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DIFERENCIACION DE GRUPOS DE ESPECIES DEL GENERO Alternaria
MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

DIFFERENTIATION OF Alternaria SPECIES-GROUPS BY POLYMERASE CHAIN
REACTION (PCR)
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RESUMEN

Se ha desarrollado una técnica de PCR mudltiple para la diferenciacion de grupos de
especies del género Alternaria. Para ello se han disefiado cebadores que amplifican un
fragmento del gen Alt a 1 a partir del ADN de las especies de Alternaria pertenecientes a un
grupo determinado y no producen amplificacion a partir del ADN de especies de otros
grupos de Alternaria ni de otros organismos analizados. La introduccion de un tercer
cebador en la reaccién de PCR mudltiple permite amplificar una banda comun a todas las
especies de Alternaria analizadas, ademas del fragmento especifico de cada grupo.
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ABSTRACT

A polymerase chain reaction (PCR) method, based on oligonucleotide primers targeting
the Alt a 1 gene, has been developed for the specific identification of several species-groups
within the genus Alternaria. The introduction of a third oligonucleotide in the multiplex
PCR allows amplification of a common DNA fragment in all Alternaria species, besides the

specific fragment of each group.

Key words: multiplex polymerase chain reaction (PCR), Alternaria spp., Alta 1

INTRODUCCION

Alternaria es un género fangico muy comdn y ampliamente distribuido en el suelo, la
materia organica en descomposicion y el polvo doméstico. Incluye numerosas especies que
pueden invadir los cultivos vegetales antes y después de la recoleccion. Asimismo, es
responsable de considerables pérdidas econdmicas en el sector agricola, debido a que reduce
el rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales durante su
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almacenamiento. Muchas especies del género Alternaria producen micotoxinas, aunque solo
se ha demostrado la produccion natural en los alimentos y piensos del &cido tenuazonico
(TeA), alternariol (AOH), éter metil alternariol (AME), altenueno (ALT) y altertoxina-I
(ATX-I), y més raramente de toxinas AAL. La clasificacion de las especies de Alternaria es
compleja, sin embargo diferentes estudios filogenéticos (Chou y Wu, 2002; Hong et al., 2005)
agrupan las especies de Alternaria en cuatro grupos principales:

1) El grupo de A. alternata engloba las principales especies del género (A. alternata, A.
arborescens, A. tenuisima, A. gaisen, A. citri y A. longipes) productoras de micotoxinas como
AOH, AME, TeA y ATX-I (Andersen et al., 2001, 2002), por lo que su identificacion en las
materias primas vegetales y productos transformados reviste especial interés.

2) El grupo de A. porri incluye especies como A. solani, A. porri, A. dauci y A.
tomatophila con esporas grandes, causante de pérdidas econémicas importantes en agricultura
por su caracter fitopatdgeno. Algunas de estas especies producen ademas micotoxinas como
AOH, ATX y altersolanol (Andersen et al., 2008).

3) El grupo de A. infectoria se aisla con frecuencia de cereales y esta implicada en
infecciones humanas.

4) El grupo de A. radicina comprende especies patdgenas de cultivos de umbeliferas como
la zanahoria.

A. alternata es una de las especies fungicas mas frecuentemente implicadas en la
podredumbre de las frutas y hortalizas y produce la mayoria de las micotoxinas descritas en
este género. Por ello, su deteccion en productos elaborados (zumos, purés, salsas, conservas,
etc.) indica la utilizacion de materias primas deterioradas y constituye un marcador indirecto
de la posible presencia de metabolitos toxicos. En consecuencia, disponer de técnicas rapidas
y especificas para la deteccion y enumeracion de las formas viables y no viables de las
especies de Alternaria permitiria a las industrias elaboradoras establecer un control adecuado
de sus proveedores, mejorar la trazabilidad de estos productos y eliminar de los canales de
comercializacion los lotes que puedan representar un peligro para la salud del consumidor.

En este trabajo se ha desarrollado una técnica de PCR multiple para la deteccién e
identificacion de los diferentes grupos de especies del género Alternaria.

MATERIAL Y METODOS
Seleccion y obtencidn de cepas flngicas.

Se seleccionaron trece cepas de Alternaria spp. productoras de micotoxinas,

correspondientes a 11 especies de este género (coleccidn de cepas fungicas Centraalbureau
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voor Schimmelcultures, CBS, Holanda). Asimismo, se adquirieron cepas fungicas
pertenecientes a varios géneros y especies en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT,
Valencia) y la coleccién de cepas fangicas, Mycothéque de I'Universite catholique de
Louvain, (BCCM/MUCL, Louvain-la-Neuve, Bélgica). Las cepas seleccionadas (Tabla 1) se
cultivaron en Agar Patata Dextrosa (PDA) y en Agar Extracto de Malta (MEA) a 25 °C

durante 7 dias.

Tabla 1. Cepas fungicas utilizadas en este trabajo.

Especie Cepa
Alternaria alternata CBS 154.31
CBS 117130
CBS 117143
A. arborescens CBS 109730
A. citri CBS 192.81
A. dauci CBS 101592
A. gaisen CBS 632.93
A. infectoria CBS 210.86
A. longipes CBS 917.96
A. porri CBS 109.41
A. radicina var. radicina | CBS 245.67
A. solani CBS 347.79
A. tenuissima CBS 880.95
Aspergillus ochraceus MUCL 14207
Fusarium oxysporum CECT 2866
Penicillium expansum CECT 2278
Rizopus stolonifer CECT 2344

Extraccion del ADN.

La extraccién del ADN fungico a partir de cultivos puros y de alimentos se realiz6
segun el metodo descrito por Marek et al. (2003), basado en la lisis celular seguida de la
extraccion del ADN mediante fenol:cloroformo:isoamilalcohol. La concentracion y calidad
del ADN obtenido se determiné espectrofotométricamente y su integridad se evalud por
electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Disefio de cebadores y amplificacién por PCR.

El gen Alt a 1 codifica el principal alergeno de Alternaria alternata (Alta 1) y se han
descrito secuencias homologas de este gen en otras especies del género (Hong et al., 2005).
Por ello, en este trabajo se selecciono para el disefio de cebadores especificos de cada uno de
los grupos de Alternaria seleccionados. Mediante la alineacion y anélisis informatico de la

secuencias del gen Alt a 1 disponibles en la base de datos GenBank se disefiaron las siguientes
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parejas de cebadores: AALTDIRALTAL/AALTINV2ALTAL que delimitan un fragmento de
93 pb en las especies del grupo de Alternaria alternata; AINFDIRALTAL/AINFINVALTAL
para la amplificacion de un fragmento de 118 pb en el ADN de A. infectoria;
ASOLDIRALTAL/ASOLINVALTAL que amplifican un fragmento de 118 pb
exclusivamente a partir del ADN de las especies del grupo de A. porri y
ARADIR2ALTA1/ASOLINVALTAL que delimitan un fragmento de 131 pb en el ADN de A.
radicina.

La especificidad de las parejas de cebadores disefiadas se determiné mediante el
analisis del ADN extraido a partir de once especies del género Alternaria y de diversas

especies de hongos, bacterias, plantas y animales.

Asimismo, se disefid un cebador adicional Dir3Altal para ser utilizado en una técnica de
PCR multiple junto a los cebadores especificos de los distintos grupos de especies de
Alternaria. La técnica de PCR multiple tiene por objetivo realizar simultaneamente la

deteccion de Alternaria spp. y la identificacion del grupo a que pertenece la especie detectada.

Las reacciones de amplificacion por PCR convencional y mdaltiple se realizaron en un
volumen total de 25 uL, con 10 pmoles de cada cebador y 10 ng de ADN. La amplificacién se
llevé a cabo en un termociclador programado para realizar una desnaturalizacion inicial del
ADN a 93°C durante 2 min, seguida de 35 ciclos que comprendian las siguientes etapas: 30 s

a 93°C, 30 s a55°C y 45 s a 72°C. La dltima extension se prolongé durante 5 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion de especies del genero Alternaria y su division en grupos de especies
se realiza atendiendo caracteristicas morfologicas y produccion de metabolitos secundarios
(Andersen et al., 2001, 2002, 2008; Pryor y Bigelow, 2003) y también mediante analisis
filogenético basado en perfiles de amplificacion con cebadores aleatorios (RAPD) (Roberts et
al., 2000) o en la secuenciacion de determinados marcadores genéticos. Entre los marcadores
genéticos empleados con este fin destacan los espaciadores internos de la transcripcién, 1TS1
e ITS2 (Chou y Wu, 2002; Konstantinouva et al., 2002; Zur et al., 2002), el gen que codifica
para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gdp) (Pryor y Bigelow, 2003; Hong
et al., 2005), genes que codifican para la sintesis de micotoxinas (Andersen et al., 2006) y el
gen Alt a 1 (Hong et al., 2005)
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Las técnicas basadas en el analisis microscopico y bioquimico de las especies fungicas
aisladas de los alimentos son laboriosas y complejas y los resultados obtenidos pueden variar
segun las condiciones de cultivo. Por otra parte, los resultados obtenidos con las técnicas de
RAPD son muy sensibles a pequefias variaciones en las condiciones de amplificacion y
pueden proporcionar resultados variables en distintos laboratorios (Jones et al., 1997).
Finalmente, la secuenciacion de determinados marcadores genéticos es muy util para la
realizacion de estudios filogenéticos y la clasificacion de especies de Alternaria, pero es
laboriosa y requiere disponer de instrumental complejo.

Para la deteccion de los diferentes grupos de especies de Alternaria se deben
seleccionar marcadores genéticos con un grado de variabilidad intra e interespecifica
adecuado. Por ello, en este trabajo se ha seleccionado el gen Alt a 1, que codifica el principal
alergeno de Alternaria spp., para desarrollar una técnica de PCR mdltiple que permita en una
sola reaccion detectar y diferenciar las especies de Alternaria pertenecientes a los principales
grupos de este género.

Los cebadores AALTDIRALTAL/AALTINV2ALTAL amplificaron un fragmento de
93 pb en las especies del grupo de Alternaria alternata que, ademas de esta especie, incluye a
otras como A. tenuissima, A. arborescens, A. longipes, A. gaisen y A. citri. Sin embargo, estos

cebadores no amplificaron el ADN de especies de Alternaria pertenecientes a otros grupos

(Figura 1).
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FIGURA 1. Andlisis electroforético de los productos de PCR del marcador genético Alt a 1 obtenidos
con los cebadores AALTDIRALTAL/ AALTINV2ALTAL (especificos del grupo de Alternaria
alternata). Amplificacion a partir de A. alternata CBS 154.31(1), A. alternata CBS 117130 (2), A.
alternata CBS 117143 (3), A. tenuissima (4), A. longipes (5), A. arborescens (6), A. citri (7), A.
gaisen (8), A. solani (9), A. dauci (10), A. porri (11), A. radicina (12), A. infectoria (13). (C-) Control
negativo sin ADN, (M) Marcador de tamafio molecular Biomarker® Low.
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Los cebadores AINFDIRALTAL/AINFINVALTAL amplificaron especificamente un
fragmento de 118 pb en el ADN de A. infectoria, y no amplificaron este fragmento en otras
especies del genero (Figura 2).
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FIGURA 2. Andlisis electroforético de los productos de PCR del marcador genético Altal
obtenidos con los cebadores AINFDIRALTAL/ AINFINVALTAL (especificos del grupo de Alternaria
infectoria). Amplificacion a partir de Alternaria infectoria (1), A. alternata CBS 154.31(2), A.
alternata CBS 117130 (3), A. alternata CBS 117143 (4), A. tenuissima (5), A. longipes (6), A.
arborescens (7), A. citri (8), A. gaisen (9), A. solani (10), A. dauci (11), A. porri (12), A. radicina
(13),. (C-) Control negativo sin ADN, (M) Marcador de tamafio molecular Biomarker® Low.

Los cebadores ASOLDIRALTAL/ASOLINVALTAL amplificaron un fragmento de
118 pb exclusivamente a partir del ADN de las especies incluidas en el grupo de A. porri,
como A. solani, A. porriy A. dauci (Figura 3).
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FIGURA 3. Andlisis electroforético de los productos de PCR del marcador genético Altal
obtenidos con los cebadores ASOLDIRALTAL/ ASOLINVALTAL (especificos del grupo de
Alternaria porri). Amplificacion a partir de Alternaria solani (1), A. dauci (2), A. porri (3), A.
alternata CBS 154.31(4), A. alternata CBS 117130 (5), A. alternata CBS 117143 (6), A. tenuissima
(7), A. longipes (8), A. arborescens (9), A. citri (10), A. gaisen (11), A. infectoria (12), A. radicina
(13). (C-) Control negativo sin ADN, (M) Marcador de tamafio molecular Biomarker® Low.
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Por Gltimo, los cebadores ARADIR2ALTAL/ASOLINVALTAL amplificaron un
fragmento de 131 pb en el grupo de A. radicina, pero no en otros grupos de Alternaria (Figura
4).

131 pb

FIGURA 4. Anélisis electroforético de los productos de PCR del marcador genético Alt a 1 obtenidos
con los cebadores ARADIR2ALTA1/ ASOLINVALTAL (especificos del grupo de Alternaria
radicina). Amplificacion a partir de Alternaria radicina (1), A. alternata CBS 154.31(2), A. alternata
CBS 117130 (3), A. alternata CBS 117143 (4), A. tenuissima (5), A. longipes (6), A. arborescens (7),
A. citri (8), A. gaisen (9), A. solani (10), A. dauci (11), A. porri (12), A. infectoria (13). (C-) Control
negativo sin ADN, (M) Marcador de tamafio molecular Biomarker® Low.

La utilizacion de los cebadores especificos de los distintos grupos de especies de
Alternaria, junto con el cebador Dir3Altal produjo la amplificacién del ADN de todas las
especies de Alternaria analizadas y no interfirié en la amplificacion del fragmento especifico
de grupo. Ademas, las parejas de cebadores utilizadas no produjeron bandas de amplificacion
a partir del ADN de organismos diferentes al género Alternaria (Figuras 5-7).

La metodologia desarrollada permitié detectar y diferenciar mediante una técnica de
PCR multiple las especies de Alternaria pertenecientes a los principales grupos de este
género. Disponer de técnicas genéticas rapidas capaces de diferenciar los grupos de especies
de Alternaria es importante para la deteccidon precoz de especies fitopatdgenas en cultivos
sensibles y el establecimiento de medidas preventivas y correctoras con el fin de reducir las
pérdidas econdmicas en el sector primario. Estas técnicas podrian emplearse en las industrias
de transformaciéon de vegetales como marcadores de calidad y bioseguridad de materias

primas y productos elaborados.
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FIGURA 5. Andlisis electroforético de los productos de PCR del marcador genético Alt a 1 obtenidos
con los cebadores Dir3Altal (comun del género Alternaria) y AINFDIRALTA1/ AINFINVALTA1
(especificos del grupo de Alternaria infectoria). Amplificacién a partir de Alternaria infectoria (1), A.
alternata CBS 154.31(2), A. alternata CBS 117130 (3), A. alternata CBS 117143 (4), A. tenuissima
(5), A. longipes (6), A. arborescens (7), A. citri (8), A. gaisen (9), A. solani (10), A. dauci (11), A.
porri (12), A. radicina (13),. (C-) Control negativo sin ADN, (M) Marcador de tamafio molecular
Biomarker® Low.
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FIGURA 6. Anélisis electroforético de los productos de PCR del marcador genético Alt a 1 obtenidos
con los cebadores Dir3Altal (comin del género Alternaria) y ASOLDIRALTAL/ ASOLINVALTAL
(especificos del grupo de Alternaria porri). Amplificacion a partir de Alternaria solani (1), A. dauci
(2), A. porri (3), A. alternata CBS 154.31(4), A. alternata CBS 117130 (5), A. alternata CBS
117143 (6), A. tenuissima (7), A. longipes (8), A. arborescens (9), A. citri (10), A. gaisen (11), A.
infectoria (12), A. radicina (13). (C-) Control negativo sin ADN, (M) Marcador de tamafio molecular
Biomarker® Low.
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FIGURA 7. Andlisis electroforético de los productos de PCR del marcador genético Alt a 1 obtenidos
con los cebadores Dir3Altal (comun del género Alternaria) y ARADIR2ALTAL/ ASOLINVALTA1
(especificos del grupo de Alternaria radicina). Amplificacion a partir de Alternaria radicina (1), A.
alternata CBS 154.31(2), A. alternata CBS 117130 (3), A. alternata CBS 117143 (4), A. tenuissima
(5), A. longipes (6), A. arborescens (7), A. citri (8), A. gaisen (9), A. solani (10), A. dauci (11), A.
porri (12), A. infectoria (13). (C-) Control negativo sin ADN, (M) Marcador de tamafio molecular
Biomarker® Low.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto que las técnicas de
PCR desarrolladas son réapidas y especificas para la deteccion y diferenciacion de diferentes
grupos de especies de Alternaria. En consecuencia, se trata de técnicas que podrian
emplearse como marcadores de calidad y bioseguridad de materias primas y productos

elaborados en las industrias de transformacion de vegetales.
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