos (Pero y col., 1973; Zwickel y col., 2016).

El TeA es considerado una de las tres micotoxinas mas importantes de Alternaria spp.; su
presencia ha sido reportada en diversos alimentos y es el Unico metabolito de Alternaria
contemplado por legislacién hasta el momento (EFSA, 2011; 2016; Rychlik y col., 2016). En el
presente trabajo, si bien fue uno de los compuestos mas frecuentemente producidos por cepas
de los cuatro alimentos, el porcentaje de productoras de este compuesto fue menor que para
los alternarioles. TEN fue otro de los metabolitos sintetizados por un gran nimero de cepas,
siendo elevado el porcentaje de aislamientos productores a partir de ardandanos, tomate y
pimiento. De todas formas, es un compuesto con probada fitotoxicidad pero sin actividad
reportada en otros sistemas celulares, con lo cual su presencia en alimentos supondria un riesgo

menor.

Con respecto a las ATX, éstas fueron las toxinas producidas en menor frecuencia por los
aislamientos estudiados, ATX-I por el 28 %, ATX-Il por el 15 % y ATX-Ill solamente por dos cepas
(A. tenuissima gr.-esp., obtenidas de tomate y trigo). Asimismo, son las micotoxinas menos
tratadas por la bibliografia, siendo ATX-I la mas estudiada en cuanto sus efectos tdxicos y
produccién por cepas de Alternaria de alimentos, asi como la Unica detectada como
contaminante natural de los mismos. Su presencia ha sido reportada en manzana y derivados, y
diversos cereales y harinas (Abd El-Aal, 1997; Liu y Rychlik, 2015; Stinson y col., 1981). Los pocos
estudios disponibles muestran mayores porcentajes de cepas productoras de alimentos de
diferentes regiones del mundo, que los observados para las cepas argentinas. Andersen y col.
(2002) reportaron que el 61 % de los aislamientos de los grupos-especie A. tenuissima y A.
arborescens de cereales y frutas de diversas zonas geograficas fueron capaces de sintetizar ATX-
I; mientras que Serdani y col. (2002) detectaron frecuencias similares (58 %) en aislamientos de
manzanas de Sudafrica pertenecientes a los mismos grupos. A su vez, Kahl y col., (2015)

reportaron que el 87 % de los aislamientos de trigo de Alemania y Rusia analizados eran capaces
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de producir ATX-I. Por ultimo, las 11 cepas de A. alternata de colza del sur de Italia estudiadas

por Viscontiy col. (1992), fueron capaces de producir ATX-1y Il.

Las HSTs no fueron producidas in vitro por ninguno de los aislamientos analizados. Estos
compuestos son factores de patogenicidad que el hongo requiere para invadir el tejido del
hospedador y causar la enfermedad (Lou y col., 2013). Es posible que en condiciones de
laboratorio no hayan sido detectadas ya que su biosintesis implica una compleja interaccion

entre el vegetal y el hongo fitopatdgeno.

Sorprendentemente, algunos de los metabolitos con mayores frecuencias de produccion no
fueron los comunmente asociados a Alternaria spp. en alimentos. PyrA, un compuesto
producido por Pyrenochaeta terrestris con efectos fitotdxicos (Sato y col., 1981), fue uno de los
cinco metabolitos mas producidos por cepas obtenidas de los cuatro sustratos, al igual que ACR-
A, un compuesto con actividad antimicrobiana reportado previamente para A. brassicicola (Gu,
2009; Konigs y col., 2010). Ademas, ATL, otro compuesto de Alternaria sobre el cual existen
algunos reportes acerca de su toxicidad en células de mamiferos in vitro (Nemecek y col., 2012;
Pero y col.,, 1973) fue también hallado entre los mas frecuentes. Estos resultados son de
importancia ya que a la fecha no existen datos de contaminacién de alimentos con estos
compuestos debido a que todos los trabajos se centran en las micotoxinas anteriormente
mencionadas (EFSA, 2016; Solfrizzo, 2017). Entonces, es de gran necesidad profundizar los
estudios acerca de la toxicidad de dichos metabolitos, para decidir cuales de ellos deberian

incluirse en futuros estudios de contaminacion natural en alimentos.

1ll.4.4. Caracterizacion molecular de Alternaria spp. de alimentos

Para la caracterizacién molecular de los aislamientos, se utilizd la secuenciacién de una region
conservada del gen que codifica para la enzima endopoligalacturonasa (endoPG). A pesar de que
el analisis multilocus es generalmente recomendado, la filogenia estimada a partir de secuencias
de endoPG fue reportada en bibliografia como una herramienta util para segregar poblaciones
de Alternaria de esporas pequefias estrechamente relacionadas con A. alternata (Andrew y col.,
2009; Woudenberg y col., 2015). El grupo-especie A. infectoria no amplificé con los cebadores
utilizados, tal como habia sido reportado en un trabajo previo (Peevery col., 2004). No obstante,
datos de bibliografia mostraron que otras regiones conservadas, como calmodulina o ATPasa de
membrana plasmatica, pueden ser utilizadas para lograr una separacion concluyente de A.
infectoria gr.-esp. del resto de las Alternaria de esporas pequefias (Lawrence y col., 2013). De

todas formas, como este grupo pudo diferenciarse claramente mediante la caracterizacién
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morfoldgica y, especialmente, metabolémica, se decidié dirigir la caracterizacién molecular
hacia la diferenciaciéon de los grupos-especie mas relacionados entre si, excluyendo asi los
aislamientos de A. infectoria gr.-esp. Ademas, las relaciones filogenéticas existentes entre los
grupos-especie intimamente asociados con A. alternata es, en la actualidad, un tema de interés

para la comunidad cientifica especializada debido a su dificil clasificacién.

Los resultados obtenidos a partir de los estudios filogenéticos indicaron que todos los
aislamientos estudiados estan muy cercanamente emparentados. En el caso de la estimacion
Bayesiana, la corta longitud de las ramas demostré que hay muy poco cambio evolutivo
acumulado en esta poblacién de individuos. Ademas, los bajos valores de probabilidad posterior
obtenidos en este analisis y los bajos valores de bootstrap obtenidos en el analisis de maxima
parsimonia indican lo poco robustos que son los grupos representados en la topologia del arbol,
otra sefial de la escasa diferenciacidn entre las cepas aisladas en el presente trabajo. Los valores
de bootstrap fueron incluso menores que los valores de probabilidad posterior obtenidos en el
arbol Bayesiano; esta observacion es algo frecuente cuando se comparan ambas metodologias

(Alfaro y col., 2003; Douady y col., 2003).

Previamente, Andrew y col. (2009) analizaron Alternaria spp. de esporas pequefias,
pertenecientes a los mismos morfogrupos y aisladas de diferentes sustratos (pistacho, nuez,
citricos y manzana) de distintas regiones del mundo, secuenciando la misma porcién del gen
endoPG. Ellos pudieron obtener un clado con buen soporte estadistico formado
predominantemente por aislamientos pertenecientes al grupo-especie A. arborescens, mientras
que las cepas clasificadas morfoldgicamente como A. alternata y A. tenuissima aparecieron
dispersas a lo largo de todo el arbol y no pudieron ser asociadas a un clado especifico. Esta
distincion no pudo observarse en el presente analisis, sino que los aislamientos de los tres
grupos-especie se distribuyeron aleatoriamente, sin agruparse por morfogrupo o por sustrato
de origen. Ademas, Harteveld y col. (2013) construyeron una filogenia por medio del método de
maxima verosimilitud con aislamientos de Alternaria de manzana de Australia sobre la base de
secuencias concatenadas de los genes Alt a 1y endoPG, obteniendo cuatro clados diferentes. El
primero contenia aislamientos clasificados como A. arborescens y como “simil-A. arborescens”;
el clado 2 estaba formado por A. tenuissima/A. mali; el 3 por A. alternata/A. tenuissima; vy el
clado 4 por A. longipes y “simil-A. longipes”. A pesar de las segregaciones descriptas, los autores
remarcaron la estrecha relacidn entre estos grupos-especie, lo cual también se observé para los
aislamientos argentinos. En dicho trabajo, la cepa de referencia A. alternata EGS 34016 se ubico
en una rama separada del arbol, al igual que ocurrié en el presente trabajo al comparar esta

cepa con las argentinas (Figura I11.19). Armitage y col. (2015) construyeron una filogenia
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Bayesiana para aislamientos de A. alternata gr.-esp. obtenidos de diferentes matrices (pera,
manzana, citricos, frutilla) y regiones geograficas basada en cinco loci diferentes, incluyendo
endoPG. Con ello, propusieron tres linajes evolutivos que representan subespecies en
divergencia: A. alternata ssp. arborescens, A. alternata ssp. tenuissima y A. alternata ssp. gaisen.
Este resultado no respalda la clasificacion taxondmica de Simmons (2007), en la cual estos
organismos son considerados especies diferentes. Con respecto a los resultados del presente
trabajo, la diferenciacion en subespecies no es evidente dentro de los aislamientos argentinos.
Tal como se ha sugerido anteriormente (Rotondo y col., 2012, Stewart y col., 2013; 2014), es
posible que estas poblaciones representen especies incipientes que no pueden separarse de
forma confiable debido a una divergencia reciente de estos taxones, influenciada por eventos

como reparto de linajes incompleto y recombinacion.

Dado que el aislamiento geografico es uno de los procesos que conduce a la divergencia en
linajes discretos en especies asexuales (Fontaneto y col., 2007, Harrington y Rizzo 1999), se
realizd un analisis comparando las secuencias de las cepas argentinas con otras de diferentes
regiones. Las secuencias fueron obtenidas del trabajo publicado por Stewart y col. (2014), en el
cual se estudiaron las relaciones filogenéticas de cepas del complejo A. alternata aisladas de
citricos. Si bien los aislamientos no prevenian de los mismos alimentos, se decidid realizar la
comparacion ya que no se observo segregacion por sustrato en los estudios previos. La topologia
Bayesiana basada en la secuenciacion de endoPG revelé los tres linajes filogenéticos obtenidos
por Stewart y col. (2014). Las cepas aisladas en el presente trabajo pertenecerian a un grupo
polifilético descripto por estos autores, correspondientes a los clados 1 y 3 de dicho trabajo.
Curiosamente, el clado 2, que incluia un aislamiento argentino obtenido de citricos, permanecio
separado y ninguna de las cepas estudiadas en este trabajo correspondieron a dicho grupo. El
hecho de no haberse detectado aislamiento geografico entre Alternaria de esporas pequeias
podria implicar una dispersion muy reciente alrededor del mundo, probablemente producto del
intercambio comercial. Debido a esto, tanto la divergencia evolutiva descripta anteriormente

como la dispersion geografica parecen ser eventos contemporaneos.

1ll.4.5. Enfoque polifdsico y nuevas organizaciones subgenéricas en Alternaria

La clasificaciéon de las especies fungicas es un punto critico para entender sus procesos de
adaptacion a nuevos ambientes, establecer medidas de cuarentena, evaluar la resistencia de
una planta a patogenos y estudiar la evolucién de la patogenicidad y la emergencia de nuevas

enfermedades infecciosas (Harrington y Rizzo, 1999; Stewart y col., 2013; 2014). El analisis
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conjunto de datos moleculares y morfolégicos (polifasico) es util para este fin ya que permite el

estudio de la poblacidn teniendo en cuenta una mayor cantidad de informacién.

En el presente estudio, el enfoque polifasico se llevd a cabo utilizando los datos morfolégicos y
de secuencias de endoPG de 45 aislamientos nativos y 3 cepas de coleccién. Los metabolitos
secundarios se excluyeron de este analisis ya que no pueden ser utilizados para establecer
relaciones filogenéticas. Esto se debe a que la presencia de los genes necesarios para la
produccién de un metabolito secundario puede deberse a eventos de transferencia horizontal
o puede haber surgido en forma independiente, con lo cual especies filogenéticamente no
relacionadas pueden haber llegado a producir los mismos metabolitos secundarios debido a la

ventaja selectiva de estos compuestos bioactivos (Frisvad y col., 2008).

Tal como sucedio en los andlisis anteriores, cuando se analizaron los caracteres morfoldgicos en
conjunto con los datos de secuencias de ADN no se obtuvieron grupos claramente diferenciados.
Estos resultados indican que el cambio evolutivo acumulado es escaso y que las diferencias
macro y microscépicas observadas entre los aislamientos corresponderian entonces a la

plasticidad fenotipica propia de estos grupos, descripta previamente.

Muy recientemente se han publicado varios trabajos que aspiran a una reorganizacion completa
de todo el género Alternaria. Lawrence y col. (2013) modificaron el concepto de los grupos-
especie mediante la introduccion del rango taxondmico de seccién, basandose principalmente
en estudios filogenéticos utilizando cinco loci. Una de ellas, llamada seccién Alternaria, incluye
las especies A. alternata, A. arborescens y A. tenuissima, asi como los aislamientos
pertenecientes a los tres grupos-especie. Inmediatamente posterior a esto, Woudenberg y col.
(2013) revisaron las relaciones filogenéticas entre las especies con el objetivo de obtener una
clasificacién taxondmica robusta. Apoyaron la propuesta de Lawrence y col. (2013) de divisién
del género en secciones, incluyendo en una de ellas la mayor parte de las especies con conidios
concatenados, que comprende casi 60 morfoespecies de Alternaria. Luego, Gannibal (2015)
realizd una revisidon de esta seccidn especificamente, concluyendo que todas las cepas incluidas
en la seccidn Alternaria son indistinguibles por analisis filogenéticos. Paralelamente,
Woudenberg y col. (2015) propusieron que la seccidon Alternaria estuviera formada por 11
especies filogenéticas y 1 complejo de especies, en base a comparaciones gendmicas y
transcriptomicas vy filogenias moleculares. En dicho trabajo, 35 morfoespecies, indistinguibles
incluso con filogenia multilocus, se unificaron bajo el nombre de A. alternata. Mas
recientemente, Lawrence y col. (2016) describieron morfolégicamente la seccidn Alternaria, que
consta de aproximadamente 60 morfoespecies de esporas pequeias. Los resultados obtenidos

en el presente trabajo coinciden con estas organizaciones recientes del género, dado el alto nivel
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de semejanza observado entre los aislamientos de A. alternata gr.-esp., A. arborescens gr.-esp.
y A. tenuissima gr.-esp., todas ellas pertenecientes a la nueva seccién Alternaria, a lo largo de la
caracterizacion polifasica realizada. Aunque no esta claro si los clados detectados por los analisis
filogenéticos pueden considerarse linajes discretos o simplemente variantes de la misma
especie, es evidente que todos los aislamientos de esporas pequefias similares a A. alternata
estan estrechamente relacionados, por lo que deberian considerarse dentro del mismo grupo
(nivel de seccién) hasta que se recopile mas evidencia para lograr soportar la clasificacion

morfoldgica a nivel de especie.

En base a todos los resultados obtenidos y las nuevas clasificaciones recientemente propuestas
para el género, se pudo establecer que los alimentos de Argentina se encuentran contaminados
con miembros de dos secciones del género Alternaria, secc. Alternaria y secc. Infectoriae. Estas
secciones resultaron ser claramente diferentes desde un punto de vista toxicoldgico. La seccién
Alternaria es capaz de producir todas las micotoxinas reportadas para el género, por lo que la
contaminacién de alimentos con cualquier miembro de ella implica un elevado riesgo sanitario.
Ademas, no se observd especificidad de sustrato para esta seccidn, encontrandose en todos los
alimentos analizados. En cambio, la seccién Infectoriae representaria un riesgo menor ya que
sus miembros no fueron capaces de producir ninguno de los metabolitos considerados
micotoxinas y su presencia pareceria estar restringida a cereales. De todos modos, como se
mencioné previamente, se debe tener en cuenta que los datos de toxicidad acerca de los

metabolitos especificos de esta seccion son escasos en la actualidad.

La propuesta mas reciente para la reorganizacion del género (Lawrence y col., 2016) se basa en
caracteristicas morfoldgicas y filogenéticas de cada seccidn. A partir del presente trabajo, se
propone incorporar nuevos caracteres basados en otros aspectos del enfoque polifasico para
contribuir con dicha clasificacion, siendo éstos el color de la colonia en DRYES y la produccién

de los metabolitos especificos mds relevantes de cada seccién (Tabla 111.19).

Tabla 111.19: Caracteristicas distintivas de las secciones Alternaria e Infectoriae (Lawrence y col.,

2016) obtenidas en el presente estudio.

Caracteristica Seccién Alternaria Seccioén Infectoriae
Color de la colonia en DRYES  verde grisaceo a verde oscuro gris claro a blanco
Metabolitos mas frecuentes ~ AME, AOH, PyrA, ALT, ACR-A INF, NZ-B, NZ-A, ATR

Produccion de micotoxinas AOH, AME, ALT, TeA, TEN, ATXs -
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1ll.4.6. Alternaria spp. en frutos de pimiento

Dado que el cultivo de pimientos es uno de los mas importantes en el cinturdn verde platense y
que es una matriz poco estudiada en cuanto a su contaminacién con hongos y micotoxinas, se
realizd un andlisis exhaustivo de la misma, incluyendo el aislamiento de las cepas fungicas
causantes de deterioro. Ademas, se llevd a cabo la caracterizacion y capacidad toxicogénica de

los aislamientos del género predominante, Alternaria, y la deteccién de sus toxinas en el fruto.

En cuanto a la micobiota, los resultados indicaron que Alternaria spp. fueron predominantes en
pimientosy su frecuencia fue mucho mayor que la de aislamientos de otros géneros. Esto difiere
de lo publicado en la literatura, donde Botrytis cinereay Colletotrichum capsici son consideradas
las principales especies contaminantes de frutos de pimiento, seguidos por Alternaria spp.
(Edirisinghe y col., 2014; Garcia y col., 2015; Sahitya y col., 2014). Un estudio sobre arandanos
cultivados en Argentina (Greco y col., 2012) hallé Alternaria spp. con mayor frecuencia que los
principales patégenos reportados en la bibliografia, tales como Rhizopus spp. y Botrytis spp.,

sugiriendo que las cepas de Alternaria tienen prevalencia en cultivos de este pais.

Con respecto a la presencia de las micotoxinas de Alternaria spp. en este vegetal, hay muy pocos
datos disponibles en la bibliografia. Logrieco y col. (2009) reportaron concentraciones de hasta
54 ug/kg para TeA, 49 pg/kg para AOH y 640 ug/kg para AME en pimientos cultivados en la zona
sur de Italia. Estos niveles fueron superiores a los detectados en Argentina para AOH y AME,
pero inferiores a los detectados para TeA. Ademas, Chungy col. (1998) hallaron concentraciones
mucho mas elevadas de estas micotoxinas en pimientos de Corea, en rangos desde pequenias
cantidades hasta 440 mg/kg de AOH, 249-342 mg/kg de TeA y 206-294 mg/kg de AME. Mas
recientemente, Van de Perre y col. (2014) reportaron la presencia de AOH en 6,7 % de 47
pimientos contaminados de Bélgica, Espaiia, Egipto, Brasil, India y Sudafrica, una frecuencia muy

inferior al 21 % de muestras contaminadas con esta toxina en Argentina.

El andlisis de la contaminacién de los alimentos con las micotoxinas es imprescindible para una
correcta evaluacidon de riesgo, ya que los componentes del alimento o las condiciones de
almacenamiento podrian interferir en la biosintesis de metabolitos secundarios por parte del
hongo contaminante. Se sabe que es dificil establecer una correlacidn estricta entre la capacidad
de la cepa de producir alguna toxina in vitro y su presencia en el alimento (Pitt y col., 2000). Sin
embargo, la busqueda de micotoxinas en alimentos requiere la optimizacién de metodologias
especificas para cada matriz y técnicas analiticas cuantitativas de alta precisién. Por ello, la
evaluacion de la capacidad toxicogénica in vitro de las cepas contaminantes es una herramienta

util como estrategia previa para abarcar un amplio rango de metabolitos que el hongo seria
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capaz de producir y resulta una orientacion sobre el riesgo toxicolégico potencial de un alimento
en funcién de las especies fungicas contaminantes del mismo. En el presente estudio, AOH y
AME fueron producidos por mas del 90 % de los aislamientos de pimiento en DRYES, aunque la
incidencia de ambos alternarioles como contaminantes en los frutos de pimiento fue menor.
Esto podria indicar que algin componente del alimento interferiria en su ruta biosintética,
disminuyendo el potencial de produccién por los aislamientos. En el caso de TeA, la relacion
entre la capacidad toxicogénica de las cepas y la contaminacién natural de los pimientos mostré
una tendencia opuesta. TeA fue la toxina detectada en un mayor nimero de pimientos, a pesar
de que un menor nimero de cepas aisladas de este alimento fueron capaces de producirlo in
vitro. Este resultado muestra que el pimiento es un sustrato predisponente para la produccion
de TeA. En coincidencia con esto, un estudio muy reciente sobre la contaminacion de pimientos
cultivados en Basilicata, Italia reporté que la toxina de Alternaria mas frecuente en los frutos fue
TeA (Gambacorta y col., 2018). Contrariamente, Siciliano y col. (2015) observaron que el 80 %
de las cepas de Alternaria aisladas de rdcula y repollo en el norte de Italia eran capaces de
producir al menos una toxina in vitro, pero los mismos aislamientos “perdian” esa habilidad para
sintetizar TeA in vivo, mientras que esta tendencia no fue observada para los alternarioles. Esto
sugiere la necesidad de estudiar las poblaciones nativas de cada regién geografica y en cada
sustrato en particular, ya que no es posible extrapolar resultados de una regién o de un

determinado sustrato a otros.

Los resultados del presente trabajo constituyen el primer reporte sobre la contaminacién con
micotoxinas de Alternaria spp. en frutos de pimiento en Argentina. La prevalencia de
aislamientos pertenecientes a este género en los mismos, la alta capacidad toxicogénica de las
cepas contaminantes y la frecuencia de contaminacién con sus toxinas representan un elevado
riesgo desde el punto de vista sanitario. Teniendo en cuenta que el consumo en fresco de
pimientos visiblemente contaminados es poco probable, este riesgo es particularmente elevado
cuando se usan frutos enmohecidos para la elaboracidn de productos industrializados debido a
que las micotoxinas no son destruidas por tratamientos térmicos convencionales y permanecen

en el alimento.
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IV-Estrategias alternativas para el control de Alternaria spp.

IV.1. INTRODUCCION

IV.1.1. Control de la contaminacidn fungica y con micotoxinas en alimentos

La caracterizacion de los hongos que pueden afectar negativamente a un cultivo de importancia
agronomica es el punto de partida para desarrollar estrategias que permitan evitar su
crecimiento y la acumulacion de sus metabolitos en los alimentos. La estrategia mas utilizada en
la actualidad se focaliza en la aplicacion de fungicidas sintéticos tanto a campo (precosecha)
como en etapas de almacenamiento y distribucién (postcosecha), siempre que no afecten
negativamente la apariencia o calidad de los alimentos tratados (Amiri y col., 2008). Productos
quimicos tales como benzimidazoles (tiabendazol), hidrocarburos aromaticos (o-fenilfenato de
sodio) e inhibidores de la sintesis de esterol (imazalil) se han usado durante décadas para el
control de enfermedades fungicas de cultivos. Mas recientemente, otros dos fungicidas, cada
uno con un modo de accién diferente, han cobrado mayor importancia en el mercado:

pirimetanil (anilinopirimidina) y fludioxonil (fenilpirrol).

El uso indiscriminado y excesivo de fungicidas sintéticos en los cultivos ha sido una causa
importante del desarrollo de poblaciones de patdgenos resistentes, lo que deriva en el uso de
mayores concentraciones de estos antifungicos y el consecuente aumento de sus residuos
toxicos en los alimentos (Prakash y col., 2017). Dado que muchos de estos compuestos no son
biodegradables, pueden acumularse en el suelo, las plantas y el agua y, en consecuencia, afectar
a los seres humanos a través de la cadena alimentaria. El tipo y concentracion de fungicidas
permitidos estan restringidos debido a su largo periodo de degradacion y los posibles efectos
sobre la salud humana (tales como carcinogenicidad, teratogenicidad, toxicidad aguda,
desequilibrio hormonal y espermatotoxicidad). Ademas, la preocupacién publica sobre la
contaminacion de alimentos con residuos de fungicidas se ha incrementado considerablemente

en los ultimos tiempos (Rivera Calo y col., 2015).

Si bien la mayoria de los antifungicos comerciales presentan efectos fungicidas contra ciertas
especies, en algunos casos su efectividad se reduce a una inhibicién parcial del crecimiento del
hongo (efecto fungistatico). Esto ultimo es de relevancia en cuanto a la seguridad alimentaria,
ya que podria causar un aumento en la acumulacién de micotoxinas, el cual es el principal
problema de la contaminacién fungica de alimentos desde un punto de vista sanitario. Esto se
debe a que la produccién de micotoxinas se incrementa naturalmente bajo diferentes
condiciones externas, como ser frente al estrés causado por la presencia del compuesto

fungistatico (Medinay col., 2017). Un adecuado control del riesgo planteado por las micotoxinas
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debe involucrar diversas estrategias tanto en pre- como postcosecha, siendo imprescindible el
manejo integrado a lo largo de toda la cadena de produccion (Pitt, 2008). Sin embargo, éste es
muy dificil de lograr, sobre todo en paises en vias de desarrollo y pequeias economias
regionales, donde los recursos y el acceso a la tecnologia son escasos. Si bien estrategias
preventivas tales como buenas practicas agricolas, control de enfermedades de los cultivos y
condiciones adecuadas de almacenamiento pueden limitar los niveles de micotoxinas, no
siempre son suficientes para eliminarlas por completo de la cadena alimentaria (Patriarca y

Fernandez Pinto, 2017).

En el periodo precosecha, los cultivos pueden sufrir distintos tipos de estrés, como ser por sequia
o por ataque de insectos o aves, generando un aumento en la susceptibilidad a la contaminacién
fungica; estos dafios en el tejido vegetal representan una de las rutas primarias para la
colonizacion. Las medidas preventivas para evitar la proliferacion del hongo y la acumulacion de
micotoxinas se basan en buenas practicas agricolas, incluyendo técnicas para aumentar la
resistencia de la planta, rotacidon de cultivos, un uso adecuado de insecticidas y fungicidas,
control de la irrigacién para prevenir el estrés hidrico, cosechar al momento de la madurez y
programas de mejoramiento genético de los varietales para resistir a la invasién fungica (Binder,

2007; Reddy y col., 2010; Wagacha y Muthomi, 2008; Zhu y col., 2016).

En la etapa postcosecha, el control de la humedad y temperatura de los productos almacenados,
determinan en gran medida el grado de desarrollo fungico (Neme y Mohammed, 2017; Reddy y
col., 2010). En particular, en granos, el contenido de humedad 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.

Los niveles finales de micotoxinas en productos industrializados pueden verse afectados durante
el procesamiento normal de los alimentos, dependiendo de factores especificos de cada
proceso, la matriz alimentaria y la estabilidad de la micotoxina. Tratamientos tales como
lavados, molienda, fermentacidon, horneado, asado, fritura, nixtamalizacion y extrusién, fueron
estudiados en funcién de su eficiencia de disminuir el grado de contaminacién con distintos

niveles de éxito (Karlovsky y col., 2016; Patriarca y Fernandez Pinto, 2017; Solfrizzo, 2017).

Por todo lo expuesto, la busqueda de estrategias efectivas, seguras y econdmicamente viables
para el control de hongos micotoxicogénicos y sus toxinas en los alimentos es un tema que se
mantiene vigente, tanto en cuanto a los esfuerzos en investigacion por parte del sector
cientifico, como por constituir una permanente preocupacion para las autoridades sanitarias.

Para ello, es util entender los cambios en la adaptacidn y el crecimiento de éstos en las distintas
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etapas del proceso de produccion de alimentos, asi como conocer cuales son las condiciones

gue favorecen su crecimiento y la produccién de sus toxinas.

IV.1.2. Vias intracelulares de respuesta a estrés en hongos

Los hongos, al igual que otros organismos eucariotas, cuentan con diferentes vias metabdlicas
intracelulares que los ayudan a superar condiciones ambientales desfavorables. Después de la
deteccion de una senal determinada, se desencadena una cascada de fosforilaciones mediada
por MAP quinasas (MAPK); la MAPK activada puede luego trasladarse al nucleo e inducir cambios
como la activacion de algun factor de transcripcion, la regulacion del ciclo celular o la activacién
de otras quinasas, obteniéndose una respuesta adaptativa al estrés. Las vias de la alta
osmolaridad por glicerol (HOG, del inglés “high osmolarity glicerol”) y la de la integridad de la
pared celular (CWI, del inglés “cell wall integrity”) son particularmente importantes en los
hongos para responder a los estreses osmatico, oxidativo y de la pared celular (Hayes y col.,

2014).

La via CWI estd involucrada en la deteccidn de distintos tipos de estrés sobre la pared celular
(incluyendo estrés oxidativo, cambios en la presidon osmatica, dafio a la pared celular, alteracion
de la temperatura de crecimiento, entre otros) y es responsable del mantenimiento de la
integridad de la misma mediando su regeneracion (Levin, 2011). En general, los componentes
de la ruta CWI estdn conservados en los hongos, y comprenden sensores localizados en la
superficie de la célula, factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF), Rho GTPasas,
proteinas quinasa C (PKC) y MAPKs (Fuchs y Mylonakis, 2009; Malavaziy col., 2014). Un esquema
con los componentes basicos de esta via se muestra en la Figura IV.1. Ademas, la via CWI puede
responder frente a otros eventos estresantes dada la interrelacién que existe con otras rutas de
respuesta a estrés; varios mecanismos de retroalimentacion intrinseca han sido descriptos
(Fuchs y Mylonakis, 2009). Si bien se requiere una actividad basal de esta via en condiciones
normales de crecimiento, su activacidn se produce en respuesta al estrés que es detectado por
las proteinas transmembrana ya que es una via energéticamente costosa para la célula (Dichtl y

col., 2016).

Rho1l, una pequena proteina G acoplada a una familia de sensores de la membrana celular, es
considerada una de las principales responsables de la regulacion de la sefializacién de la via CWI
(Levin, 2011), siendo su principal funcidn la de integrar sefales desde la superficie de la célula.
La activacidn de Rhol requiere el cambio de estado de la forma citosélica unida a GDP a la forma

activa, asociada a la membrana y unida a GTP (Xu y col., 2016). Luego, Rhol activa PKC, asociada
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a la cascada de MAPKSs, lo que deriva en la activacion transcripcional de la ruta CWI. Ademas,
regula procesos tales como la sintesis de B-glucano y la organizacidon del citoesqueleto de actina
(Levin, 2011; Dichtl y col., 2016). Los intentos de bloquear Rhol en diferentes especies de
hongos (Aspergillus niger, Candida albicans, Neurospora crassa) fallaron, lo que sugiere que este
gen es esencial para la supervivencia celular (Dichtl y col., 2012; Kwon y col., 2011; Richthammer

y col., 2012; Vogt y Seiler, 2008).
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Figura IV.1: Representacion esquemadtica de la via de sefializacién de la integridad de la pared

celular (CWI), adaptado de Valiante y col. (2015).
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Por otra parte, la via CWI esta particularmente relacionada con la tolerancia de los hongos a
compuestos antifungicos. La pared celular fungica tiene una estructura uUnica, diferente de la de
otros eucariotas, por lo cual es un blanco comun de los tratamientos antifungicos (Jabes y col.,
2016). En particular, la cantidad relativa de la proteina Rhol cambia en funcién de su respuesta

a dicho tratamiento (Hayes y col., 2014). Guest y col. (2004) reportaron que las células de

Aspergillus nidulans que carecen de RhoA (un homdélogo de Rhol) muestran hipersensibilidad a
farmacos que afectan la pared celular. De aqui la importancia de estudiar los mecanismos
regulatorios implicados en la biosintesis y mantenimiento de la pared celular para comprender
la adaptacién de los hongos a diferentes entornos y para la optimizacién de tratamientos

antifungicos existentes, asi como para el desarrollo de nuevas alternativas.

Numerosos autores han descripto que la activacién de las vias de respuesta a estrés puede influir
en las vias biosintéticas de micotoxinas. Cambios en el ambiente externo que constituyan una
situacidn estresante para el hongo, desencadenan una cascada de sefiales en el interior celular
gue culmina con modificaciones a nivel transcripcional, muchas de las cuales estan relacionadas
con la regulacion de la biosintesis de micotoxinas (Geisen y col., 2017; Graf y col., 2012; Kohut y
col., 2009; Malavazi y col., 2014; Ochiai y col., 2007; Stoll y col., 2013). Es por esto importante
conocer estas interrelaciones intracelulares al momento de proponer un nuevo tratamiento

antifangico.

IV.1.3. Estrategias alternativas de control

IV.1.3.a.-Desarrollo de antifungicos de bajo impacto ambiental

Como se menciond anteriormente, el recurso mas utilizado en la actualidad para combatir la
contaminacion fungica es la aplicacién de fungicidas en el campo o en la etapa postcosecha, lo
cual conlleva las numerosas desventajas previamente mencionadas (desarrollo de poblaciones
de microorganismos resistentes, residuos téxicos en los alimentos, contaminacién de cursos de
aguay suelos, entre otras). Diferentes estrategias de bajo impacto ambiental han sido evaluadas
para reemplazar el uso de estos compuestos en el control de la contaminacidn fungica y la
produccién de micotoxinas en alimentos. Estas pueden involucrar tratamientos fisicos (como
aplicacion de radiacion UV, ozono, altas presiones), quimicos (extractos de plantas, sales de
acidos orgéanicos, compuestos antioxidantes de origen natural) y bioldgicos (utilizacion de
microorganismos viables o compuestos producidos por ellos). El desarrollo de nuevas

estrategias para mitigar la acumulacién de micotoxinas en alimentos deberia priorizar
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tecnologias de bajo costo, eficientes y de facil aplicacién (Zhu y col., 2016). Sin embargo, muchos
de los tratamientos propuestos resultan demasiado costosos, poco eficientes o dificiles de
escalar a campo o industria; de aqui la importancia de continuar la busqueda de nuevas

alternativas.

IV.1.3.b.-Control biolégico

El control bioldgico es una alternativa emergente para reducir de manera eficiente el desarrollo
de hongos fitopatdgenos y la produccion de micotoxinas. Entre las ventajas del uso de agentes
de control biolégico se puede mencionar que son amigables con el medio ambiente, permiten
retener las propiedades nutricionales y organolépticas del alimento y que podrian utilizarse en
conjunto con fungicidas, reduciendo asi los niveles necesarios de estos ultimos para controlar el
crecimiento fungico (Gil-Serna y col.,, 2011; Zhu y col., 2016). Los microorganismos mas
frecuentemente utilizados incluyen bacterias acido lacticas, levaduras y hongos filamentosos,
muchos de los cuales son microbiota normal de los alimentos en los que se aplicaran (Delgado
y col., 2016b). El control biolégico de plagas se considera una herramienta muy beneficiosa en
el manejo sanitario de los cultivos horticolas ya que con su utilizaciéon, ademas de lograr una
produccidon que garantice la inocuidad de los productos cosechados, también se reduce
sensiblemente el impacto ambiental de la produccién horticola y contribuye a fortalecer los
cinturones verdes como areas estratégicas de produccién (Polack y Mas, 2017). El uso de
agentes de biocontrol contra hongos micotoxicogénicos se ha centrado principalmente en
reducir la germinacién, crecimiento y colonizaciéon de los hongos en alimentos crudos o
procesados, pero son mucho menos frecuentes los trabajos que apuntan a la reduccién en la

produccidn de micotoxinas (Medinay col., 2017).

IV.1.3.b.i.-Levaduras

Las levaduras se consideran uno de los agentes de control biolégico mas potentes debido a que
su utilizacién presenta ciertas ventajas, tales como su mayor velocidad de crecimiento con
respecto a los hongos filamentosos, sus basicos requerimientos nutricionales, y sus propiedades
no toxicas (Grzegorczyk y col., 2017; Pimenta y col., 2009). El mecanismo mas probablemente
involucrado en el control bioldgico por levaduras es la competencia por el espacio y los
nutrientes, aunque también se ha descripto el parasitismo, la induccién del desarrollo de
resistencia en la planta hospedadora a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y la produccién de compuestos inhibidores del crecimiento fungico, incluyendo toxinas

“killer” (del inglés, asesinas), enzimas que hidrolizan la pared celular y compuestos volatiles
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(alcoholes, acidos, ésteres) (Gil-Serna y col., 2011; Hernandez-Montiel y col., 2010; Izgu y col.,

2011; Pfliegler y col., 2015; Virgili y col., 2012).

Por otro lado, algunas levaduras son capaces de reducir la concentracion de micotoxinas. Esto
se debe no sdlo a la capacidad de inhibir el crecimiento de la cepa productora, sino que puede
haber otros mecanismos involucrados. Entre ellos, se ha reportado que ciertas levaduras pueden
adsorber las micotoxinas en su pared celular, otras son capaces de producir enzimas que las
transformen en metabolitos derivados menos téxicos, y otras pueden producir compuestos que
tienen un efecto supresor significativo en la expresion de genes relacionados con la biosintesis

de micotoxinas (Binder, 2007; Gil-Serna y col., 2011; Pfliegler y col., 2015).

Es importante tener en cuenta que no todas las levaduras son capaces de biocontrolar todos los
hongos alterantes ni todas las micotoxinas que pueden ser producidas por ellos. Mds aun,
muchas veces la presencia de micotoxinas en el medio resulta en efectos deletéreos sobre el
crecimiento de la levadura (Pfliegler y col., 2015). Debido a esto, la busqueda de levaduras para
su uso como agentes de biocontrol en alimentos debe tener en cuenta la principal micobiota
contaminante del sustrato a tratar, la diversidad de especies dentro del género predominante y

las posibles micotoxinas que las mismas pueden acumular en el alimento.

IV.1.3.b.ii.-Péptidos antifungicos producidos por hongos filamentosos

El uso de hongos filamentosos como agentes de biocontrol a aplicar en el campo ha sido
ampliamente estudiado (Glare y col., 2012; Zeng y col., 2012). En cuanto a su aplicacién en
alimentos procesados, se ha demostrado la eficacia de especies de hongos no toxicogénicos
como cultivos protectores en productos como lacteos y carnicos (Delgado y col., 2016b). Sin
embargo, su utilizacidén en postcosecha y almacenamiento de frutas y hortalizas para consumo
en fresco es mds complicada por las alteraciones que puede causar su desarrollo sobre los
mismos. El uso de compuestos fungicos, tales como enzimas o péptidos, ademads de presentar
ventajas como estabilidad, seguridad, buenos rendimientos y viabilidad econdmica, tienen
mayor facilidad de manejo en comparacion con el uso de los microorganismos intactos (Zhu y

col., 2016).

Durante las ultimas décadas, se han aislado y caracterizado una amplia gama de péptidos
antimicrobianos con diferentes caracteristicas estructurales producidos por diversos
organismos. En procariotas y eucariotas inferiores, los péptidos antifungicos (AFPs) pueden
conferir una ventaja ecoldgica para el organismo productor en la competencia por los nutrientes
(Hegediis y Marx, 2013; Skouri-Gargouri y col., 2010). Entre la gran cantidad de péptidos

antifungicos existentes, algunos hongos filamentosos son capaces de producir péptidos
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pequefios (5,5-10 kDa), dotados de una potente actividad antifungica, que se caracterizan por
tener cardcter basico y ser ricos en cisteina. Tienen una estructura compacta de laminas B
estabilizada por 3-4 puentes disulfuro internos, lo que los hace altamente estables a pH bajos,
calor y protedlisis (Delgado y col., 2015a; 2016b; Skouri-Gargouri y col., 2010). Si bien el
mecanismo de accion de estos péptidos no estda completamente dilucidado, se sabe que su
toxicidad estd mediada por la interaccidn con distintas moléculas o receptores en la pared
celular o membrana plasmatica. Los efectos deletéreos pueden ser inducidos por la transmisidn
de sefiales desde las capas externas de la célula, o por la internalizacién activa del péptido y su
interaccion con moléculas del interior celular (Binder y col., 2011). Los AFPs pueden alterar la
sintesis de quitina, afectar la homeostasis de Ca?*, aumentar los niveles de ROS intracelulares,
permeabilizar la membrana celular y desencadenar la muerte celular programada (apoptosis)

(Bindery col., 2011; Delgado y col., 2016b; Hagen y col., 2007).

Si bien la investigacidon sobre péptidos antifingicos para su aplicacion en alimentos es muy
reciente, su uso como técnica de biocontrol es una estrategia promisoria por todas las ventajas
mencionadas anteriormente. Sin embargo, el efecto de AFPs sobre la acumulacién de
micotoxinas en especies de hongos toxicogénicos alin no ha sido evaluado. Por ello se requieren
estudios que aporten datos acerca del comportamiento de cepas de hongos contaminantes de
alimentos frente a este tipo de compuestos en cuanto a su desarrollo y produccién de

metabolitos secundarios.

IV.1.4. Estrategias alternativas para el control de Alternaria spp. en alimentos

Si bien Alternaria es un contaminante frecuente de cultivos de importancia agronémica, los
trabajos disponibles en la literatura con respecto al desarrollo de nuevos antifungicos amigables

con el ambiente para su control son limitados.

Trinetta y col. (2013), por ejemplo, reportaron la fumigacion de tomates y papas con diéxido de
cloro para controlar el crecimiento de A. alternata y Stemphylium vesicarium, obteniendo
buenos resultados en la inhibicidn del crecimiento micelial. La luz es un factor con profunda
influencia en el crecimiento y la biosintesis de AOH por Alternaria spp. Rotem y col. (1988)
postularon que la exposicion a la luz solar desencadend la conversion de infecciones
asintomaticas de A. alternata en lesiones visibles en plantas de algoddn, sumado a otros
estudios que mostraron un aumento en la velocidad de crecimiento de Alternaria spp. en
condiciones de luz (Schmidt-Heydt y col., 2011). Por otro lado, sus efectos sobre la produccion

de AOH son contradictorios; Haggblom y Unestam (1979) demostraron que la luz, especialmente
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la azul, tiene un efecto inhibitorio sobre la biosintesis de AOH. Contrariamente, Prufl y col. (2014)

detectaron un aumento en la produccidon de AOH después de la irradiacion con luz azul.

Adicionalmente, diversos metabolitos secundarios de plantas mostraron actividad inhibitoria
frente a Alternaria spp. en distintas matrices alimentarias. El 4cido clorogénico, un polifenol que
se encuentra en frutas y verduras como el tomate, tuvo un fuerte efecto inhibidor sobre la
biosintesis de AOH por A. alternata (Wojciechowska y col. 2014), mientras que otros acidos
fendlicos de tomate mostraron inhibicidn sobre el desarrollo de A. alternata en estos frutos
(Ruelas y col. 2006). Asimismo, extractos foliares crudos de Capsicum annuum afectaron el
crecimiento micelial y la germinacidn de conidios en A. alternata, ademas de reducir la lesion de
este hongo en tomates cherry, lo cual fue adjudicado a los compuestos fendlicos presentes en
los extractos (Pane y col., 2016). En una investigacidon previa al presente trabajo de Tesis se
observé que extractos de Eucalyptus globulus fueron capaces de disminuir la acumulacion de las
micotoxinas de Alternaria (TeA, AOH y AME) in vitro y de reducir la agresividad de la lesion de
A. alternata y A. arborescens en frutos de tomate (da Cruz Cabral y col., 2016). Ademas, la
produccidn de ascorbato en Arabidopsis redujo la severidad de la infeccidon con A. brassicicola
(Botanga y col. 2012) y dos metabolitos de la zanahoria, 6-methoximeleina y falcarindiol, le

confirieron resistencia frente al ataque de A. dauci (Lecomte y col., 2012).

Por ultimo, se evaluaron algunos enfoques de control bioldgico sobre A. alternata. Sempere y
Santamarina (2007) utilizaron una cepa clasificada como Trichoderma harzianum (hoy T.
afroharzianum, Chavarri y col., 2015) para controlar su crecimiento en medio a base de arroz.
Ademas, Gveroska y Ziberoski (2012) demostraron la alta capacidad de biocontrol de T.
harzianum contra A. alternata en plantas de tabaco. En otro estudio, T. harzianum vy
Trichoderma piluliferum mostraron actividad inhibitoria contra esta especie de Alternaria en

Akarkara, una planta medicinal india (Thakur y Harsh, 2014).

De lo anteriormente expuesto, se desprende que existen pocos métodos cuya efectividad haya
sido suficientemente comprobada para el control de Alternaria en alimentos. Los datos de
bibliografia se aplican a unas pocas especies fitopatdgenas y un reducido grupo de alimentos,
ademas de que algunos de los resultados obtenidos son poco concluyentes y hasta
contradictorios. Sumado a esto, en la mayoria de los estudios no se tiene en cuenta el efecto del
agente aplicado sobre el comportamiento fisiolégico del hongo bajo diversas condiciones
ambientales ni sobre su capacidad de producir micotoxinas. Esto justifica entonces la busqueda
de nuevas estrategias, que consideren estos parametros y combinen efectividad con bajo

impacto ambiental.
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IV.2. MATERIALES Y METODOS

Las secciones descriptas a continuacion fueron realizadas en el Grupo de Higiene y Seguridad
Alimentaria, Universidad de Extremadura, Espafia, durante una estadia financiada por una beca

del Programa BEC.AR, dirigida por la Dra. Alicia Rodriguez.

v.2.1. Optimizacion de metodologias para los ensayos de control biolégico

IV.2.1.a.-Disefio de PCR cuantitativa (RT-qPCR) para evaluar la expresion de la ruta CWI

En este ensayo se llevd a cabo la optimizacion de una metodologia por PCR cuantitativa con
retrotranscripcion (RT-qPCR) basada en Rhol, gen clave de la ruta CWI, abarcando el disefio de
cebadores, puesta a punto de las condiciones de reaccion y evaluacién de la aplicabilidad de la

herramienta a través de un ensayo en presencia de un compuesto estresor de la pared celular.

IV.2.1.a.i.-Disefio de cebadores

Los cebadores se disefiaron tomando secuencias de GenBank (NCBI NIH, EEUU). Las secuencias
fueron editadas y alineadas usando el programa Clustal W (Thompson y col., 1994). Las regiones
conservadas entre todas las especies se seleccionaron para disefiar los cebadores utilizando el
programa Primer3Plus (Rozen y col., 2000). Los cebadores fueron verificados in silico,
comparando sus secuencias con la base de datos de secuencias de nucledtidos en GenBank

mediante la herramienta BLAST (2015).

IV.2.1.a.ii.-Optimizacion de la reaccion de gPCR

IV.2.1.a.ii.1.-Preparacidon del inéculo

Para optimizar el método de qPCR se utilizaron tres especies fungicas, A. arborescens EGS 39128,
Aspergillus flavus CECT 2687 y Penicillium polonicum CECT 20933. Las mismas se sembraron en
Caldo Papa Dextrosa (CPD) y se incubaron durante cinco dias a 25 °C con agitacion (200 rpm). El
micelio obtenido se filtrd a través de un filtro Miracloth (Merck, Alemania) y se almacené a -80

°C hasta su extraccion.

IV.2.1.a.ii.2.-Extraccién de ARN y sintesis de ADNc

El micelio fue congelado con nitrégeno liquido y molido con la ayuda de un mortero. El ARN se
extrajo utilizando el kit Spectrum® Plant Total RNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) siguiendo las

instrucciones del fabricante (Protocolo A). La concentracién y la pureza de ARN (relacion
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Azs0/A2s0) se determinaron usando una alicuota de 1,5 plL en un espectrofotometro NanoDrop®
(Thermo Fisher Scientific, EEUU). Las muestras se diluyeron a 0,1 pg/uLy se trataron con DNAsa
| (Thermo Fisher Scientific) para eliminar el ADN gendmico que pudo haberse co-extraido. Las
muestras de ARN se almacenaron a -80 °C hasta su uso. La reaccién de retrotranscripcion (RT)
del ARN total (500 ng) se llevd a cabo con el kit PrimeScript® RT (Takara Bio Inc., Japdn),
utilizando cebadores aleatorios y oligodT, siguiendo las indicaciones del fabricante (incubacion
a 37 °C durante 15 min y 85 °C por 5 seg). Las muestras de ADNc se almacenaron a -20 °C hasta

su utilizacion.

IV.2.1.a.ii.3.-Especificidad y eficiencia de las reacciones de qPCR

Las reacciones de gPCR se realizaron en el equipo de PCR en tiempo real ViiA® 7 (Applied
Biosystems, Life Technologies, EEUU) utilizando la metodologia SYBR Green®. Las reacciones se
llevaron a cabo en una mezcla de 12,5 uL de volumen final por duplicado, incluyendo 6,25 puL de
SYBR® Premix Ex TaqTM (Tli RNAsaH Plus; Takara Bio Inc., Japdn), 0,125 pL de ROX plus (Takara
Bio Inc., Japdn), cada cebador, 2,5 uL de ADN y agua milli-Q hasta alcanzar el volumen final. Se
evaluaron diferentes concentraciones de cebadores entre 50 y 300 nM. Ademas se incluyeron
dos blancos (mezcla de reaccién sin ADNc molde) en cada corrida de qPCR. Para optimizar las
condiciones de amplificacién en el protocolo de qPCR, se ensayaron diferentes temperaturas de
hibridacion (55, 58 y 60 °C). La determinacidn del ciclo de cuantificacién (Cq), definido como la
intersecciéon entre la curva de fluorescencia de cada muestra y una linea umbral que
corresponde a una acumulacién de producto suficiente para producir una sefal fluorescente
detectable, fue realizada automaticamente por el instrumento utilizando los pardmetros por

defecto del programa ViiA7 RUO v.1.2.4. (Applied Biosystems, Life Technologies, EEUU).

Después de la reaccién de PCR, se verificé la especificidad de unién del reactivo SYBR Green® al
producto obtenido tras la amplificacion del gen Rhol mediante la construccion de la curva de
disociacion. Para ello, el producto de PCR fue calentado lentamente en una rampa entre 60y 95
°C, con incrementos de 0,5 °C cada 5 seg. La temperatura de disociacion (Tm) fue calculada
automaticamente por el programa y se compard con la deducida a partir de la secuencia del
fragmento esperado. Ademas, el tamano de los productos de PCR se confirmd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % m/v. Los geles fueron tefiidos con Safe-Red® (Applied
Biological Materials, Canada) y el tamafio del producto de PCR se determiné con el programa de
analisis de imagenes GeneSnap v.7.09.02 (Syngene, Reino Unido), con la ayuda de un marcador

de peso molecular de ADN de 2,1-0,15 kpb (Promega BioSciences, EEUU).
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Las curvas estandar se construyeron usando los productos de gPCR obtenidos para A.
arborescens, A. flavus y P. polonicum. En primer lugar, se midieron las concentraciones de los
amplicones obtenidos en el NanoDrop® y se calculé el nimero de copias en cada caso, utilizando

la siguiente formula (Hyeon y col., 2010):

N2 de copias = Wecr / [(660 g/mol) x (Lecr) / NA]

Siendo:

Wpcr = concentracion del producto de PCR medido en el NanoDrop® (g/ul)
660 g/mol = peso molecular de un par de bases de ADN

Lpcr = NnUmero de pb del fragmento de PCR

NA = N° de Avogadro = 6,02x10%% mol?

Con esta solucidon madre de producto de qPCR de cada hongo, se prepararon diluciones seriadas,
gue se utilizaron como soluciones estandar (con nimero de copias conocido) para la gPCR.
Luego, se graficd el logio del nimero de copias calculado versus los valores de Cq para obtener
las curvas estandar. Los criterios considerados para la confiabilidad del método disefiado fueron
el coeficiente de regresion del ajuste lineal (R?) y la eficiencia de amplificacion (E) calculada a
partir de la férmula E = (10*/™)-1, siendo m la pendiente del ajuste lineal en la curva estandar

(Rodriguez y col., 2015).

IV.2.1.a.iii.-Evaluacion de la aplicabilidad del método de RT-qPCR

IV.2.1.a.iii.1.- Obtencion del péptido PgAFP

El péptido antifungico PgAFP producido por Penicillium chrysogenum CECT 20922 (Rodriguez-
Martin y col., 2010), cuyo mecanismo de accidn se ha asociado a estrés de la pared celular, se
utilizoé para evaluar la aplicabilidad del método de RT-qPCR disefiado. Se obtuvo a partir de un
cultivo liquido de P. chrysogenum en CPD, pH 4,5, a 25 °C durante 21 dias. El caldo se filtré a
través de nitrocelulosa de tamafio de poro 0,22 um (Sartorius, Alemania) para obtener un medio
libre de células. El filtrado fue inyectado en un sistema FPLC (cromatografia liquida para
purificacion de proteinas) AKTA® con columna de intercambio catiénico HiTrap SP HP, equipado
con un detector UV (A=214 nm) y un colector de fracciones FRAC-950 (Amersham Biosciences,
Suecia). La fraccién contenedora de PgAFP fue luego sometida a una segunda separacion
cromatografica por exclusion molecular en una columna HilLoad 26/60 Superdex 75 para FPLC
(Amersham Biosciences) para obtener el péptido purificado (Acosta y col., 2009). Los extractos

de PgAFP purificado de varios lotes se combinaron en una Unica solucién madre. La cantidad de
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proteina en dicha solucién se cuantificé por el método de Lowry (Lowry y col., 1951). La solucién

madre de PgAFP se congeld a -20 °C hasta el momento de uso.

IV.2.1.a.iii.2.-Preparacidn del inéculo, siembra y condiciones de incubacion

Se prepararon suspensiones fungicas de A. flavus y P. polonicum a partir de cultivos de 7 dias en
APD. Estas cepas fueron seleccionadas por haber presentado diferente comportamiento frente
al compuesto estresor de la pared celular, PgAFP. Se tomaron 5 mL de tampdn fosfato salino
(PBS) y se extendieron sobre la superficie de cada colonia de A. flavus y P. polonicum en APD con
una espatula de Drigalsky estéril. Las suspensiones de esporas formadas se dispusieron en
microtubos estériles y se contaron utilizando una cdmara de Thoma (Blaubrand®, Alemania). La
concentracion de las suspensiones para este experimento se ajusté a 10° esporas/mL, mediante

diluciones en PBS.

Los experimentos se realizaron en placas de APD conteniendo PgAFP a una concentracion de 10
pug/mL. Las placas se sembraron centralmente con 2 pL de la suspensién de esporas y se
incubaron a 25 °C hasta 9 dias. Paralelamente, se sembraron placas control de APD sin PgAFP.

Todas las condiciones fueron evaluadas por triplicado.
IV.2.1.a.iii.3.-Evaluacion del efecto de PgAFP sobre el crecimiento

El crecimiento radial se registré diariamente, midiendo dos diametros perpendiculares de las
colonias. Los datos se graficaron, representando el didametro de la colonia (mm) versus el tiempo
de incubacion (dias). La pendiente de la fase lineal de este grafico se expresé como la velocidad
de crecimiento maxima (Umsx, mm/dia) (Garcia y col., 2009). El nivel de esporulacion de cada

hongo fue estimado mediante observacidn macroscépica.
IV.2.1.a.iii.4.-Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y reacciones de RT-qPCR

Las muestras para extraccion de ARN se tomaron a los 3 y a los 9 dias de incubacién (inicio y
punto medio de la fase lineal de crecimiento). La extraccién de ARN y la posterior sintesis de

ADNc se llevaron a cabo como se describe en la seccion 1V.2.1.a.ii.2.

Para las reacciones de RT-gPCR, se utilizd una dilucidon 1/10 del ADNc sintetizado para ambas
cepas. Los valores de expresion absoluta del gen Rhol en las muestras tratadas y no tratadas
con PgAFP se extrapolaron a partir de las curvas estdndar construidas como se indicé

previamente (seccion 1V.2.1.a.ii.3).
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IV.2.1.b.-Método analitico para la determinacién de micotoxinas

IV.2.1.b.i.-Extraccion

Para la extraccién de las toxinas en los ensayos de control bioldgico en medio agar pulpa de
tomate (APT) y agar trigo (WA) se utilizé un procedimiento QUEChERS (del inglés, Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe; que corresponde a Rapido, Sencillo, Econdmico, Efectivo,
Robusto, Seguro) basado en la metodologia descripta por Kamala y col. (2015), con ligeras
modificaciones. Se cortaron nueve discos de agar de 7 mm de didmetro de las colonias en las
placas del medio correspondiente y se pesaron en un tubo Falcon de 50 mL de capacidad. Se
agregaron 2 mL de agua milli-Q con acido formico 1 % v/v y se homogeneizd en vortex por 30
seg. Luego se completé la extraccion agregando 2 mL de acetonitrilo grado EM con acido férmico
1 % v/v. La mezcla se agitd en vértex durante 1 min. La separacion de las fases se llevé a cabo
mediante la adicién de 0,40 + 0,01 g de NaCl y 1,60 + 0,01 g de MgSQO4 anhidro, mezclando
vigorosamente por inversién inmediatamente después del agregado. La mezcla se centrifugd
por 5 min a 5300 rpm y 4 °C (Diglicen 21R, Ortoalresa, Madrid, Espafia). Una alicuota de 1 mL
fue tomada de la fase organica superior, filtrada a través de filtro de nylon de tamarfio de poro

0,2 um, y conservada a -18 °C para los siguientes analisis.

IV.2.1.b.ii.-Deteccion y cuantificacion

Los extractos fueron analizados en un sistema UHPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher
Scientific) acoplado a un espectrémetro de masa (EM) con trampa de iones modelo Amazon SL
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Se utilizé una columna de fase reversa C;s de 10 cm de
longitud, 2,1 mm de didametro interno y 1,8 um de tamafio de particula (Agilent Technologies,
EEUU). Las fases maviles fueron (A) agua milli-Q acidificada con acido formico grado EM 20 mM
y (B) acetonitrilo acidificado con acido férmico grado EM 20 mM. La separacién se llevd a cabo
con un flujo de 0,3 mL/min usando un gradiente de solvente lineal, comenzando por 10 % B (v/v)
e incrementando hasta 85 % B (v/v) en 12 min, seguido de un lavado con 100 % B por 1,5 min
previo al reacondicionamiento de la columna con las condiciones iniciales. El analisis por EM fue
realizado en ESI*, estableciendo diferentes ventanas de m/z a escanear en cada rango de tiempo,
teniendo en cuenta el tiempo de retencién de cada toxina: 0-7,50 min, m/z 190-200 para TeA;
7,51-9,90 min, m/z 255-261 para AOH; 9,91-15,0 min, m/z 268-278 para AME. Los tiempos de
retencién para TeA, AOH y AME fueron 7,3+0,2; 7,8 £ 0,2y 10,1 £ 0,2 min, respectivamente. El
procesamiento de datos se realizd en el programa DataAnalysis v4.1 (Bruker Daltonics) y las

areas de los picos fueron delimitadas manualmente.
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IV.2.1.b.iii.-Preparacion de soluciones estandar y cuantificacion

Este punto se realizé como se describe en la seccion I11.2.6.d.iii.

IV.2.1.b.iv.-Evaluacion del desempefio analitico del método

Para determinar la recuperacién del método se adiciond cada toxina en tres niveles en placas
de cada medio de cultivo, correspondientes a valores cercanos al punto minimo, medio y
maximo de la curva de calibracién de cada micotoxina. Cada nivel se evalué por triplicado. La
repetibilidad del método se evalué mediante el cdlculo de la desviacion estandar relativa (RSD
%) para cada nivel adicionado. Los limites de deteccidn y cuantificacidon (LODs y LOQs) fueron

calculados a partir de la curva de calibracion (Long y Winefordner, 1983).

IV.2.2. Ensayos de control bioldgico

IV.2.2.a.-Evaluacidn de estrategias naturales para el control de Alternaria spp. en tomate

IV.2.2.a.i.-Estudio ecofisioldgico

Se evalud el efecto de diferentes temperaturas (5, 12, 25, 35 °C) sobre el crecimiento, la

expresion del gen Rhol y la produccién de micotoxinas de Alternaria spp. aisladas de tomate.

IV.2.2.a.i.1.-Cepas fungicas

Se utilizaron dos cepas de Alternaria de esporas pequeias aisladas de tomate, una de ellas
clasificada como A. arborescens gr.-esp. (de aqui en adelante, T_2 L) y la otra como A.

tenuissima gr.-esp. (de aqui en adelante, T_50_H).
IV.2.2.a.i.2.-Medio de cultivo

Para simular las condiciones del fruto de tomate, los ensayos se realizaron en un medio de
cultivo modelo elaborado a base de pulpa de tomate fresco (Agar Pulpa de tomate, APT; Pose y
col., 2009; Vaquera y col., 2014). La pulpa se obtuvo en una procesadora Thermomix® a partir
de tomates frescos que no tuvieran defectos superficiales ni contaminacién visible, previamente
lavados con agua corriente. Se tomaron 800 mL de la pulpa obtenida y se diluyeron con 200 mL
de agua destilada. Luego se agregaron 15 g de agar calidad bacterioldgica y se esterilizd en

autoclave. El pH final del medio fue de 4,34 y su actividad de agua (aw) de 0,981 + 0,003.

IV.2.2.a.i.3.- Preparacién del inéculo, siembra e incubacion

A partir de cultivos en APZ de 7 dias, se prepard una suspensiéon de esporas en tampdn PBS para

cada cepa. Las suspensiones fueron contadas en una cdmara de Thoma. Las placas de APT se
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sembraron centralmente con 2 pL de una suspension de 108 esporas/mL y se incubaron a 5, 12,
25y 35 °C por un periodo adecuado para que cada combinacidn cepa x temperatura alcanzara
la fase estacionaria de crecimiento (tiempo mdaximo de incubacidén = 35 dias). Todas las

determinaciones en cada condicién se realizaron por triplicado.

IV.2.2.a.i.4.-Medicion del crecimiento

Se registrd el crecimiento radial de las colonias diariamente, mediante la medicién de dos
didmetros perpendiculares. Se grafico el didametro (mm) en funcidn del tiempo de incubacion
(dias) y se determiné la fase de latencia (A, dias) como la abscisa al origen y la velocidad de
crecimiento (Umax, mm/dia) como la pendiente de la fase de crecimiento lineal (Garcia y col.,

2009).

IV.2.2.a.i.5.-Expresion de Rho1 por RT-qPCR

Las muestras para los ensayos de expresién fueron tomadas durante la fase lineal de crecimiento
y al inicio de la fase estacionaria. La extraccién de ARN y la posterior sintesis de ADNc se llevaron
a cabo como se describe en la seccidn 1V.2.1.a.ii.2. La evaluacién del efecto de las distintas
temperaturas sobre la expresion del gen Rhol, implicado en la ruta CWI, fue realizada siguiendo
la metodologia de RT-qPCR optimizada en la seccidn 1V.2.1.a.ii. La expresién absoluta se calculd

como se describe en la seccidn 1V.2.1.a.ii.3.

IV.2.2.a.i.6.- Determinacion de micotoxinas

Las muestras para la cuantificacion de micotoxinas se tomaron al inicio de la fase estacionaria

de crecimiento y la determinacion se realizd de acuerdo con la descripcién de la seccién IV.2.1.b.

IV.2.2.a.ii.-Estudio de biocontrol con levaduras

IV.2.2.a.ii.1.-Seleccion de las levaduras

Se utilizaron tres cepas de Debaryomyces hansenii (253H, 10552 y 10553) de la Coleccidn
Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafia), que habian sido previamente aisladas de tomate,
para evaluar su efectividad contra el crecimiento de Alternaria spp. Las levaduras se sembraron
en 10 mL de caldo extracto de levadura sacarosa (YES) y se incubaron por 72 h a 25 °C con
agitacion. A partir de estos cultivos se prepard una suspensién de células de cada una de ellas
en PBS, la cual fue contada en una camara de Thoma. Por otro lado, se prepararon suspensiones
de esporas de las cepas de Alternaria como se describe en la seccion IV.2.2.a.i.3. El ensayo se
realizd en placas de APD de 90 mm, sobre las cuales se evaluaron dos métodos de siembra para

el agente de biocontrol. En el primer caso, las placas se sembraron centralmente con 2 pL de
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una suspension de 1x10° células de D. hansenii/mL; seguida por 2 pL de una suspensién de 1x10°
esporas de Alternaria/mL. En el segundo caso, las placas de APD se sembraron con 100 pL de
una suspension de 1x10* células de D. hansenii/mL, que se distribuyeron uniformemente en
toda la superficie de la placa con una espatula de Drigalsky y se dejaron absorber durante 1 h a
temperatura ambiente. Luego, se sembraron en el centro de la placa 2 pL de una suspensién de
1x10° esporas de Alternaria/mL. Cada combinacién D. hansenii x Alternaria x método de siembra
se evalud por triplicado. Las placas fueron incubadas a 25 °C por 7 dias, durante los cuales se

midiod el crecimiento como se detalla en la seccion 1V.2.1.a.iii.3.

IV.2.2.a.ii.2.-Ensayo en medio a base de tomate

Las placas de APT se sembraron de acuerdo al segundo método ensayado en la seccién anterior
con las levaduras seleccionadas. En paralelo, se evaluaron controles para cada cepa de
Alternaria en ausencia de las levaduras. Todas las placas se incubaron hasta 18 dias a 12 °C.
Sobre ellas se evalué el efecto de la presencia del agente de biocontrol sobre el crecimiento de
Alternaria spp. como se describe en la seccion IV.2.2.a.i.4. Ademas, se estudid el efecto del
tratamiento sobre la ruta CWl alos 12 y a los 18 dias de incubacidn, correspondientes a las fases
lineal y estacionaria de crecimiento, respectivamente. La extraccién de ARN y la posterior
sintesis de ADNc se llevaron a cabo como se describe en la seccién IV.2.1.a.ii.2. La reaccién de
gPCR sobre el gen Rho1 fue realizada siguiendo la metodologia optimizada en la seccion 1V.2.1.a.
La expresidn relativa se calculd con el método de 222% (Livak y Schmittgen, 2001), teniendo en

cuenta que:

AACCl = (ngen target — CQgen endégeno)tratamiento_ (ngen target — ngen endégeno)control

Siendo:

COgen target = Cq Obtenido por la amplificacién del gen Rho1

COgen endsgeno = Cq obtenido por la amplificacion del gen B-tubulina
Tratamiento = presencia del agente de biocontrol

Control = ausencia del agente de biocontrol

Para las reacciones de gPCR del gen enddgeno (B-tubulina), se utilizaron los cebadores A-BTF y
A-BTR (Estiarte y col., 2016). Las reacciones de qPCR se realizaron en el equipo de PCR en tiempo
real ViiA® 7 (Applied Biosystems, Life Technologies, EEUU) en una mezcla de 12,5 plL de volumen
final por duplicado, incluyendo 6,25 pL de SYBR® Premix Ex TagTM (Tli RNAsaH Plus; Takara Bio
Inc.), 0,125 pL de ROX plus (Takara Bio Inc.), 300 nM de cada cebador, 2,5 uL de ADN y agua
milli-Q hasta alcanzar el volumen final. Las condiciones de reaccién consistieron en un periodo

inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min. Una vez
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finalizada cada una de las reacciones de gPCR, la curva de disociacidon fue construida para
comprobar la especificidad del producto amplificado, como se describe en la seccidon
IV.2.1.a.ii.3. Por ultimo, las muestras para la cuantificacién de micotoxinas se tomaron a los 18
dias de incubacidn (fase estacionaria), y la determinacidn se realizé de acuerdo a la descripcion

de la seccién 1V.2.1.b. Todos los ensayos descriptos en este item se realizaron por triplicado.

IV.2.2.a.iii.-Estudio de biocontrol con PgAFP

IV.2.2.a.iii.1.-Seleccién de las concentraciones de PgAFP

Se evalud el efecto del péptido antifungico PgAFP sobre el crecimiento de cuatro cepas de
Alternaria: dos cepas de referencia (A. arborescens EGS 39128 y A. alternata EGS 34016) y dos
aisladas de tomate (T_2_Ly T_50_H, seccion IV.2.2.a.i.1). Para ello, se prepararon suspensiones
de 10° esporas/mL de cada una. Alicuotas de 2 pL de las mismas fueron sembradas en una placa
multipocillo con CPD suplementado con siete diluciones seriadas al medio de PgAFP, desde 75 a
1,17 pg/mL. Las placas se incubaron a 25 °C durante 96 h y se realizaron lecturas de absorbancia

a 595 nm cada 24 h en un lector de microplacas. Cada condicidn se evalué por sextuplicado.

IV.2.2.a.iii.2.-Ensayo en medio a base de tomate

Se prepararon suspensiones de 10° esporas/mL de los aislamientos T_2_Ly T _50_H. Luego, 2 pL
de estas suspensiones fueron sembradas en el centro de las placas de APT suplementado con
dos niveles de PgAFP, 10 y 40 pg/mL, seleccionados en base a los resultados de la seccidn
anterior (IV.2.2.a.iii.1). Paralelamente, se sembraron placas de APT sin suplementar. Todas las
placas se incubaron hasta 18 dias a 12 °C. Sobre ellas se evalué el efecto de la presencia del
compuesto de biocontrol sobre el crecimiento de Alternaria como se describe en la seccién
IV.2.2.a.i.4. Ademas, se estudio el efecto del tratamiento sobre la expresidn del gen Rho1 a los
12 yalos 18 dias de incubacién, correspondientes a las fases lineal y estacionaria de crecimiento,
respectivamente. La extraccion de ARN y la posterior sintesis de ADNc se llevaron a cabo como
se describe en la seccién IV.2.1.a.ii.2. Los estudios de expresion sobre dicho gen mediante RT-
gPCR fueron realizados siguiendo la metodologia optimizada en la seccidn IV.2.1.a. La expresion
relativa se calculé como se indica en la seccion 1V.2.2.a.ii.2, tomando como situacion control las
placas sin suplementar con PgAFP. Por ultimo, las muestras para la cuantificacion de micotoxinas
se tomaron a los 18 dias de incubacién (fase estacionaria), y la determinacion se realizé de
acuerdo a la descripcién de la seccién 1V.2.1.b. Todos los ensayos descriptos en este item se

realizaron por triplicado.
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IV.2.2.b.-Comparacién de antiflingicos para el control de Alternaria spp. en trigo

IV.2.2.b.i.-Cepa fungica

Para evaluar el efecto de antiflingicos en trigo se selecciond una cepa de este sustrato clasificada
como A. tenuissima gr.-esp. (W_29_H), cuyo comportamiento ecofisiolégico en medio trigo

habia sido previamente evaluado (Patriarca y col., 2014).

IV.2.2.b.ii.-Medio de cultivo

Los ensayos se realizaron en un medio a base de trigo molido al 2 % (WA). Para ello, se
seleccionaron muestras de trigo de diferentes localidades de la region IlI-S, sobre las que
previamente se confirmd la ausencia de toxinas de Alternaria (AOH, AME y TeA) por la
metodologia descripta por Azcarate y col. (2008). Se pesaron 20 g de trigo molido, al que se
agregaron 20 g de agar calidad bacteriolégica y 1 L de agua destilada, y se esterilizé en autoclave.
El pH final del medio fue de 5,50. El medio se ajustd a dos niveles de ay, diferentes mediante el
agregado de glicerol, los cuales se determinaron en un medidor de aw Novasina Lab Master
(Novasina AG, Suiza). Las ay finales fueron: 0,981 + 0,003 (alta disponibilidad de agua) y 0,953 +

0,003 (condicién de estrés hidrico intermedio).

IV.2.2.b.iii.-Antifungicos

Se evaluaron dos tipos de tratamientos antifiingicos en WA. Por un lado, se probé el antifungico
comercial CELEST XL® (Syngenta, Espafia), que contiene dos compuestos activos, fludioxonil 2,5
% y metalaxil-M 1 %. Se aplicé en una concentracion de 0,5 pg/mL, siendo este el maximo nivel
con efecto fungistatico sobre Alternaria. Por otro lado, se evalué el efecto de un antifungico de
bajo impacto ambiental, el péptido PgAFP (seccion 1V.2.1.a.iii.1), con el cual se suplemento el

medio WA a 10 pg/mL, concentracion seleccionada en la seccién IV.2.2.a.iii.1.

IV.2.2.b.iv.-Condiciones experimentales y determinaciones

Se prepard una suspension en tampdn PBS de 10° esporas/mL de la cepa W_29_H. Las placas de
WA suplementadas con ambos antifungicos y a ambos niveles de aw, se sembraron centralmente
con 2 ulL de la suspensién y se incubaron a 25 °C en oscuridad durante un maximo de 14 dias en
recipientes cerrados con soluciones salinas sobresaturadas de la aw correspondiente, de manera
tal de generar una humedad relativa constante durante todo el periodo. Paralelamente se
sembraron placas de WA a ambas ay, sin suplementar con antiflngico. Se evalué el efecto de los
antifungicos sobre el crecimiento de Alternaria en WA como se describe en la seccidn

IV.2.2.a.i.4. Ademas, se estudié el efecto de cada tratamiento sobre la expresidn del gen Rhol
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durante las fases lineal y estacionaria de crecimiento. Para ello, se tomaron muestras a
diferentes dias de incubacién para cada condicidn, teniendo en cuenta la curva de crecimiento.
La extracciéon de ARN vy la posterior sintesis de ADNc se llevaron a cabo como se describe en la
seccion 1V.2.1.a.ii.2. Los estudios de expresién sobre dicho gen mediante RT-qPCR fueron
realizados siguiendo la metodologia optimizada en la seccién IV.2.1.a. La expresion relativa se
calculé como se indica en la seccién 1V.2.2.a.ii.2, tomando como situacion control las placas sin
suplementar para cada aw. Por ultimo, las muestras para la cuantificacién de micotoxinas se
tomaron al inicio de la fase estacionaria de crecimiento, y la determinacion se realizé de acuerdo
a la descripcién de la seccion 1V.2.1.b. Todos los ensayos descriptos en este item se realizaron

por triplicado.

IV.2.3. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa IBM SPSS v.22.0 (IBM Corporation, EEUU).
Sobre cada conjunto de datos, se evalud la normalidad con el test de Shapiro-Wilk. Para las
poblaciones de datos normales y homocedasticos segun el test de Levene, se realizé un ANOVA.
En caso de encontrar diferencias significativas, se realizé una comparacién de medias posterior
utilizando el test de Bonferroni o el test de Dunnet en el caso de realizar comparaciones contra
una situacion control. Cuando la distribucion de los datos no fue normal, los analisis se llevaron
a cabo con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas.
Luego, se aplico el test U de Mann-Whitney para la comparacidn posterior de medias. En todos

los casos la significancia estadistica se establecié en p<0,05.
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IV.3. RESULTADOS

IV.3.1. Optimizacion de metodologias para los ensayos de control biolégico

IV.3.1.a.-Disefio de RT-qPCR para evaluar la ruta CWI
IV.3.1.a.i.-Disefio de cebadores

Dos pares de cebadores Rho1-F1/R1y Rhol-F1/R2 se disefiaron sobre la base de 34 secuencias
parciales del gen Rhol de diferentes especies fungicas (incluyendo Fusarium graminearum, F.
oxysporum, F. avenaceum, F. pseudograminearum, Giberella fujikuroi, Talaromyces marnefeii,
Aspergillus fumigatus, A. clavatus, A. flavus, A. terreus) tomadas de GenBank (NCBI NIH, EEUU).
El cebador directo (Rhol-F1) corresponde a una union exdn-exén y los cebadores reversos

(Rho1-R1y Rho1-R2) a un exdn (Figura IV.2).

Rho1-F1

1 acgttcctat

61 gagggcgata
121 catcagctct
181
241
301
361
421

81
541
601
661

cgtcgecgtt
gctaaccaat
attgcggcegt
tcatgcaacg
Egpccaccgt
tcgcecctatg
ccgactccca
Eccaggaaaa

acagc

ccatcgccac
tgatagtttt
atcattaccg
ttcattacca
cctccagtgt
cgcctttcaa
ggcatcacca
tttcgagaac
ggatactgct
cgttatcézé
ggtttgttcg

gttggcatca
tggcctcttg
tgattgacgc
tcatcgcgat
tttctccaag
ccttggcacg
caacaacctc
tacgtcgccg
ggtcaggagg

caatgtctct
gacagcccag
acatgcccct
cattaatcta

ggcactttce

tcagatgga
cgcttcgcat
tgcttcacct
aaccacttga

ccgaggtaag

cttagccacg
cttgctgaca
atgtcgaggt
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caccatcctc
tcaacacgat
cattgacttt
aacagcctta
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ctgtcctacc
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Figura IV.2: Disefio de los cebadores Rho1-F1, Rho1-R1 y Rhol-R2 basados en la secuencia
parcial del gen Rhol de Fusarium oxysporum (nimero de acceso de GenBank KC017392.1). Las
regiones sombreadas corresponden a exones. Los cebadores estan subrayados por una flecha.
El tamafio del producto de PCR amplificado con Rho1-F1/R1 es de 119 pb. El tamafio del
producto de PCR amplificado con Rho1-F1/R2 es de 115 pb.

IV.3.1.a.ii.-Optimizacion, especificidad y eficiencia de la gPCR
La temperatura de hibridacién se optimizé para las dos parejas de cebadores disefiados (Rho1-
F1/R1 y Rhol-F1/R2). Dado que no se detecté amplificacion ni a 60 ni a 58 °C, 55 °C fue la

temperatura de hibridacion seleccionada para la qPCR.
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De los dos pares de cebadores, la pareja Rhol-F1/R2 fue seleccionada para los ensayos
posteriores ya que el control sin ADN molde no mostré amplificacion inespecifica en ningun
caso. Ademas, el Cq observado con este par fue menor para la misma concentracién de ADNc.
Las concentraciones éptimas de cebador se eligieron de forma de obtener el valor Cq mas bajo
y la sefial fluorescente mas alta para una concentracion de ADNc fija. En estas condiciones, la
concentracién de cebadores utilizada para la gPCR fue de 200 nM de cada uno. El analisis de las
curvas de disociacién mostré un solo amplicén, con un valor de Tm de 84,1 °C para P. polonicum
y 85,9 °C para A. arborescens y A. flavus (Figura IV.3). La especificidad de la pareja de cebadores
seleccionada también se confirmd mediante electroforesis en gel de agarosa de los productos

de gPCR, donde sdlo se observé un Unico amplicén de ~ 115 pb.

En la Figura IV.4 se muestra una de las curvas estandar construida utilizando los valores Cq y
logio del numero de copias del gen Rho1 con el método optimizado. Las curvas estandar para las
tres especies fungicas mostraron un alto coeficiente de regresién (R?> 0,999) confirmando un
ajuste lineal confiable. Sus pendientes fueron -3,38; -3,37 y -3,31 para A. arborescens, A. flavus

y P. polonicum, que corresponden a eficiencias de amplificacion de 97,5; 98,1 y 100,5 %,

respectivamente.
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Figura IV.3: Curvas de disociacion representativas del producto de gPCR del gen Rhol con los
cebadores especificos Rho1-F1/R2. Los nimeros sobre el grafico indican la temperatura de

disociacién correspondiente (Tm).
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Figura IV.4: Ejemplo de la curva estandar para A. arborescens EGS 39128 que muestra la

correlacién entre el logio del nimero de copias del gen Rhol y los valores de Cq.

IV.3.1.a.iii.-Evaluacion de la aplicabilidad de la metodologia

La aplicabilidad del método de RT-gqPCR diseiiado fue probada usando el péptido antifungico
PgAFP, un compuesto estresor de la pared celular, frente a una cepa sensible, A. flavus, y otra

resistente, P. polonicum, a este tratamiento (Delgado y col., 2015b; 2016a).

La expresién absoluta del gen Rho1 fue evaluada luego de 3 y 9 dias de incubacién a 25 °Cy no
se observaron diferencias significativas entre ambos tiempos para ninguna de las cepas. Las
velocidades de crecimiento y los niveles de expresidn absoluta a los 3 dias de incubacién para A.
flavus y P. polonicum en APD con y sin PgAFP se muestran en la Figura IV.5. Ambas especies de
hongos mostraron diferencias entre si en su crecimiento en las condiciones experimentales
ensayadas (Figura IV.5). La presencia de PgAFP en el medio de cultivo causé un ligero incremento
en la tasa de crecimiento de A. flavus (Umax), pero una disminucién en el nivel de esporulacion
en este hongo (Figura IV.6). Al analizar la expresidn absoluta del gen Rhol, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos para A. flavus (p>0,05; Figura IV.5). Por otro
lado, para P. polonicum no se observaron diferencias significativas en la velocidad de

crecimiento entre muestras tratadas con PgAFP y el control (Figura IV.5). Tampoco se detectaron
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diferencias en el nivel de esporulacién para este hongo (datos no mostrados). Por el contrario,
se detectd un aumento estadisticamente significativo en el nimero de copias del gen Rho1 para

P. polonicum en presencia de PgAFP cuando se compard con la muestra no tratada (p<0,05).

w
|
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=
I
I

Log,, nimero de copias del gen Rho1
N

Velocidad de crecimiento (mm didametro/dia)

PgAFP No tratado PgAFP No tratado
[ A. flavus B P polonicum

Figura IV.5: Velocidad de crecimiento (pmsx, €n linea) y niveles de expresidn absoluta del gen
Rho1 (en barras) para Aspergillus flavus y Penicillium polonicum en APD tratados y no tratados
con 10 pg/mL de PgAFP después de 3 dias de incubacidon a 25 °C. Las letras indican diferencias
significativas entre los tratamientos para la expresién génica y el niUmero de asteriscos, para la

velocidad de crecimiento para cada cepa fungica (p<0,05).
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Figura IV.6: Nivel de esporulacion de Aspergillus flavus después de 9 dias de incubacién a 25 °C

en placas de APD. A. tratado con 10 pg/mL de PgAFP; B. control (no tratado).

IV.3.1.b.-Desempefio analitico del método para toxinas de Alternaria spp.

Para detectar y cuantificar la produccidn de toxinas de Alternaria spp. en los distintos ensayos
de control bioldgico, fue necesario poner a punto una metodologia analitica adecuada para cada
medio de cultivo. Para ello se evalud el desempefio analitico de un método de extraccion
previamente descripto para otras micotoxinas (entre ellas fumonisinas, aflatoxinas y ocratoxina
A) (Kamala y col., 2015) con ligeras modificaciones para adaptarlo a las micotoxinas a detectar.
Los pardmetros del desempeiio analitico obtenidos para el método de deteccién por UHPLC se
muestran en la Tabla IV.1. La recuperacidn promedio de los triplicados de TeA, AOH, y AME en
cada medio de cultivo para cada nivel de adicién y sus correspondientes coeficientes de
variacion (RSD %) se muestran en la Tabla IV.2. Todas las concentraciones de toxina en los

ensayos subsiguientes fueron corregidas por su correspondiente valor de recuperacion.
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Tabla IV.1: Parametros del desempefio analitico para la deteccidn de toxinas de Alternaria spp.

por UHPLC-EM.

Parametro TeA AOH AME
LOD (ug/kg) 72,5 33,3 26,7
LOQ (ug/kg) 220,5 101,2 81,1
Rango lineal (ng) 0,4-75,1 0,3-28,0 0,2-20,0

LOD: limite de deteccién; LOQ: limite de cuantificacidn.

Tabla IV.2: Porcentajes de recuperacion (% R) y coeficientes de variacidon (RSD %) obtenidos para

cada toxina en diferentes medios de cultivo con distintos niveles de adicidon de cada una.

a- Agar pulpa de tomate (APT)

Nivel de

TeA AOH AME
adicion de
toxina ug/g %R RSD% ug/g %R RSD% ug/g %R RSD%
Minimo 0,6 77,6 11,2 0,8 93,0 7,0 0,4 93,8 2,8
Medio 3,0 70,0 9,9 2,4 100,8 3,9 1,2 105,6 4,1
Maximo 9,9 60,8 7,1 4,2 87,7 2,6 2,4 89,3 2,9
Promedio - 69,5 - 93,8 - 96,3 -
b- Agar trigo (WA)
Nivel de TeA AOH AME
adiciéon de
toxina ug/s %R RSD% ug/g %R RSD% ug/s %R RSD%
Minimo 0,4 122,2 3,5 0,4 89,7 3,2 0,4 78,4 7,3
Medio 3,0 112,7 6,6 2,4 90,8 2,9 1,2 66,7 5,9
Maximo 9,9 105,8 4,9 4,2 94,6 4,8 2,4 89,8 2,7
Promedio - 113,6 - 91,7 - 78,3 -
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IV.3.2. Ensayos de control bioldgico

IV.3.2.a.-Evaluacidn de estrategias naturales para el control de Alternaria spp. en tomate

IV.3.2.a.i.-Estudio ecofisioldgico

En este ensayo preliminar en medio modelo a base de tomate (APT) se evalué el efecto de la
temperatura sobre el crecimiento, la expresién de Rhol (gen clave de la ruta CWI) y la
produccidn de micotoxinas en Alternaria spp. aisladas de tomate a fin de evaluar las condiciones

adecuadas para la aplicacién de los agentes de control bioldgico.

IV.3.2.a.i.1.-Efecto de la temperatura sobre el crecimiento

Las curvas de crecimiento de A. arborescens T_2 L y A. tenuissima T_50_H en APT a las
temperaturas evaluadas (5, 12, 25y 35 °C) se presentan en la Figura IV.7. La Figura IV.8 muestra
las fases de latencia y las velocidades de crecimiento promedio obtenidas para cada condicion.
Ambas cepas presentaron comportamientos similares en cuanto a la relacidn de los parametros
de crecimiento (A y pmsx) con la temperatura, aunque se observaron algunas diferencias

especificas entre ellas.

Con respecto a la fase de latencia, la disminucion de la temperatura ocasioné un incremento en
este pardmetro. En el caso de A. arborescens T_2_L, los menores valores se obtuvieron a 25y
35°C (0,12 y 0,88 dias, respectivamente), mientras que el mayor valor fue de 5,8 dias a 5 °C. Por
otro lado, las A obtenidas para A. tenuissima gr.-esp T_50_H fueron mayores que las de A.
arborescens gr.-esp. a todas las temperaturas, detectandose el mayor valor tambiéna 5 °C (13,5
dias). A diferencia de lo observado para T_2 L, a 35 °C el valor de A fue similar al de 12 °Cy

estadisticamente diferente al minimo, que se observé a 25 °C (0,90 dias).

Para ambas cepas, la velocidad maxima de crecimiento ocurrié a una temperatura cercana a los
25 °C (Mmax 25°c= 7,0 y 9,8 mm/dia para T_2_L y T_50_H, respectivamente). Al aumentar la
temperatura, la velocidad disminuyd rdpidamente. Por el contrario, hacia temperaturas
menores a la 6ptima, el descenso de pmsx fue mas paulatino. Para la cepa T_2_L, las
temperaturas minimay maxima evaluadas (5 y 35 °C) resultaron igualmente desfavorables sobre
este parametro, siendo pms=2 mm/dia. En cambio, para la cepa T_50_H el menor valor se

obtuvo a 35 °C (1,7 mm/dia).
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Figura IV.7: Curvas de crecimiento para A. arborescens gr.-esp. T_2_L (A) y A. tenuissima gr.-esp.
T 50_H (B) en agar pulpa de tomate (APT) a distintas temperaturas (5, 12, 25 y 35 °C). Las barras

indican el desvio estandar.
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Figura IV.8: I. Fase de latencia (A) y Il. velocidad de crecimiento maxima (Umsx) de Alternaria
arborescens gr.-esp. T_2_L; lll. fase de latencia (A) y IV. velocidad de crecimiento maxima (max)
de A. tenuissima gr.-esp. T_50_H, a diferentes temperaturas (5, 12, 25 y 35 °C) en agar pulpa de
tomate (APT). Las lineas indican el desvio estandar y las letras los grupos con diferencias

significativas para cada parametro de cada cepa (p<0,05).
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IV.3.2.a.i.2.-Efecto de la temperatura sobre la expresién de Rhol

La Tabla IV.3 muestra el periodo de incubacion en APT correspondiente a cada cepa de
Alternaria spp. necesario para evaluar la expresion de la ruta CWI en las respectivas fases de

crecimiento (lineal y estacionaria) a cada temperatura estudiada.

La expresion absoluta del gen Rho1 en cada condicidn se muestra en la Figura IV.9. En el caso de
A. arborescens gr.-esp. T_2_L, durante su fase lineal de crecimiento se detecté una mdaxima
expresion del gen Rhol a 35 °C, mientras que la minima expresién fue detectada a la menor
temperatura evaluada, 5 °C. Por otro lado, al medir la expresion de Rho1l al inicio de la fase
estacionaria, se observé una tendencia opuesta. Los maximos niveles de expresién ocurrieron a
las menores temperaturas (5 y 12 °C), mientras que los menores nimeros de copias se

detectaron con las mas altas (25 y 35 °C).

Con respecto a la fase lineal de crecimiento de A. tenuissima gr.-esp. T_50_H, no se detectaron
diferencias significativas entre las cuatro temperaturas evaluadas. En cuanto a la expresién al
inicio de la fase estacionaria, a 12 °C se detectod el mayor nivel de expresidon de Rhol para esta
cepa, mientras que el menor se observd a 35 °C. Las temperaturas de 5y 25 °C presentaron

valores de expresién intermedios, no significativamente diferentes entre ellas.

Tabla 1V.3: Periodo de incubacion (dias) para la evaluacion de la expresiéon génica,
correspondientes a las fases lineal y estacionaria de cada cepa de Alternaria a distintas

temperaturas (5, 12, 25 y 35 °C) en agar pulpa de tomate (APT).

Fase de Temperatura (°C)
Cepa .
crecimiento 5 12 25 35
Lineal 18 12 9 12
A. arborescens gr.-esp.
Estacionaria 28 18 14 25
Lineal 25 12 9 18
A. tenuissima gr.-esp.
Estacionaria 35 18 12 28
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Figura IV.9: Niveles de expresidn absoluta del gen Rhol para A. arborescens gr.-esp. T_2_L (A)y
A. tenuissima gr.-esp. T_50_H (B) en agar pulpa de tomate (APT) a diferentes temperaturas (5,
12,25y 35 °C) y fases de crecimiento. Las lineas indican el desvio estandar y las letras los grupos

con diferencias significativas para cada cepa (p<0,05).

IV.3.2.a.i.3.-Efecto de la temperatura sobre la produccién de toxinas

La produccién de TeA por A. arborescens gr.-esp. T_2_L y de AME por A. tenuissima gr.-esp.
T 50 _H fue evaluada en APT a diferentes temperaturas (5, 12, 25 y 35 °C) luego de un periodo
de incubacion correspondiente a la fase estacionaria de crecimiento de cada cepa en cada
condicién. Los resultados de la produccidén de micotoxinas se muestran en la Figura IV.10. La
cepa T_2 L produjo grandes cantidades de TeA a todas las temperaturas ensayadas, con una
temperatura dptima para la produccion entre 12 y 25 °C. Por otro lado, la mayor temperatura

estudiada (35 °C) fue la condicion en la cual se acumuld la menor cantidad de esta toxina.
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Por otra parte, A. tenuissima gr.-esp. T_50_H fue capaz de producir AME Unicamente a las
menores temperaturas evaluadas; esta toxina no fue detectada a 25 ni a 35 °C. La maxima

produccidon se obtuvo a 12 °C, observdndose una marcada disminucion al descender la

temperatura.
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FiguraIV.10: Produccion de TeA por A. arborescens gr.-esp. T_2_L(A) y de AME por A. tenuissima
gr.-esp. T_50_H (B) en agar pulpa de tomate (APT) a diferentes temperaturas (5, 12, 25y 35 °C)
en la fase estacionaria de crecimiento. N.D.: No detectado (<LOD). Las lineas indican el desvio

estandar y las letras los grupos con diferencias significativas para cada cepa (p<0,05).

IV.3.2.a.ii.-Evaluacion de estrategias de bajo impacto ambiental

Se evalud el efecto de dos estrategias de biocontrol, levaduras y el péptido antifungico PgAFP,
sobre las cepas de Alternaria de tomate a 12 °C, temperatura seleccionada en funcién de los
resultados del ensayo ecofisioldgico, y por ser ésta de uso frecuente en las cdmaras de
almacenamiento de estos frutos. Para cada tratamiento, se evalud la influencia del agente de

biocontrol sobre el crecimiento, la expresion del gen Rhol y la produccién de micotoxinas por

lascepasT 2 LyT 50 H.

IV.3.2.a.ii.1.-Estudio de biocontrol con levaduras

IV.3.2.a.ii.1.1.-Seleccion de las levaduras

En un ensayo preliminar, se evalud el efecto de tres cepas de D. hansenii sobre el crecimiento
de A. arborescens gr.-esp. T_2_Ly A. tenuissima gr.-esp. T_50_H para seleccionar aquellas que
mostraran efectos inhibitorios sobre las mismas. Dos de las tres cepas de D. hansenii evaluadas

(10552 y 10553) presentaron mayores efectos en la inhibicion del crecimiento de ambas cepas
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de Alternaria (33-58 % de inhibicion a los 7 dias de incubacién con respecto al control). La
levadura 253H mostré un maximo de 13 % de reduccidn, por lo que fue descartada para los
siguientes ensayos. Con respecto a la siembra de las levaduras, se evaluaron dos metodologias
diferentes y se observd que distribuir el agente de biocontrol en toda la superficie de la placa
resulté mas efectivo que la siembra central de los dos microorganismos (D. hansenii y Alternaria
spp.), siendo ademas esta técnica la que podria aplicarse en los frutos de tomate a futuro. Es

por ello que fue la seleccionada para los ensayos posteriores.

IV.3.2.a.ii.1.2.-Efecto sobre el crecimiento en medio tomate

Se evalué el efecto de las cepas de D. hansenii seleccionadas sobre el crecimiento de A.
arborescens gr.-esp. T_2_L vy A. tenuissima gr.-esp. T_50 H en APT a 12 °C. Los valores de A y
Umax de Alternaria spp. en presencia de las cepas 10552 y 10553 de D. hansenii se muestran en
la Tabla IV.4. Las cepas de D. hansenii no influyeron de forma significativa sobre la A de Alternaria
spp. Si bien A. tenuissima gr.-esp. mostrd valores promedio de A superiores en presencia de la
levadura, los mismos no tuvieron significancia estadistica. Con respecto a la velocidad de
crecimiento, para ambas cepas de Alternaria pmsx se redujo entre un 15 y un 35 % en presencia
de las levaduras, siendo este valor estadisticamente diferente al correspondiente control
Unicamente para el caso de A. arborescens gr.-esp. con Dh 10552. Es importante resaltar que, si
bien los pardmetros de crecimiento de A. tenuissima gr.-esp. en presencia de cualquiera de las
levaduras, no fueron significativamente diferentes al correspondiente control,
macroscépicamente se observd una disminucién en el crecimiento, como se muestra en la

Figura IV.11 (menor biomasa, crecimiento aéreo, colonia poco tupida).

Tabla IV.4: Fase de latencia (A, dias) y velocidad de crecimiento (Uumax, mm/dia) para Alternaria

spp. en presencia de Debaryomyces hansenii (Dh) en agar APT incubado a 12 °C.

A. arborescens gr.-esp. A. tenuissima gr.-esp.
Tratamiento
A (dias) Hmax (mm/dia) A (dias) Mmax (mm/dia)
Control 2,7+0,2 4,4+0,3 4,8+0,3 56+0,2
Dh 10552 2,1+0,7 2,9+0,5% 7,8+1,3 3,7+0,2
Dh 10553 2,3%+1,0 3,7+0,7 5904 4,0+0,2

Los valores corresponden al promedio + un desvio estandar para cada condicidn.
*Valor significativamente diferente a su correspondiente control (p<0,05).
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Figura IV.11: Crecimiento de A. tenuissima gr.-esp. T_50_H en agar pulpa de tomate (APT), luego

de 17 dias de incubacion a 12 °C. A. en presencia de Debaryomyces hansenii 10553; B. control.

IV.3.2.a.ii.1.3.-Efecto sobre la expresion de Rhol en medio tomate

Se determind la expresion relativa del gen Rhol en A. arborescens gr.-esp. y A. tenuissima gr.-
esp.en APTa 12 °Cen ambas fases de crecimiento (lineal y estacionaria) y en presencia de ambas
cepas de D. hansenii. Los resultados obtenidos para cada condicién se muestran en la Figura
IV.12. La presencia de las levaduras en el medio no tuvo una marcada influencia sobre la
expresion de este gen con respecto a la condicidn control; sélo se detectaron diferencias
significativas en dos casos. Durante la fase lineal de crecimiento, A. arborescens gr.-esp. T_2_L
mostré una sobreexpresion con respecto al control en presencia de D. hansenii 10553. En
contraposicion, la presencia de la cepa D. hansenii 10552 ocasiond una inhibicidn de los niveles
de expresidn del gen Rhol en A. tenuissima gr.-esp. T_50_H en su etapa estacionaria de

crecimiento.
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Figura IV.12: Expresién relativa del gen Rho1 para Alternaria spp. en presencia de Debaryomyces
hansenii (Dh) en agar pulpa de tomate (APT) incubado a 12 °C. A. A. arborescens gr.-esp. T 2 L
en fase lineal de crecimiento; B. A. arborescens gr.-esp. T_2 L en fase estacionaria de
crecimiento; C. A. tenuissima gr.-esp. T_50_H en fase lineal de crecimiento; D. A. tenuissima gr.-
esp.T_50_H en fase estacionaria de crecimiento. Las placas control se usaron como calibradores
para los calculos (expresion relativa=1). Las lineas indican el desvio estandar. Las barras
marcadas con (*) indican diferencias significativas con respecto al control correspondiente

(p<0,05).

IV.3.2.a.ii.1.4.-Efecto sobre la produccion de toxinas en medio tomate

El efecto de la presencia de levaduras sobre la produccidn de TeA por A. arborescens gr.-esp.
T_2_Lyde AME por A. tenuissima gr.-esp. T_50_H en APT a 12 °C se muestra en la Tabla IV.5. La
acumulacién de TeA por A. arborescens gr.-esp. disminuyd significativamente (p<0,05) en
presencia de D. hansenii con respecto al control (86 % de reduccion con Dh 10552 y 88 % con
Dh 10553). Por otro lado, AME no fue detectado en ninguna de las placas de A. tenuissima gr.-
esp. en presencia de cualquiera de las cepas de D. hansenii ensayadas durante el periodo

evaluado.
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Tabla IV.5: Concentracién de toxinas (ug toxina/g APT) producidas por Alternaria spp. en

presencia de Debaryomyces hansenii en agar pulpa de tomate (APT) incubado a 12 °C durante

18 dias.
. ug/g TeA He/g AME
Tratamiento (A. arborescens gr.-esp. T_2_L) (A. tenuissima gr.-esp. T_50_H)
Control 363,6 + 61,5 48+1,0
Dh 10552 43,0+ 7,6* N.D.
Dh 10553 52,5+ 15,4* N.D.

Los valores corresponden a la concentracion promedio + un desvio estandar para cada condicion.
*Valores significativamente diferentes a su correspondiente control (p<0,05).
N.D.: no detectado (<LOD).

IV.3.2.a.ii.2.-Estudio de biocontrol con PgAFP

IV.3.2.a.ii.2.1.-Seleccidn de la concentracion del péptido

En un ensayo preliminar en medio liquido (CPD), se evalud el efecto de distintas concentraciones
del péptido PgAFP sobre las dos cepas de Alternaria de tomate (T_2_Ly T_50_H) y dos cepas de
referencia (A. arborescens EGS 39128 y A. alternata EGS 34016) para seleccionar las
concentraciones de dicho compuesto a aplicar en el medio a base de tomate. La Figura 1V.13
muestra los porcentajes de inhibicién del crecimiento obtenidos para Alternaria evaluadas
frente a distintos niveles de PgAFP a las 96 h de incubacidn a 25 °C. La cepa mas sensible al
tratamiento fue A. arborescens EGS 39128, que presentd porcentajes de reduccién del
crecimiento superiores a 60 % a todas las concentraciones evaluadas. La menos sensible resulté
ser A. arborescens gr.-esp. T_2_L, presentando una reduccién maxima de 33 % a 9,375 pg/mL
de PgAFP. Las otras dos cepas mostraron valores de reduccién intermedios, obteniéndose un
porcentaje de disminucién maximo de 49,7 % con 9,375 ug/mL de PgAFP para A. tenuissima gr.-
esp. T_50 Hyde 46,7 % con 75 pug/mL de PgAFP para A. alternata EGS 34016. Se observé que
la concentracion de 9,375 pg/mL de PgAFP fue la minima necesaria para lograr una reduccion
significativa del crecimiento de Alternaria spp. para las 4 cepas estudiadas; un incremento mayor

en la concentracién de PgAFP no redundd en un aumento del porcentaje de inhibicion.
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Figura 1V.13: Porcentaje de reduccién del crecimiento de cuatro cepas de Alternaria spp. en
presencia de concentraciones incrementales del péptido antifingico PgAFP en Caldo Papa
Dextrosa (CPD) a 25 °C por 96 h, medidas como absorbancia a 595 nm, respecto de los

respectivos controles.

IV.3.2.a.ii.2.2.-Efecto sobre el crecimiento en medio tomate

Se estudid el efecto de PgAFP sobre el crecimiento de A. arborescens gr.-esp. T_2 L y A.
tenuissima gr.-esp. T_50_ H en APT a 12 °C. Para este estudio, se seleccionaron las
concentraciones de 10 y 40 pg/mL del péptido, teniendo en cuenta la minima concentracién
inhibitoria obtenida en el ensayo previo, y un valor de cuatro veces superior a éste atendiendo
a posibles efectos negativos de la matriz tomate. Los valores de A y umsx de Alternaria spp. en
APT en presencia de PgAFP en concentraciones de 10 y 40 ug/mL se muestran en la Tabla IV.6.
La fase de latencia de A. arborescens gr.-esp. T_2_L se incrementd en un 29 % en presencia de
10 pg/mL de PgAFP, mientras que su velocidad de crecimiento se redujo en un 23 % en esta
condicién con respecto al control (p<0,05). Por otro lado, el péptido no influyé de forma
significativa sobre la fase de latencia ni la velocidad de crecimiento de A. tenuissima gr.-esp.

T_50_H.
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Tabla IV.6: Fase de latencia (A, dias) y velocidad de crecimiento (Uuma, mm/dia) para Alternaria

spp. en presencia de 10 y 40 ug/mL de PgAFP en agar APT incubado a 12 °C.

A. arborescens gr.-esp. A. tenuissima gr.-esp.

A (dias) Umax (Mm/dia) A (dias) Umax (Mm/dia)

Tratamiento

Control 2,7+0,2 4,4+0,3 4,8+0,3 56+0,2
PgAFP 10 3,9+0,6* 3,4+£0,3* 4,4+0,9 55%0,3
PgAFP 40 2,3+£0,2 4,1+0,3 4,7+0,1 55+%0,2

Los valores corresponden al promedio + un desvio estandar para cada condicion.
*Valores significativamente diferentes a su correspondiente control (p<0,05).

IV.3.2.a.ii.2.3.-Efecto sobre la expresion de Rhol en medio tomate

Se determind la expresion relativa del gen Rhol para Alternaria spp. en APT a 12 °C en presencia
de 10 y 40 ug/mL de PgAFP en ambas fases de crecimiento (lineal y exponencial). Los resultados
obtenidos para cada condicién se muestran en la Figura IV.14. La presencia de cualquiera de las
concentraciones de PgAFP evaluadas no produjo diferencias significativas en la expresién
relativa con respecto al control en A. arborescens gr.-esp. T_2_L. En cuanto a A. tenuissima gr.-
esp. T_50_H, se detecté una subexpresion de este gen en presencia de PgAFP a 10 pg/mL a

ambas fases de crecimiento (lineal y estacionaria).
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Figura IV.14: Expresion relativa del gen Rhol para Alternaria spp. en presencia de 10 y 40 pg/mL
de PgAFP en agar APT incubado a 12 °C. A. A. arborescens gr.-esp. T_2_L en fase lineal de
crecimiento; B. A. arborescens gr.-esp. T_2_L en fase estacionaria de crecimiento; C. A.
tenuissima gr.-esp. T_50_H en fase lineal de crecimiento; D. A. tenuissima gr.-esp. T_50_H en
fase estacionaria de crecimiento. Las placas control se usaron como calibradores para los
calculos (expresion relativa=1). Las lineas indican el desvio estandar. Las barras marcadas con

(*) indican diferencias significativas con respecto al control correspondiente (p<0,05).
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Figura IV.14 (continuacion): Expresion relativa del gen Rhol para Alternaria spp. en presencia
de 10y 40 pg/mL de PgAFP en agar APT incubado a 12 °C. A. A. arborescens gr.-esp. T_2_L en
fase lineal de crecimiento; B. A. arborescens gr.-esp. T_2_L en fase estacionaria de crecimiento;
C. A. tenuissima gr.-esp. T_50_H en fase lineal de crecimiento; D. A. tenuissima gr.-esp. T_50_H
en fase estacionaria de crecimiento. Las placas control se usaron como calibradores para los
calculos (expresion relativa=1). Las lineas indican el desvio estandar. Las barras marcadas con

(*) indican diferencias significativas con respecto al control correspondiente (p<0,05).

IV.3.2.a.ii.2.4.-Efecto sobre la produccion de toxinas en medio tomate

El efecto de la presencia de PgAFP sobre la produccion de TeA por A. arborescens gr.-esp. T_2 L
y de AME por A. tenuissima gr.-esp. T_50_Hen APT a 12 °C se muestra en la Tabla IV.7. En cuanto
a TeA, su acumulacién disminuyé significativamente en presencia de 10 pg/mL de PgAFP (27 %
de reduccidn con respecto al control). En cambio, con 40 pg/mL del antifiingico, no se
obtuvieron diferencias significativas entre el control y el tratamiento. En relacién a AME, se
observaron disminuciones significativas en la produccién con ambas concentraciones del

péptido (58 y 92 % de inhibicidn con 10 y 40 ug/mL de PgAFP, respectivamente).

Tabla IV.7: Concentracién de toxinas (pg toxina/g APT) producidas por Alternaria spp. en

presencia de 10 y 40 ug/mL de PgAFP en agar pulpa de tomate (APT) incubado a 12 °C durante

18 dias.
. Hg/g TeA Hg/g AME
Tratamiento (A. arborescens gr.-esp. T_2 L) (A. tenuissima gr.-esp. T_50_H)
Control 363,6 £ 61,5 4,8+1,0
PgAFP 10 267,0 £ 32,6* 2,0+£0,7*
PgAFP 40 305,8+61,9 0,4 £0,5*

Los valores corresponden a la concentracion promedio + un desvio estandar para cada condicion.
*Valores significativamente diferentes a su correspondiente control (p<0,05).
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IV.3.2.b.-Comparacién de antiflingicos para el control de Alternaria spp. en trigo

Los efectos del péptido antifiingico PgAFP a un nivel de 10 pg/mL y de un antifingico comercial,
CELEST XL® a 0,5 pg/mL, sobre el crecimiento, la expresion del gen Rhol y la produccion de
micotoxinas por una cepa de A. tenuissima gr.-esp. (W_29_H) aislada de trigo fueron evaluados

en un medio modelo a base de trigo (WA) a 25 °C, bajo dos condiciones de aw, 0,98 y 0,95.

IV.3.2.b.i.-Efecto sobre el crecimiento en medio trigo

El crecimiento de A. tenuissima gr.-esp. W_29_H en WA se vio afectado por los tratamientos
antifungicos evaluados. La Figura IV.15 muestra el grado de desarrollo observado bajo las
distintas condiciones y tratamientos luego de 6 dias de incubacion a 25 °C. Como era de
esperarse, la ay tuvo una fuerte influencia en el desarrollo fungico. El didmetro de las colonias
en las placas control de WA incubadas a 0,95 a. fue inferior a 30 mm al final del periodo de
incubacién (14 dias), mientras que a 0,98 ay alcanzd los bordes de las placas al cabo de una

semana de incubacion.

El efecto de los tratamientos antifungicos sobre la fase de latencia (A) y la velocidad de
crecimiento (Umax) €n todas las condiciones estudiadas se muestra en la Figura IV.16. A 0,95 ay,
la presencia de PgAFP o CELEST XL® en el medio produjo un retraso significativo en el inicio del
crecimiento respecto del control (p<0,05), siendo el efecto del péptido antifungico mayor que
el del antifdngico comercial, con un valor de A= 6,8 dias con PgAFP versus 3,7 dias con CELEST
XL®. Ademas, la tumasx Se redujo 29 y 33 % con respecto al control en presencia de PgAFP y CELEST

XL®, respectivamente; aunque no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos.

A 0,98 ay, las A fueron muy cortas, tanto para el control como con ambos tratamientos evaluados
(1,2; 0,9y 1,7 en el control, PgAFP y CELEST XL®, respectivamente). El efecto de los antifungicos
sobre la velocidad de crecimiento mostré la misma tendencia que a 0,95 ay, aunque fue mucho
mas pronunciado. La pumsx Se redujo en un 66 % en presencia de cualquiera de los antiflingicos

con respecto al control.
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Figura IV.15: Colonias de A. tenuissima gr.-esp. W_29_H en agar trigo (WA) en presencia de dos
tratamientos antifungicos (10 pug/mL de PgAFP y 0,5 pug/mL de CELEST XL®) a dos niveles de ay
(0,95 y 0,98) después de 6 dias de incubacion a 25 °C.
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Figura IV.16: Fase de latencia (A, dias) y velocidad de crecimiento (Umax, mm/dia) de A. tenuissima
gr.-esp. W_29_H en agar trigo (WA) a 0,95 y 0,98 awy 25 °C, con dos tratamientos antifungicos
(PgAFP 10 pg/mL y CELEST XL® 0,5 pg/mL). A. A a a,=0,95; B. pmsxa aw=0,95; C. A a a,=0,98; D.
Umsx @ aw=0,98. Las lineas indican el desvio estdndar y las letras los grupos con diferencias

significativas para cada parametro a cada ay, (p<0,05).

144



IV-Estrategias alternativas para el control de Alternaria spp.

8 - 12 ,
a
C D.
10 A
5 -
= s
2
= £
B 4 4 £ 6
= =
< :E_ 4 b b
2 q b da
C l 2 _
a T T Q T T
Control PgAFP CELEST XL Control PgAFP CELESTXL

Figura IV.16 (continuacidn): Fase de latencia (A, dias) y velocidad de crecimiento (imax, mm/dia)
de A. tenuissima gr.-esp. W_29 H en agar trigo (WA) a 0,95 y 0,98 ay y 25 °C, con dos
tratamientos antifingicos (PgAFP 10 ug/mL y CELEST XL® 0,5 pg/mL). A. A a a,=0,95; B. tmixa
aw=0,95; C. A a a,=0,98; D. Umsx a@ aw=0,98. Las lineas indican el desvio estandar y las letras los

grupos con diferencias significativas para cada parametro a cada ay (p<0,05).

IV.3.2.b.ii.-Efecto sobre la expresion de Rhol en medio trigo

Se evalud el efecto de la presencia de PgAFP y CELEST XL® sobre la expresién del gen Rhol por
A. tenuissima gr.-esp. en WA en ambas fases de crecimiento (lineal y estacionaria) a 25 °Cy dos

niveles de ay (0,95 y 0,98). Los resultados se muestran en la Figura IV.17.

A 0,95 ay, la presencia de cualquiera de los compuestos antifliingicos en el medio causé una
subexpresidn del gen Rhol durante la fase lineal de crecimiento. Esta subexpresidn se mantuvo
en la fase estacionaria de crecimiento en presencia del antifungico CELEST XL®. Por otro lado,
no se observaron diferencias significativas entre las muestras con PgAFP y el control en la etapa

estacionaria.

A 0,98 a,, también se observé una subexpresién del gen Rhol durante la fase lineal de
crecimiento en presencia de ambos antifungicos evaluados. Sin embargo, el comportamiento en
la fase estacionaria del crecimiento fue diferente para cada tratamiento. Mientras que en
presencia de PgAFP la expresion relativa no fue significativamente diferente al control, en

presencia de CELEST XL® se detectd una sobreexpresién de Rhol.
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Figura IV.17: Expresion relativa del gen Rhol por A. tenuissima gr.-esp. W_29 H en agar trigo
(WA) a0,95y0,98 aw y 25 °C, con dos tratamientos antifliingicos (PgAFP 10 pg/mLy CELEST XL®
0,5 pug/mL) durante dos etapas de crecimiento (fase lineal y estacionaria). A. aw=0,95, fase lineal;
B. aw=0,95, fase estacionaria; C. aw=0,98, fase lineal; D. a,=0,98, fase estacionaria. Las placas
control de cada aw se usaron como calibradores para los cdlculos (expresiéon relativa=1). Las

lineas indican el desvio estandar y las letras los grupos con diferencias significativas (p<0,05).

IV.3.2.b.iii.-Efecto sobre la produccion de toxinas en medio trigo

Se estudio el efecto de PgAFP y CELEST XL® sobre la producciéon de TeA, AOH y AME por A.
tenuissima gr.-esp. en WA a 0,95 y 0,98 ay y 25 °C. La produccién de micotoxinas estuvo
fuertemente influenciada por el de nivel ay; a 0,95 se detectaron concentraciones mas bajas de
las tres toxinas que a 0,98 en todas las condiciones evaluadas. Este efecto fue mas pronunciado
para los alternarioles; AOH no se detectd a 0,95 a, y AME se encontré en niveles muy bajos y
solo en las placas control. Las concentraciones de micotoxinas obtenidas con los diferentes

tratamientos se muestran en la Tabla IV.8.
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La produccién de TeA se redujo en presencia de ambos compuestos antifingicos. A 0,95 ay, se
detectd una disminucién significativa en la produccién tanto con CELEST XL® como con PgAFP
(99 y 84 % de reduccién con respecto al control, respectivamente). A 0,98 ay, la mayor inhibicidn
se obtuvo con PgAFP (66 % de reduccién); mientras que el tratamiento con CELEST XL® no

mostro diferencias significativas con respecto al control.

En cuanto a la produccién de AOH a 0,98 a., se detecté una menor acumulacién de esta toxina
en presencia de PgAFP (59 % de reduccidn con respecto al control), mientras que con CELEST

XL® se obtuvo un valor no significativamente diferente al control.

Por ultimo, a 0,98 ay, ambos antifungicos causaron un efecto opuesto en la acumulacion de
AME. Mientras que la concentracion de esta toxina en presencia de PgAFP fue significativamente
menor que en las placas control (62 % de reduccion con respecto al control), en el caso de CELEST

XL® se detectd un incremento significativo (57 % mas que en el control).

Tabla IV.8: Concentracidn de micotoxinas (en pg toxina/g WA) acumulada por A. tenuissima gr.-
esp. W_29 H en agar trigo (WA) a 0,95 y 0,98 a y 25 °C en la fase estacionaria de crecimiento
con dos tratamientos antifungicos (10 pg/mL de PgAFP y 0,5 pg/mL de CELEST XL®).

ug TeA/g
o Control PgAFP CELEST XL®
0,95  380%2,8 6,1+0,5 0,25 + 0,05
0,98 1622+27,4°  560+4,9 120,4 + 21,4°
ug AOH/g
o Control PEAFP CELEST XL*
0,95 N.D. N.D. N.D.
0,98 3,006 1,2+0,5° 3,07 £ 0,09°
ug AME/g
o Control PgAFP CELEST XL®
0,95  0,04+0,01* N.D. N.D.
0,98 1,2+0,5 0,5+0,2¢ 3,2+0,2°

Los valores corresponden a la concentracion promedio + un desvio estandar.
Las letras en superindice indican los grupos con diferencias significativas (p<0,05).

N.D.: no detectado (<LOD); *: valor entre LOD y LOQ.
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IV.4. DISCUSION

IV.4.1. Disefio de un método de RT-qPCR para evaluar la via CWI
El potencial que presentan los hongos para adaptarse a diferentes condiciones y colonizar
alimentos de muy diversa composicién ha sido extensamente estudiado (Medina y col., 2015,
Rodriguez y col., 2014, Schmidt-Heydt y col., 2007, 2013). Dicha capacidad se ha asociado con la
activacidon de mecanismos intracelulares especificos que les permiten tolerar y superar diversos
tipos de estrés (Fuchs y Mylonakis, 2009, Magan 2007, Schmidt-Heydt y col., 2013). Si bien se
han descripto diferentes proteinas especificas de las vias de respuesta a estrés, el conocimiento
completo de cédmo funcionan en conjunto alin no ha sido completamente dilucidado (Hayes y
col., 2014). Entre ellas, la ruta CWI es una de las principales responsables del mantenimiento de
la integridad celular a través de la reparacion y/o fortificacion de la pared celular. Distintas
metodologias por RT-gPCR se utilizan en la actualidad para examinar genes relacionados con el
estrés bajo diferentes condiciones ambientales, que pueden estar relacionados con el
crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas en los alimentos (Rodriguez y col., 2016).
El método de RT-qPCR basado en la expresién del gen Rhol, desarrollado en el presente trabajo,
ofrece la posibilidad de estudiar los cambios en la via CWI en hongos filamentosos bajo diversas

condiciones externas.

El disefio de cebadores apropiados es el primer punto critico en el desarrollo de un método de
gPCR exitoso. En este trabajo, las secuencias seleccionadas fueron probadas in silico con
diferentes especies fungicas relacionadas a alimentos, incluyendo especies de Aspergillus,
Fusarium, Giberella y Talaromyces. La optimizacion de las condiciones de reaccidn se llevd a
cabo con tres especies, A. flavus, P. polonicum y A. arborescens gr.-esp. Los parametros
obtenidos para la reacciéon optimizada (los coeficientes de regresién del ajuste lineal, las
pendientes y las eficiencias) estuvieron dentro del rango recomendado (Rodriguez y col., 2015),
indicando que la metodologia es especifica, sensible y reproducible en especies de diferentes
géneros. Por lo tanto, la técnica de gPCR desarrollada cumple con las premisas para ser un
método robusto, capaz de detectar y cuantificar de forma adecuada la respuesta flungica a

factores de estrés de la pared celular.

La aplicabilidad de la metodologia basada en el gen Rhol se evalué sobre A. flavus y P.
polonicum, en presencia del péptido antifungico PgAFP, teniendo en cuenta resultados de
estudios previos. Delgado y col., (2015b) demostraron que el mecanismo de accién de PgAFP
involucra cambios en los niveles de proteinas asociadas a la integridad de la pared celular,

incluyendo a la proteina Rhol, en la biosintesis de quitina y en la permeabilidad celular en
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hongos sensibles; es decir que es un compuesto estresor de la pared celular fungica. En dichos
estudios, las dos especies utilizadas habian mostrado un comportamiento diferente en
presencia del antifungico. A. flavus, sensible al tratamiento con PgAFP, presentdé menores
cantidades de la proteina Rhol en comparacién con el control no tratado (Delgado y col., 2015b).
Por otro lado, la cepa de P. polonicum resulté ser resistente al tratamiento con PgAFP,
exhibiendo mayores niveles relativos de la proteina Rhol y contenido de quitina en presencia
de PgAFP que en ausencia de este péptido (Delgadoy col., 2016a). En estos trabajos se hipotetiza
que una mayor cantidad relativa de la proteina Rhol se relaciona con una mayor resistencia del

hongo al tratamiento antifingico.

Los resultados del presente trabajo han demostrado que también existe un diferente
comportamiento en respuesta a PgAFP para ambas cepas estudiadas en cuanto a los niveles de
expresidon del gen Rhol. Para P. polonicum, se observd una sobreexpresidon de Rhol, mientras
gue no se observaron diferencias significativas en las velocidades de crecimiento entre las placas
tratadas con PgAFP y el control. Este resultado respalda la hipdtesis de que en P. polonicum la
via CWI se activa en presencia de PgAFP, causando que el hongo no se vea afectado por dicho
péptido. Con respecto a A. flavus, las muestras tratadas con PgAFP presentaron una velocidad
de crecimiento baja, pero significativamente mayor que las del control. Sin embargo, el didametro
de la colonia como unico indicador del crecimiento fungico podria no reflejar toda la influencia
de un determinado factor en estudio; la biomasa y el nivel de esporulacidn en la colonia también
son paradmetros importantes a tener en cuenta para medir el crecimiento fungico (Schmidt-
Heydt y col., 2012). La colonia de A. flavus tratada con PgAFP presentd menos micelio aéreo y
una considerable disminucién de la esporulaciéon (Figura 1V.6). Con respecto a la expresion del
gen Rhol, no se detectaron diferencias significativas entre las muestras tratadas con PgAFP y el
control para esta cepa. Esto parece indicar que la via CWI no se activa en esta especie en
presencia del péptido antifungico, lo cual concuerda con el estudio previo en el que se informa
la susceptibilidad de la misma al tratamiento (Delgado y col., 2015b). De manera similar a las
observaciones de este trabajo, otro estudio previo demostré que un mutante condicional de
Rho1 de Aspergillus fumigatus presentd una esporulacion fuertemente reducida en condiciones

restrictivas (Dichtl y col., 2012).

La medicién de la expresion del gen Rhol en el ensayo de evaluacion de la aplicabilidad de la
metodologia de RT-gPCR fue realizada a dos tiempos distintos, 3 y 9 dias, correspondientes al
inicio y mitad de la fase lineal de crecimiento para ambas especies estudiadas. Teniendo en
cuenta que no se observaron diferencias significativas entre estos dos dias, para evaluar el

efecto de factores externos sobre el crecimiento fungico y la expresién de la via CWI en
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Alternaria en los ensayos subsiguientes, se selecciond un periodo de incubacion tal que permita
alcanzar la mitad de la fase lineal. De este modo, el hongo alcanzé un mayor grado de desarrollo,
permitiendo contar con mayor cantidad de ARN para extraer, lo que redundd en un aumento de

la sensibilidad del método.

La estructura de la pared celular fungica suele ser un blanco comun de los tratamientos
antifungicos por sus caracteristicas netamente diferenciadas de las de otros organismos (Jabes
y col., 2016). Conocer los mecanismos regulatorios implicados en su biosintesis y mantenimiento
es crucial, tanto para comprender la adaptacion de los hongos a diferentes entornos
alimentarios, como para la optimizacién de los tratamientos antifingicos existentes y el
desarrollo de nuevas estrategias de control. La inactivacidn de las vias de respuesta a estrés
representa un método potencial para aumentar la eficacia de moléculas con actividad
antifungica (Hayes y col., 2014). La técnica disefiada en el presente trabajo seria util para estos

propdsitos.

Por otra parte, la produccion de metabolitos toxicos por los hongos micotoxicogénicos esta
fuertemente influenciada por las condiciones ambientales, y varia segun el organismo y los
compuestos implicados, siendo incluso utilizados por el hongo como una estrategia de
adaptacion en ambientes desfavorables (Graf y col., 2012; Schmidt-Heydt y col., 2012). Por lo
tanto, los factores ecoldgicos estresantes pueden desencadenar la acumulaciéon de metabolitos
secundarios en los alimentos. En base a esto, se ha postulado que la sobreexpresion de las vias
para la respuesta al estrés y las de biosintesis de micotoxinas podrian estar relacionadas (Geisen
ycol.,, 2017). Esta relacién podria ser monitoreada mediante la metodologia desarrollada en este

estudio.

IV.4.2. Comportamiento ecofisiolégico de Alternaria spp. en medio tomate

Para conocer el comportamiento de Alternaria spp. bajo diferentes condiciones ambientales en
un medio modelo a base de tomate, se realizé un estudio ecofisiolégico previo a la evaluacion
de las estrategias de biocontrol. Para ello, se seleccionaron dos cepas salvajes aisladas de dicho
fruto en la etapa anterior del presente trabajo de Tesis (capitulo IllI), una de ellas clasificada
como A. arborescens gr.-esp., productora de TeA, y otra como A. tenuissima gr.-esp., productora
de AME. Teniendo en cuenta que las rutas biosintéticas de estas micotoxinas aln no estan
completamente dilucidadas y que ademds no se sabe si ambas vias estan co-reguladas, se
eligieron estas cepas de forma de evaluar los efectos de las condiciones externas

individualmente sobre cada una de ellas.

150



IV-Estrategias alternativas para el control de Alternaria spp.

El estudio ecofisioldgico se realizd a cuatro temperaturas, las cuales tienen importancia durante
el manejo postcosecha de los frutos de tomate: 5 °C representa la temperatura de
almacenamiento en refrigeracién, principalmente en los hogares; 12 °C es una temperatura
comun en las cdmaras de almacenamiento de tomate; mientras que 35 °C representa una
temperatura media habitual en el campo durante la época de cosecha del tomate (entre los
meses de noviembre a abril en la regidn central de Argentina), la cual es especialmente
importante cuando el almacenamiento se retrasa y los frutos cosechados permanecen en el
campo. Ademas, se evalud 25 °C, ya que datos de bibliografia la sefialan como la condicién
6ptima para el crecimiento de Alternaria spp. y es una temperatura ambiente intermedia que

se puede encontrar durante la venta al por menor de los frutos.

Hay pocos datos disponibles en bibliografia acerca del crecimiento y produccién de micotoxinas
de Alternaria de esporas pequenas bajo distintas condiciones ambientales. En cuanto al
crecimiento, las temperaturas dptimas se reportaron entre 21 y 30 °C, en coincidencia con los
resultados obtenidos en el presente trabajo (Patriarca y col., 2014; Pose y col., 2009; Vaquera y
col., 2014). En dichos estudios se observd que un descenso de la temperatura resultd

desfavorable para el desarrollo fungico, al igual que en el presente trabajo.

En cuanto a la produccidn de micotoxinas, TeA fue sintetizado por A. arborescens gr.-esp. a las
cuatro temperaturas evaluadas, obteniéndose los maximos niveles entre 12 y 25 °C. Varios
estudios coinciden en que este rango abarca las condiciones éptimas para la produccién de dicha
micotoxina. Young y col. (1980) reportaron la maxima produccion a 20 °C por A. tenuissima;
mientras que Magan y Baxter (1994) mostraron los mayores niveles de produccién a
temperaturas cercanas a 25 °C en cepas de A. alternata. Ademas, Pose y col. (2010a) y Vaquera
y col. (2016), ambos trabajos realizados en medio a base de tomate, indicaron que los maximos
niveles fueron detectados a 25 °C para A. alternata y 21 °C para A. arborescens,

respectivamente.

Con respecto a AME, esta micotoxina no fue detectada a 25 ni a 35 °C, observandose un pico de
produccién a 12 °C por la cepa de A. tenuissima gr.-esp. Este resultado difiere con la escasa
bibliografia disponible, en la que se informa que los maximos niveles fueron detectados a
temperaturas entre 30y 35 °C para A. alternata y A. arborescens (Pose y col., 2010a; Vaquera y

col., 2016).

Los estimulos externos modulan las vias metabdlicas y de sefializacién que definen la
composicion de la pared celular, lo cual influye en diferentes procesos en funcién de la fase de

desarrollo del hongo, incluyendo el crecimiento, la conidiacion, el apareamiento, la virulencia y
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la produccién de metabolitos secundarios (Malavazi y col., 2014). La expresién del gen Rho1 fue
evaluada a dos tiempos diferentes para cada combinacién cepa x temperatura,
correspondientes a la mitad de la fase lineal y el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. El
primero permite relacionar el crecimiento del hongo con la via CWI, mientras que el segundo
permite asociar dicha ruta con la produccion de micotoxinas, que por ser metabolitos

secundarios son producidos en esta ultima fase.

Las cepas de Alternaria evaluadas mostraron un mayor nivel de expresion de Rhol a las
temperaturas mas altas durante su fase lineal de crecimiento. Se ha reportado en bibliografia,
para otras especies fungicas, que un aumento de la temperatura de 15 °C a 37 °C causa una
activacion de la ruta CWI. Esto se debe a su interrelacion con la via de respuesta a estrés térmico
mediante uno de los sensores de membrana de la via CWI, capaz de detectar el cambio de
temperatura y activar la cascada de CWI, que se relaciona lateralmente con la via de respuesta
a estrés térmico rio abajo de Rhol (Fuchs y Mylonakis, 2009; Hayes y col., 2014; Levin, 2011). En
el presente trabajo este efecto fue observado mas marcadamente en A. arborescens gr.-esp.,

gue presenté el mayor nivel de expresion a 35 °C en la etapa lineal de crecimiento.

En la fase estacionaria, el perfil de expresion de Rhol en funcidn de la temperatura no mostro
correlacién con la producciéon de TeA por A. arborescens gr.-esp., lo cual indica que la
temperatura no seria un factor vinculante entre ambas vias intracelulares. Datos de bibliografia
muestran que la temperatura ejerce un efecto menos pronunciado sobre la sintesis de TeA, el
cual es producido generalmente a niveles mas elevados que otras micotoxinas de Alternaria,
sugiriendo que la biosintesis de este metabolito en la naturaleza seria igualmente importante

bajo diferentes condiciones ambientales (Sanzani y col., 2016; Wojciechowska y col., 2014).

Por otro lado, para A. tenuissima gr.-esp., la expresion de Rhol en la fase estacionaria de
crecimiento a 12 °C fue significativamente mayor que para el resto de las temperaturas.
Notablemente, esta temperatura fue también la condicién a la cual se detectd el mayor nivel de
AME, sugiriendo que ambas vias podrian estar correlacionadas. La ruta biosintética de los
alternarioles ha sido previamente asociada a otras vias de respuesta a estrés en Alternaria, tales
como la via HOG de respuesta a estrés osmotico y la via PacC de respuesta a cambios en el pH
del medio (Geisen y col., 2015; Graf y col., 2012). Bajo condiciones ambientales especificas, un
incremento en los niveles de transcripcidn de estas vias se correspondid con la acumulacién de
mayores concentraciones de alternarioles. Los autores de estos trabajos justifican esta
interaccidon debido a la actividad de los alternarioles en la naturaleza como factores de
colonizacion, lo cual requiere que su biosintesis esté finamente regulada. El resultado del

presente trabajo constituye el primer indicio de correlacién entre esta via biosintética de

152



IV-Estrategias alternativas para el control de Alternaria spp.

produccidon de micotoxinas y la via de la integridad de la pared celular, CWI. El hecho de haber
detectado esta correlacidon para una sola de las micotoxinas estudiadas no es llamativo, ya que
se sabe que los mecanismos de respuesta no son universales; la misma ruta puede actuar de
manera positiva para una determinada especie y micotoxina, y negativa, ya sea para otra especie
y la misma toxina u otra micotoxina producida por la misma especie por una via biosintética

diferente (Geiseny col., 2017).

IV.4.3. Estudios de control biolégico sobre Alternaria spp.

El estudio de estrategias de biocontrol amigables con el medio ambiente sobre Alternaria spp.
se llevé a cabo en el presente trabajo en medios modelo simulando las condiciones del alimento.
El uso de sistemas modelo simplificados es un paso previo necesario en este tipo de estudios
porgue permite aislar mecanismos, bajo condiciones altamente controladas, que de otro modo
guedarian ocultos en los sistemas naturales (Crowther y col., 2017). Ademas, el uso de cepas
provenientes del mismo sustrato en el que serdn aplicados los tratamientos es importante ya
que los organismos pueden haber adquirido mecanismos de adaptacién a los ambientes que son
capaces de colonizar. Por ejemplo, la diferente sensibilidad osmdtica que presentan las cepas
provenientes de vegetales o cereales indican que estdn pre-adaptadas de alguna manera a sus

respectivos habitats (Graf y col., 2012).

El estudio del efecto de antifiingicos naturales incluyé no sélo la evaluacién de su efecto sobre
el crecimiento fungico, sino que abarcé también la produccién de micotoxinas y los efectos
sobre la ruta CWI mediante la metodologia de RT-qPCR previamente optimizada. Este enfoque
novedoso permite una mejor comprension de la fisiologia del hongo frente a un compuesto
externo. Ademas, es importante tener presente que un efecto fungistatico sobre el crecimiento
puede ocasionar un incremento en la biosintesis de micotoxinas, lo cual podria estar
correlacionado con la activacién de vias intracelulares de respuesta a estrés (Medina y col.,
2017). Entonces, desde un punto de vista de seguridad alimentaria, el impacto sobre la
produccidon de micotoxinas es un factor clave a tener en cuenta en el desarrollo de nuevas

estrategias para el control de hongos contaminantes de alimentos.

IV.4.3.a.-Antifungicos naturales para el control de Alternaria spp. en tomate

Los ensayos de biocontrol en el medio modelo a base de tomate fueron realizados a 12 °C
utilizando las mismas dos cepas de Alternaria que en el estudio ecofisiolégico previo. Esta
temperatura fue seleccionada ya que es una de las mas altas del rango normalmente utilizado

en las cdmaras de almacenamiento postcosecha de los frutos de tomate (7-12 °C), etapa en la
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cual se aplicarian los agentes de control biolégico en estudio. Ademas, en dicho estudio previo,
se detectaron altas tasas de crecimiento y niveles de produccidon de micotoxinas para ambas
cepas de Alternaria en temperaturas cercanas a 12 °C, lo cual indica que es muy importante un
eficiente control del hongo bajo esta condicién ambiental. Por ultimo, es importante resaltar
que a esta temperatura fue a la cual se detectd la correlacidén entre la sobreexpresién de la via
CWI y la acumulacion de AME. Es entonces necesario asegurar que los antifingicos propuestos
para este alimento no causen la activacion de la via CWI, ya que esto podria ocasionar un

incremento en la biosintesis de dicha micotoxina.

Los primeros agentes de bajo impacto ambiental evaluados para el control de Alternaria spp. en
tomate fueron dos cepas de Debaryomyces hansenii. Esta levadura es un agente bioldgico
calificado como presuntamente seguro (QPS, del inglés “qualified presumption of safety”) segln
EFSA, por lo que puede ser utilizado en la industria alimentaria sin necesidad de ser evaluado
individualmente (EFSA, 2017). Su actividad inhibitoria fue demostrada sobre especies de Mucor,
Aspergillus, Fusarium, Monilinia y Penicillium, entre otros, en distintos alimentos de origen
vegetal (Grzegorczyk y col., 2017; Herndndez-Montiel y col., 2010; Medina-Cérdovay col., 2016).
Las levaduras utilizadas en el presente estudio fueron originalmente aisladas de tomate, lo cual
les otorga una ventaja adicional ya que estan pre-adaptadas a ese ambiente. Entre las tres cepas
disponibles que cumplian con esa condicidn, dos de ellas mostraron capacidad para disminuir el
crecimiento de Alternaria spp. y fueron seleccionadas para su evaluacion como potenciales

agentes de control bioldgico.

La incubacién en presencia de la cepa de D. hansenii 10552 produjo una reduccidn significativa
de la velocidad de crecimiento y la acumulacion de TeA por A. arborescens gr.-esp. En paralelo,
no se detectaron diferencias significativas en la expresién del gen Rhol en ambas etapas de
crecimiento evaluadas (lineal y estacionaria) sobre esta cepa. Con respecto a A. tenuissima gr.-
esp., si bien los pardmetros A y Umax N0 mostraron diferencias con respecto al control en
presencia de la levadura, se observd macroscopicamente reduccion de la biomasa fungica
(Figura 1IV.11), aspecto que no se vio reflejado en la medicién del diametro como parametro de
crecimiento. En presencia de la levadura, A. tenuissima gr.-esp. no fue capaz de producir AME,
mientras que esta toxina fue detectada en el control. Ademas, se observé una menor expresion
del gen Rhol en la fase estacionaria, indicando que la via CWI no fue activada en estas
condiciones. Los resultados indican que el tratamiento con D. hansenii 10552 afecta el
crecimiento y la acumulacidn de toxinas en ambas cepas de Alternaria spp., con lo cual es una

estrategia promisoria para su aplicacién en alimentos. Mas aun, en ningun caso se detectd una
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sobreexpresion de la via CWI, lo cual representa una ventaja debido al riesgo sanitario que

implica su interaccidn con la biosintesis de los alternarioles.

En el caso del tratamiento con la cepa D. hansenii 10553, no se observaron diferencias en el
crecimiento con respecto al control en A. arborescens gr.-esp. Ademas, en la fase lineal de
crecimiento, se detectd una sobreexpresion significativa del gen Rhol en esta cepa. Este
resultado parece indicar que la via CWI se activa en A. arborescens gr.-esp. en presencia de la
levadura, permitiéndole superar la presencia de este factor de estrés. Sin embargo, en la fase
estacionaria no se detectaron cambios en la expresidon de Rho1 con respecto al control. Ademas,
en esta Ultima etapa se detectd una menor concentracién de TeA, indicando que la presencia
de la levadura en el medio afecta la produccién de metabolitos secundarios en esta cepa. Se han
reportado distintos mecanismos acerca de la capacidad de levaduras de reducir la concentracion
de micotoxinas sin afectar el crecimiento fungico, incluyendo la adsorcién en su pared celular y
la produccién de enzimas que las biotransformen en metabolitos derivados, entre otros (Binder,
2007; Gil-Serna y col., 2011; Pfliegler y col., 2015). Por otro lado, el efecto de esta cepa de D.
hansenii sobre A. tenuissima gr.-esp. fue analogo al descripto con la cepa 10552 en cuanto al

crecimiento, activacion de la via CWI en ambas fases de crecimiento y produccién de AME.

La segunda estrategia de bajo impacto ambiental evaluada para el control de Alternaria spp. en
tomate fue el péptido antifingico PgAFP. Este compuesto presenta un mecanismo de accién que
involucra cambios en proteinas asociadas a la pared celular, tal como se describid
anteriormente. Un estudio previo evalud el efecto de este compuesto sobre el crecimiento de
38 especies fungicas micotoxigénicas, contaminantes frecuentes de alimentos, las cuales
mostraron diferentes niveles de sensibilidad a este tratamiento (Delgado y col., 2015a). Sin
embargo, el efecto de este péptido sobre la acumulacién de micotoxinas o sobre el crecimiento

de Alternaria spp. no se habia investigado hasta el momento.

Las concentraciones de PgAFP ensayadas no afectaron significativamente el crecimiento de
Alternaria spp. en medio a base de tomate, excepto por una ligera reduccién observada para A.
arborescens gr.-esp. con 10 ug/mL de PgAFP. Sin embargo, la via CWI no fue sobreexpresada en
la fase lineal de crecimiento de ninguna de las dos cepas estudiadas en presencia de cualquiera
de las concentraciones de PgAFP (10 y 40 ug/mL). Una posible explicacidn seria que no es esta
la ruta que se activa como respuesta fungica a la presencia del péptido en el medio. Algunos
estudios reportaron que en especies del género Aspergillus, la via CWI no es el inico mecanismo
compensatorio para reparar dafos en la pared celular, sino que algunos péptidos antifungicos
activan la ruta de sefializacidn de Ca%*/calcineurina, que culmina en un incremento de la sintesis

de quitina (Fiedler y col., 2014). Otra posible explicacién podria estar relacionada a la influencia
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de la matriz, ya que en el estudio previo en CPD se observé una inhibicion en el crecimiento de
estas cepas de Alternaria por el péptido, la cual no se mantuvo en el medio a base de tomate.
Entre las distintas caracteristicas de la matriz, el pH es un pardmetro que podria afectar la
efectividad del tratamiento. Delgado y col. (2015a) mostraron que la actividad de PgAFP se
mantenia estable en un rango muy amplio de pH (1-12), por lo cual la escasa efectividad no
podria atribuirse a posibles degradaciones del péptido o inhibicidn de la actividad debido al
ambiente acido del APT. Es posible, sin embargo, que en condiciones 4acidas, otra ruta
intracelular prevalezca sobre CWI y le permita al hongo sobrellevar el estrés causado por PgAFP,
sin incidir significativamente sobre su crecimiento. Se ha reportado en la bibliografia que la via
de sefializacién regulada por el factor de transcripcién PacC esta directamente asociada a la
activacidén y/o represién de genes en funcién del pH ambiental, lo cual influye sobre el
crecimiento, fisiologia, procesos de diferenciacién y patogenicidad en hongos filamentosos

(Pefialva y col., 2008; Soares y col., 2014).

En cambio, la presencia de PgAFP ocasiond una disminucién en la acumulacién de micotoxinas.
AME se redujo significativamente a ambos niveles del péptido, mientras que la concentracién
de TeA fue menor sélo en las placas con 10 pg/mL de PgAFP. Ademas, el péptido no ocasiond un
incremento en la expresidon de la via CWI en la fase estacionaria en ningun caso, al igual que se
observé en presencia de la levadura D. hansenii 10552. Si bien existen estudios recientes acerca
de péptidos antifingicos como una herramienta promisoria para el control de hongos no
deseados (patdgenos o contaminantes), hasta el momento no se cuenta en la bibliografia con
trabajos acerca de la influencia de este tipo de compuestos sobre la produccién de toxinas por
especies de hongos micotoxigénicas, o su mecanismo de accidn. El presente trabajo constituye
el primer estudio que relaciona una reduccidn en la acumulacion de micotoxinas con la presencia

de un péptido antifungico en el medio.

Los resultados obtenidos en cuanto al crecimiento y la acumulacién de micotoxinas para ambas
cepas de Alternaria estudiadas frente a los distintos agentes de biocontrol en medio a base de

tomate se encuentran resumidos en la Tabla IV.9.
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Tabla IV.9: Porcentajes de inhibicidn sobre la velocidad de crecimiento (Umsx) ¥ la acumulacién
de toxinas por Alternaria arborescens gr.-esp. y A. tenuissima gr.-esp. en agar pulpa de tomate
(APT), a 12 °C frente a diferentes tratamientos de control biolégico, con respecto a los

correspondientes controles.

A. arborescens gr.-esp. A. tenuissima gr.-esp.
Tratamiento
Mmax TeA Mmax AME
D. hansenii 10552 34 88 -* 100
D. hansenii 10553 - 86 =¥ 100
PgAFP 10 pg/mL 23 27 - 58
PgAFP 40 pg/mL - - - 92

TeA: dcido tenuazdnico; AME: alternariol monometil éter
-: no significativamente diferente al correspondiente control
*: menor biomasa fungica en la placa

Ambos tipos de tratamientos evaluados mostraron ser efectivos en la disminucién de la
acumulacién de dos de las toxinas mas importantes de Alternaria spp., cuya produccion se da
por vias biosintéticas diferentes. Este efecto reductor es un resultado que reviste de gran
importancia teniendo en cuenta que, como se menciond anteriormente, no se puede asegurar
una disminucion de la produccién de micotoxinas frente a un agente con efectos fungistaticos.
Esta reduccion fue incluso mas pronunciada en presencia de cualquiera de las cepas de D.
hansenii que del péptido PgAFP. Si bien no se dispone de bibliografia acerca de la influencia de
péptidos antifungicos sobre Alternaria spp., es frecuente encontrar estudios sobre control
bioldgico con levaduras orientados Unicamente a reducir el crecimiento de Alternaria spp. en
etapa postcosecha, pero no de sus toxinas (Huang y col., 2015; Pfliegler y col., 2015; Yan y col.,
2014; Zhangy col., 2015). Otras cepas de D. hansenii han sido evaluadas con éxito frente a otras
micotoxinas, como fumonisinas por Fusarium subglutinans y ocratoxina A por Aspergillus
westerdijkiae (Gil-Serna y col., 2011; Medina-Cdérdova y col., 2016), pero este es el primer
estudio en el que se evaltan frente a toxinas de Alternaria spp. Mds aun, esta inhibicidn ocurrid
aunvalor de temperatura utilizado en las cdmaras de almacenamiento de tomate, lo cual resulta
promisorio para su aplicacion en las mismas. Ademas, dicha levadura no ocasiond en ningln
caso una sobreexpresion de la via CWI, lo cual es importante desde el punto de vista sanitario
teniendo en cuenta su vinculacidn con la biosintesis de los alternarioles. Por todo lo expuesto,
el tratamiento mas efectivo se consiguié en presencia de D. hansenii 10552, la cual constituye

la mejor estrategia para evaluar in vivo en frutos de tomate destinados a industrializacién.

157



IV-Estrategias alternativas para el control de Alternaria spp.

IV.4.3.b.-Comparacién de antiflngicos para el control de Alternaria spp. en trigo

Para el control de Alternaria spp. en un medio modelo a base de trigo, se compararon dos
tratamientos diferentes, uno de origen natural y otro de origen sintético. El antifungico natural
fue el péptido PgAFP producido por P. chrysogenum, previamente descripto. Este tratamiento
fue aplicado en medio a base de trigo a 10 ug/mL, teniendo en cuenta que un incremento en su
concentracién no implicé mayores inhibiciones del crecimiento de Alternaria en CPD a 25 °C ni
en APT a 12 °C. El antifungico comercial utilizado fue CELEST XL®, un fungicida de amplio
espectro comercializado en Espana y aprobado en Argentina para el tratamiento de semillas
bajo el nombre comercial MAXIM®. Sus compuestos activos son fludioxonil (fenilpirrol) y
metalaxil-M (fenilamida), con diferentes mecanismos de accion. Fludioxonil inhibe Ia
germinacidon de esporas, la elongacion del tubo germinal, el crecimiento micelial y también
induce distorsiones del tubo germinal y estallido de células (Avenot y Michailides, 2015; Kanetis
y col., 2008; Rosslenbroich y Stuebler, 2000); mientras que el mecanismo primario de accion de
metalaxyl-M implica la alteracién de la biosintesis de ARN fungico, con un efecto concomitante
sobre la mitosis (Barak y col., 1984; Fisher y Hayes, 1982). Su eficacia en la reduccion del
crecimiento de Alternaria de esporas pequefias ha sido descripta previamente (Barak y col.,
1984; da Cruz Cabral y col., 2012; Malandrakis y col., 2015), aunque Avenot y Michailides (2015)
reportaron la resistencia a fludioxonil en otra especie de Alternaria, A. brassicicola. En el
presente trabajo, el nivel aplicado de CELEST XL® (0,5 pug/mL) fue el maximo al cual se observé
desarrollo fungico, niveles superiores resultaron fungicidas. De acuerdo a datos de bibliografia,
las dosis efectivas de los antifungicos naturales suelen ser mayores que las equivalentes de sus

analogos sintéticos.

En base al rango de ay reportado para el crecimiento de Alternaria de esporas pequeias, los
niveles elegidos para el presente estudio fueron seleccionados como condiciones que
representan estrés hidrico intermedio (0,95) y mayor disponibilidad de agua (0,98) (Patriarca y
col.,, 2014). Estas condiciones corresponden ademas a diferentes estadios durante la
maduracién del grano de trigo, que abarca etapas de humedad intermedia, como la floracion,

fase en la que la infeccidn fungica, principalmente por Alternaria y Fusarium, puede ocurrir.

Trabajos previos sobre la ecofisiologia de A. tenuissima gr.-esp. en medio a base de trigo
(Patriarca y col., 2014) mostraron que la misma es capaz de desarrollar tanto a 0,98 como a 0,95
aw, ¥ que las condiciones dptimas para su desarrollo estan entre 25 y 30 °C para ambas ay. La
evaluacidn de la efectividad de los tratamientos antifungicos se realizd a 25 °C por ser esta una

temperatura cercana a la 6ptima, es decir, el peor escenario en cuanto al riesgo de colonizacién.
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El nivel de aw influyd en el crecimiento y produccidon de micotoxinas por A. tenuissima gr.-esp.
Tal como se encuentra reportado en bibliografia, ambos pardmetros disminuyeron al bajar la a
(Magany col., 1984; Sanchis y Magan 2004, Vaquera y col., 2014; 2016; Young y col., 1980). Este
efecto fue mas pronunciado sobre los alternarioles que sobre TeA, que nuevamente mostré una
respuesta menos marcada frente a un cambio en las condiciones ambientales. AOH no fue
detectado en ningun caso a 0,95 ay, mientras que AME se detectd en muy bajo nivel y sélo en
ausencia de los antifungicos. Los trabajos de Sanzani y col. (2016) y Graf y col. (2012) muestran

que la actividad de agua tiene un efecto reductor muy fuerte sobre la biosintesis de AOH/AME.

Ambos antifungicos evaluados en el presente estudio mostraron ser efectivos en la reduccién
del crecimiento de A. tenuissima gr.-esp. El efecto de PgAFP sobre el desarrollo fue diferente a
cada nivel de ay; a 0,95 ocasiond un significativo incremento en la fase de latencia, mientras que
a 0,98 el efecto més notorio se observd en la disminucién de la velocidad de crecimiento. Estos
resultados sugieren que la accién de PgAFP estaria mediada por mecanismos intracelulares
diferentes en funcién de la condicion hidrica del medio. Ademas, se observd una subexpresion
del gen Rho1 en la fase lineal de crecimiento en presencia del péptido a ambas aw, lo que indica
que PgAFP estaria ocasionando una inhibicién de la via CWI. En estudios previos, se ha reportado
que algunos compuestos que inhiben el desarrollo fungico, como tioridazina y curcumina, son
capaces de interferir con la respuesta de la via CWI, ocasionando menores niveles de expresion

de los genes asociados a dicha ruta (Jabes y col., 2016; Kumar y col., 2014).

En cuanto a la biosintesis de micotoxinas por A. tenuissima gr.-esp. en WA, a 0,98 ay, la presencia
de PgAFP ocasiond una considerable reduccidon en la concentracion de las tres toxinas
estudiadas. A 0,95 ay, la acumulacion de TeA también fue menor en las placas tratadas, mientras
gue AOH no fue detectado en ningun caso (control o tratamiento) y AME solamente en el
control, pero no en presencia de PgAFP. Este ultimo resultado indica que esta aw no resulta
completamente restrictiva para la biosintesis de los alternarioles, por lo que PgAFP tendria un
efecto inhibitorio sobre esta via de sintesis. Ademas, no se detectaron diferencias en la

expresion de Rhol entre el control y PgAFP a ambas ay en la fase estacionaria.

Por otro lado, el tratamiento con el antifdngico comercial CELEST XL® produjo menores tasas de
crecimiento que el control a ambas ay evaluadas, similares a las obtenidas en presencia de
PgAFP. Con respecto a la expresion del gen Rhol, se obtuvieron menores valores en las placas
con CELEST XL® en la fase de crecimiento lineal a ambas condiciones de ay, indicando que el
hongo no fue capaz de activar la via CWI para superar el estrés causado por la presencia del
antifungico en el medio. Al alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, esta subexpresidn de

Rhol se mantuvo a 0,95 ay, condicién a la cual se detecté una menor concentracién de TeA que
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en el control, mientras que AOH y AME no fueron detectados. En cambio, a 0,98 a, se observd
una sobreexpresion de Rhol en la etapa estacionaria. Se ha propuesto que el compuesto
fludioxonil, uno de los compuestos activos de CELEST XL®, es capaz de activar la via CWI en
Cryptococcus neoformans (Hayes y col., 2014; Kojima y col., 2006). Mas aun, el tratamiento con
el antifungico comercial a 0,98 a, no produjo reducciones en la acumulacién de ninguna de las
tres micotoxinas estudiadas. Mientras que TeA y AOH no mostraron diferencias significativas
con respecto al control, AME se detectd en concentraciones mayores en presencia del
antifungico. Este resultado apoya la hipdtesis previamente descripta de que la via CWI y la ruta
biosintética de los alternarioles estarian relacionadas, teniendo en cuenta que en la fase

estacionaria se detectd una sobreexpresion de Rhol y una mayor acumulacion de AME.

Teniendo en consideracidn todos los resultados obtenidos en medio a base de trigo, se observa
que la aplicacién de ambos antifingicos evaluados produjo un efecto fungistatico similar sobre
el crecimiento de Alternaria spp. Sin embargo, hay que tener presente que el péptido PgAFP es
de origen natural, por lo tanto su aplicacion a campo implicaria un bajo impacto a nivel
ambiental, lo cual le confiere una ventaja sobre el fungicida comercial CELEST XL®. Mas aun, la
presencia de PgAFP produjo reducciones significativas en la acumulacién de micotoxinas de
Alternaria spp., mientras que con CELEST XL® este efecto no fue observado. Como se menciond
anteriormente, desde un punto de vista de seguridad alimentaria, la disminuciéon de la
acumulacién de micotoxinas en los alimentos es un punto clave en el desarrollo de antifungicos
gue no siempre es tenido en cuenta en los estudios reportados en bibliografia. Por todo esto, la
aplicacién del péptido PgAFP seria una estrategia natural promisoria para su aplicacién en trigo

para el control de Alternaria spp.

IV.4.4. Consideraciones finales

El hecho de haber detectado diferente efectividad sobre el crecimiento de Alternaria spp. en el
tratamiento con PgAFP en ambas matrices estudiadas (tomate y trigo) no es sorprendente.
Tanto el mecanismo de acciéon como la efectividad de cada tratamiento son dependientes de
diferentes factores, incluyendo la naturaleza del sustrato. Un estudio reciente mostrd que la
efectividad en la reduccién del crecimiento de Aspergillus flavus por este mismo péptido PgAFP
es diferente en funcién de la matriz, mostrando mayores efectos inhibitorios del crecimiento en
carne que en queso debido a la presencia de Ca** en este ultimo, lo cual favorece el desarrollo
de un mecanismo compensatorio en el hongo que le permite sobreponerse al factor de estrés

(Delgado y col., 2017).
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En el presente trabajo se demostrd la interaccidon entre la via CWI y la biosintesis de los
alternarioles. Los resultados obtenidos permiten afirmar que dicha relacion se manifiesta a 0,98
aw a distintos niveles de temperaturay pH (12 °C, pH 4,3 y 25 °C, pH 5,5), pero no al disminuir la
aw. Este hecho parece razonable desde un punto de vista biolégico teniendo en cuenta el rol de
estas micotoxinas en la naturaleza como factores de colonizacién de vegetales. La biosintesis de
AOH/AME representa un esfuerzo energético para el hongo, por lo cual se producen solamente
en condiciones externas que sefialan un posible ambiente a colonizar (alta aw), mientras que no
se sintetizan en condiciones de ay, reducidas, asociadas a condiciones de ambientes secos. Esta
regulacién se logra mediante la influencia de diferentes vias de sefializacidn sobre la sintesis de
los alternarioles, incluyendo las previamente descriptas HOG y PacC (Geisen y col., 2015; Graf y

col., 2012) y la CWI, de acuerdo con los resultados del presente estudio.

IV.4.5. Perspectivas futuras

De acuerdo a los resultados del presente trabajo de Tesis se justifican futuros estudios para
evaluar la aplicacién in vivo de las estrategias de control mas efectivas, la levadura D. hansenii
10552 en tomate destinado a industrializacion y el péptido antifungico PgAFP en trigo. Ambos
tratamientos son muy prometedores debido principalmente a su efecto en la reduccién de la
acumulacién de las micotoxinas de Alternaria spp. En los ensayos in vivo se deberd evaluar su
aptitud en condiciones naturales, teniendo en cuenta la interaccién con el resto de la micobiota
presente en estos alimentos, su combinacidn con otras estrategias de bajo impacto ambiental
(tecnologias de barrera) y sus efectos sobre los caracteres organolépticos de los alimentos, entre

otros.
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V.l Conclusiones especificas

- En los cuatro alimentos de Argentina estudiados (ardandano, pimiento, tomate y trigo) se
hallaron sdlo cepas de Alternaria del grupo de esporas pequefas, pertenecientes a cuatro
grupos-especie segin Simmons (2007): A. tenuissima, A. arborescens, A. infectoria y A.

alternata.

- La utilizacion de caracteres morfolégicos como Unica herramienta taxondmica no resultd
suficiente para identificar univocamente los grupos-especie del género Alternaria de los

alimentos estudiados.

- Las diferencias morfoldgicas observadas entre los grupos-especie A. alternata, A.
arborescens y A. tenuissima corresponderian a la plasticidad fenotipica propia de estos

individuos y no estuvieron soportadas por el concepto filogenético de especie.

- Selogré asignar un perfil especifico de produccién de metabolitos secundarios para el grupo-
especie A. infectoria, lo cual permitio diferenciarlo claramente del resto de los grupos de

esporas pequefias frecuentes en alimentos.

- El perfil metaboldmico no seria una herramienta taxondmica util para discriminar los

aislamientos de los grupos-especie A. alternata, A. arborescens y A. tenuissima entre si.

- No se observaron sefiales de aislamiento geografico entre las secuencias de ADN analizadas
de distintas regiones, lo que podria implicar una dispersion muy reciente alrededor del

mundo, probablemente asociada al intercambio comercial.

- Los resultados del presente estudio coinciden con la nueva organizacién del género
Alternaria propuesta por Lawrence y col. (2016), dado el alto nivel de semejanza hallado

entre los grupos-especie de la seccidn Alternaria.

- Los aislamientos contaminantes de alimentos en Argentina pertenecen a dos secciones de la

nueva organizacion: secc. Alternaria y secc. Infectoriae.

- Se propone el agregado de caracteristicas adicionales para contribuir con la diferenciacién
de las secciones Alternaria e Infectoriae: el aspecto macroscdpico de la colonia en el medio

DRYES y la produccion de metabolitos especificos de seccion.
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La identificacion a nivel de seccidon Alternaria es suficiente a fin de predecir el riesgo
toxicoldgico asociado a un alimento contaminado con estos microorganismos, debido a que
los perfiles de produccién de metabolitos secundarios son similares entre los miembros de

esta seccion.

No se detectaron segregaciones por sustrato entre los aislamientos de la seccién Alternaria
en cuanto a su capacidad de produccidn de metabolitos o sus relaciones filogenéticas, lo que

implica un riesgo toxicolégico equivalente para todos los alimentos estudiados.

El potencial micotoxigénico de los aislamientos de la seccidn Alternaria de alimentos

cultivados en Argentina es muy elevado.

La frecuente deteccion de algunos metabolitos, como PyrA, ACR-A y ATL, para los cuales no
se dispone de datos en alimentos, representa un riesgo potencial y deberian ser incluidos en

futuros estudios toxicoldgicos y de contaminacidn de alimentos.

Se detectd por primera vez en Argentina la incidencia de micotoxinas de Alternaria spp. (TeA,

AOH y AME) en pimientos.

Los datos de contaminacion de pimientos con micotoxinas de Alternaria spp. contribuyen
con la informacién necesaria para establecer limites regulatorios a nivel internacional, de
acuerdo a los ultimos informes de la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (EFSA

2011; 2016).

La técnica de RT-gPCR basada en el gen Rhol es una estrategia metodoldgica sencilla y
robusta para estudiar cambios en la expresién de la ruta CWI en hongos filamentosos frente

a distintas condiciones externas.

El estudio de la ruta CWI en Alternaria spp., realizado por primera vez en este trabajo, mostro

que la temperatura tiene influencia en dicha via.

La via CWI estaria vinculada con la ruta biosintética de los alternarioles en condiciones de

alta actividad de agua, a distintas temperaturas y valores de pH.

La cepa de D. hansenii 10552 es un agente de biocontrol prometedor para su aplicacion in
vivo en la etapa postcosecha de tomate destinado a industrializacién, por su eficaz inhibicidn

sobre la produccién de micotoxinas en los frutos.
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- El péptido antifingico PgAFP podria ser utilizado en trigo como estrategia de control de bajo
impacto ambiental para reducir el desarrollo y la acumulacidn de micotoxinas de Alternaria

spp. en este alimento.

V.Il.  Conclusidn general

El grupo de Alternaria de esporas pequefias esta ampliamente distribuido en diversos cultivos
de Argentina, incluyendo cereales y productos frutihorticolas. Los aislamientos hallados en
mayor frecuencia demostraron una elevada capacidad micotoxigénica, por lo cual el riesgo
toxicoldgico asociado es elevado. Si bien el consumo de frutos visiblemente contaminados con
hongos es poco probable, existe un alto riesgo sanitario cuando éstos se destinan a
industrializacion, ya que dichos metabolitos no se destruyen con tratamientos térmicos
convencionales. La utilizacién de estrategias de control con agentes de bajo impacto ambiental,
como levaduras o péptidos antifingicos, presentd resultados prometedores para su aplicacién
en alimentos como tomate y trigo. Su efectividad fue demostrada en cuanto a la reduccion del

crecimiento fungico y la acumulacion de micotoxinas de Alternaria spp.
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Rodriguez, M.; Rodriguez, A. Enviado a International Journal of Food Microbiology,

noviembre 2017.

2) “Characterization of small-spored Alternaria from Argentinean crops through a polyphasic
approach” (2017). da Cruz Cabral, L.; Rodriguero, M.; Stenglein, S.; Nielsen, K. F.; Patriarca,
A. International Journal of Food Microbiology, 257, 206-215.

3) “Natural occurrence of mycotoxins and toxigenic capacity of Alternaria strains from mouldy
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VII.1. MEDIOS DE CULTIVO

Agar Papa Dextrosa (APD)
Papa blanca

D-glucosa

Agar

Agua destilada

Agar Papa Zanahoria (APZ)
Papa blanca

Zanahoria

ZnS04.7H,0

CuS0..5H,0

Agar

Agua destilada

Agar Pulpa de Tomate (APT)
Pulpa de tomate
Agar

Agua destilada

Agar Trigo (WA)
Trigo molido
Agar

Agua destilada
aw=0,981

200 g
20g
15¢g
1L

20g
20g
001g
0,005 g
20g
1L

800 mL
15¢g
200 mL

20g
20g
1L

Vil-Anexos

Para ajustar la ay a 0,95, agregar 19 mL de glicerol cada 100 mL de medio de cultivo.

Agar V8°®
Jugo v8®
CaCo0s
ZnS04.7H,0
CuSQ04.5H,0
Agar

Agua destilada

175 mL
3g
0,01g
0,005 g
20g
825 mL
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Vil-Anexos

Caldo Papa Dextrosa (CPD)

Papa blanca 200 g
D-glucosa 20g
Agua destilada 1L

Caldo extracto de levadura sacarosa (YES)

Extracto de levadura 20g
Sacarosa 150 g
MgS04.7H,0 058
ZnS04.7H,0 001g
CuS0O4.5H,0 0,005 ¢g
Agua destilada 885 mL

Dicloran Cloranfenicol Malta Agar (DCMA)

Extracto de malta 10g
Dicloran 2mg
Cloranfenicol 01g
Agar 15g
Agua destilada 1L

Dicloran 18 % Glicerol Agar (DG18)

D-glucosa 10g
Peptona 5g
KH,PO4 lg
MgS04.7H,0 058
Dicloran 2mg
Cloranfenicol 01g
Glicerol 220g
Agar 15¢g
Agua destilada 1L

Dicloran Rosa de Bengala Extracto de Levadura Sacarosa (DRYES)

Extracto de Levadura 20g
Sacarosa 150 g
Dicloran 2mg
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Vil-Anexos

Rosa de Bengala 25mg
Cloranfenicol 0,05¢g
MgS04.7H,0 05¢g
ZnS04.7H,0 0,01g
CuS04.5H,0 0,005 g
Agar 20g
Agua destilada 885 mL

Extracto de Malta Agar (MEA)

Extracto de malta 20g
D-glucosa 20g
Peptona 1g
Agar 20g
Agua destilada 1L

Sintético-bajo en Nutrientes-Agar (SNA)

KH2PO4 1lg
KNOs lg
MgS04.7H,0 05¢g
KCl 05¢g
D-glucosa 02g
Sacarosa 02g
ZnS04.7H,0 0,01g
CuS0..5H,0 0,005 g
Agar 20g
Agua destilada 1L
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Vil-Anexos

VII.2. SECUENCIAS DE CEBADORES

Nombre del cebador Secuencias de oligonucledtidos (5’-3')
PG3 TACCATGGTTCTTTCCGA

PG2b GAGAATTCRCARTCRTCYTGRTT
Rho1-F1 CTTTCCCCGAGGTCTACGTC

Rho1-R1 ACGGTCGTAATCCTCCTGAC

Rho1-R2 TCGTAATCCTCCTGACCAGC

A-BTF ACAACTTCGTCTTCGGCCAGT

A-BTR ACCCTTTGCCCAGTTGTTACCAG
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VII.3. SOLUCIONES Y REACTIVOS

Tampon CTAB

Bromuro de cetiltrimetilamonio [(C1sH33)N(CHs)3]Br
Tris-HCI

EDTA

NaCl

pH=8,0

Tampon fosfato salino (PBS)

NaH,PO4 0,32g
Na;HPO, 10g
NacCl 9g
Agua destilada 1L
pH=7,2

Tampodn TE

Tris-HCI 10 mM
EDTA 1mM
pH=8,0

Vil-Anexos

2% m/v
100 mM
20 mM
1,4 M
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