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Resumen

El género flngico Alternaria contiene
especies tanto saprofitas como patégenas.
Como patégenos de las plantas, causan
serios problemas en la agricultura,
reduciendo el rendimiento del cultivo y
deteriorando frutos en el almacenamiento.
Las especies de este género también pueden
ser micotoxicogénicas, capaces de colonizar
los cultivos y acumular en los productos
infectados, metabolitos secundarios que
pueden afectar la salud humana y/o animal.
En el presente trabajo, se muestrearon
frutos de manzano (Malus domestica) y pera
(Pyrus comunnis) en tres localidades del
Alto Valle del rio Negro (Cipolletti, General
Roca y Villa Regina), a fin de determinar la
presencia de especies del género Alternaria
asociadas a estos cultivos en la region. Se
obtuvieron un total de 267 aislamientos
pertenecientes al género Alternaria. Los
mismos fueron identificados por sus
caracteristicas morfolégicas (Simmons,
2007) como iguales o similares a Alternaria
tenuissima, en mayor proporcién (85 %).
También, fueron identificadas A. mali y A.
gaisen, especies hospedador-especificas
de manzana y pera, respectivamente. La
importancia del presente estudio radica
en que permite considerar el riesgo a la
sanidad de los cultivos locales a causa
de este patogeno, y evaluar la posibilidad
de la presencia de micotoxinas en frutos
infectados, que pudiendo alcanzar la
cadena de produccién, seria un riesgo a la
salud del consumidor.

Palabras clave: Alternaria, manzana, pera,
micotoxinas.
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Abstract

The fungal genus Alternaria contains both
saprophytic and pathogenic species. As plant
pathogens, they cause serious problems in
agriculture, reducing crop productivity and
deteriorating fruit storage. Species of this
genus can also be mycotoxicogenic, able to
colonize crops and accumulate in infected
products, secondary metabolites that can
affect human and/or animal health. In the
present work, apple (Malus domestica) and
pear (Pyrus comunnis) fruits were sampled
in three localities of the Alto Valle del rio
Negro (Cipolletti, General Roca and Villa
Regina), in order to determine the presence
of species of the genus Alternaria associated
with these crops in the region. A total of 267
isolates belonging to the genus Alternaria
were obtained. They were identified by their
morphological characteristics (Simmons,
2007) as being equal or similar to Alternaria
tenuissima, in a higher proportion (85 %).
Also, A. mali and A. gaisen, host-specific
species of apple and pear, respectively,
were identified. The importance of the
present study is due to the fact that it
allows to consider the risk to the health of
local crops because of this pathogen, and
to evaluate the possibility of the presence
of mycotoxins in infected fruits, which could
reach the production chain, would be a risk
to the health of the consumer.

Keywords:  Alternaria,
mycotoxins.

apple, pear,
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NEGRO, ARGENTINA

Resumo

O género fungico alternaria contém espécies
saproéfitos e patogénicas. Como patégenos
das plantas, eles causam sérios problemas
na agricultura, reduzindo o rendimento
das culturas e deteriorando os frutos no
armazenamento. As espécies desse género
também podem ser micotoxicogénicas,
capazes de colonizar as culturas e acumular
metabdlitos secundarios que podem afetar
a saude humana e / ou animal nos produtos
infectados. No presente trabalho, frutos de
macieira (Malus domestica) e pera (Pyrus
comunnis) foram amostrados em trés
locais do Vale do Alto Rio Negro (Cipolletti,
General Roca e Villa Regina), a fim de
determinar a presenca de espécies do
género alternaria associados a essas culturas
na regiao. Foram obtidos 267 isolados
pertencentes ao género alternaria. Eles
foram identificados por suas caracteristicas
morfolégicas (Simmons, 2007) como
iguais ou semelhantes a Alternaria
tenuissima, em maior proporcao (85%).
Além disso, A. mali e A. gaisen, espécies
especificas de hospedeiro de maca e Péra,
respectivamente, foram identificadas. A
importancia deste estudo é que permitir
considerar o risco para a saide das culturas
locais devido a esse patdégeno e avaliar a
possibilidade da presenca de micotoxinas
nos frutos infectados, que podem atingir
a cadeia produtiva, seriam um risco para a
saude do consumidor.

Péra,

Palavras-chave: alternaria,

micotoxinas.

maca,

ESPECES ALTERNARIA ASSOCIEES AUX

CULTURES DE POMMES ET DE POIRES

DANS LA REGION DE ALTO VALLE DEL
RIO NEGRO, ARGENTINE

Résumé

Le genre fongique Alternaria contient autant
des espéces saprophytes que des espéces
pathogenes. Comme pathogénes des
plantes, ils causent de graves problémes
en agriculture, en réduisant la production
des cultures et en détériorant les fruits en
stockage. Les espéces de ce genre peuvent
également étre mycotoxicogenes, capables
de coloniser les cultures et de s’accumuler
dansles produits infectés, et des métabolites
secondaires qui peuvent affecter la santé
humaine et/ou animale. Dans ce travail,
des échantillons de pommes (Malus
domestica) et de poires (Pyrus comunnis)
ont été prélevés dans trois localités d’Alto
Valle del rio Negro (Cipolletti, General Roca
et Villa Regina), dans le but de déterminer
la présence des genres Alternaria associés
a ces cultures dans cette région. Au total,
267 isolats appartenant au genre Alternaria
ont été obtenus. lls ont été identifiés par
leurs caractéristiques  morphologiques
(Simmons, 2007) comme égaux ou
similaires a Alternaria tenuissima, en plus
grande proportion (85 %). Aussi, A. mali et
A. gaisen, des espéces spécifiques d’hotes
du pommier et du poirier, respectivement,
ont été identifiées. Limportance de cette
étude réside dans le fait que cela permet
de considérer le risque pour la santé des
cultures locales a cause de cet agent
pathogene, et d’évaluer la possibilité que
la présence de mycotoxines dans les fruits
infectés, qui pourraient atteindre la chaine
de production, constitue un risque pour la
santé du consommateur.

Mots clés: alternaria,
mycotoxines.

pomme, poire,
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INTRODUCCION

Alternaria es un género comin de
hongos, que presenta numerosas
especies que son saprofitas en
materiales organicos, y patégena en
muchas plantas. Comofitopatégenas,
las especies de Alternaria afectan
a hojas, tallos, flores, mazorcas,
espigasy frutos de plantas anuales, en
particular hortalizas y ornamentales,
pero también arboles de citricos,
peras 'y manzanas (Fernandez
Pinto y Patriarca, 2017; Logrieco
et al., 2009; Bottalico y Logrieco,
1998) (ver Figura 1). Ademdas de
causar pérdidas econdémicas, al
colonizar los cultivos, las especies
del género Alternaria son capaces
de acumular en los productos
infectados, gran cantidad de

ALTO VALLE DEL RIO NEGRO, ARGENTINA 21

sustancias bioactivas denominadas
metabolitos secundarios. Algunos
de ellos, denominados micotoxinas,
representan un gran riesgo para la
salud humana y animal, debido a los
efectos adversos que su contacto
o ingestion provoca (Logrieco et
al., 2009; Mislivec et al., 1987).
Las micotoxinas de Alternaria son
producidas por estos mohos en
muchos productos alimenticios y
sus procesados. El consumo de
estos productos puede contribuir a
un aumento en la ingestion de las
micotoxinas en la dieta humana, y
convertirse en una preocupaciéon
para la salud publica (Munitz et al.,
2013; Greco etal., 2012; Scott et al.,
2012; Pose et al., 2010; Terminiello
et al., 2006; Bottalico y Logrieco,
1998; Montenurro y Visconti, 1992).

Figura 1: Podredumbre causada por Alternaria spp. en frutos. A. Manzana (foto Ménica Moya); B.
Pera (foto Ménica Moya); C. Tomate (foto Graciela Pose); D. Nuez (foto Carolina Temperini); E. Uva
(foto Ménica Moya).
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Se conoce que las especies de Alternaria
son capaces de producir, al menos, 70
metabolitos secundarios. Son conocidos
como posibles contaminantes de alimentos
con potencial riesgo toxicoldgico, el acido

tenuazénico (TeA), alternariol (AOH),
alternariol monometil éter (AME), las
altertoxinas I, Il y Il (ATX-1, ATX-1I, ATX-

IlI) y altenueno (ALT) (Andersen et al.,
2004; Bottalico et al., 1998; Ostry, 2008;
Terminiello et al., 2006.). La exposiciéon a
toxinas de Alternaria ha sido ligadas a varios
efectos adversos sobre la salud (Ostry,
2008).

Por otra parte, algunas especies de Alternaria
tienen una muy alta especificidad por el
rango de hospedador: solamente ciertas
especies, cultivares o genotipos de plantas

son afectadas. Particularmente, estas
especies pueden producir compuestos
conocidos como toxinas hospedador

especificas (HSTs - Host Specific Toxins).
Estas resultan ser muy tdéxicas para las
plantas que son susceptibles, pero tiene
muy poco, o no lo tiene, efecto sobre otras
plantas (Otani y Kohmoto, 1992; Fernandez
y Patriarca, 2017). Entre los patégenos del
género Alternaria, siete HSTs son conocidas
en la literatura. La importancia de tales
toxinas radica en su potencial toxicidad
para el hombre y/o animales. Por ejemplo,
las toxinas AAL son motivo de preocupacién
debido a su similitud estructural y
toxicolégica a las fumonisinas, estas
Ultimas son causa de leucoencefalomacia
equina, edema pulmonar en cerdos y estan
asociadas a cancer de eséfago en humanos
(Shier et al., 1991).

En la Provincia de Rio Negro (Argentina),
particularmente en el Alto Valle del rio
Negro, se cultiva el 85 % de frutos de pepita
del pais. La manzana es el principal cultivo,
pero también se cosechan peras, duraznos,
pelones, nueces, uvas y frutas finas. Rio
Negro resulta ser la primera productora y

exportadora de frutas de pepitas del pais.
Esta produccién genera toda una rama de
industrias relacionadas, como sidreras,
jugueras, bodegas, galpones de empaque y
fabricas de dulces, y aportan su consiguiente
relacién a la economia de las ciudades que
conforman el Alto Valle y de la provincia en
general (CAFI, 2014).

Como semenciond, especies pertenecientes
al género Alternaria estan asociadas a
patologias de cultivos de manzana y
pera. En manzano, algunas especies de
Alternaria causan enfermedades foliares
(Andersen et al., 2006). También, infectan
los frutos jovenes a través del tubo calicinal
abierto, llegando a las semillas y la pared
de los carpelos durante el desarrollo,
causando la enfermedad conocida como
“corazén mohoso’, ademdas de provocar
manchas en la superficie del fruto (Jackson
y Al-Taher, 2008). En cultivares de pera,
pueden provocar defoliacién, pudricién,
hundimientos en los brotes jévenes,
manchas redondas de color marrén oscuro
y caida temprana de los frutos. Asimismo,
se conocen dos especies hospedador
especificas para estos frutos, Alternaria
mali (manzana) y Alternaria gaisen (pera)
(Simmons, 2007), capaces de producir dos
toxinas hospedador especificas, la toxina
AM y la toxina AK, respectivamente. La
toxina AM esta involucrada en la produccién
de manchas foliares en hojas de arboles de
manzano (Montemurro y Visconti, 1992); y
la toxina AK, en la produccién de manchas
negras en frutos de pera (Tanaka y Tsuge,
2000).

Cuando se trata tanto de la seguridad
alimentaria como de la patologia de plantas,
la determinacién de hongos fitopatégenos
y micotoxicogénicos es esencial. En la
industria de alimentos, es importante
conocer si estos estan presentes en el
material crudo, previo a la produccién, en
orden a decidir el empleo del material; y
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en la agricultura, es igualmente importante
conocer si el hongo patégeno para la
planta esta presente, en orden a emplear el
correcto régimen de prevencién (Andersen
et al.,, 2006). Asimismo, la correcta y
precisa identificacén a nivel especie es
necesaria, porque la especie reconocida
bajo un determinado nombre representa un
conjunto de caracteres, como la preferencia
de crecimiento en determinados sustratos,
la interaccién con el hospedador y la
produccién de metabolitos, lo que permite
predecir su comportamiento (Polizzotto et
al., 2012; Andersen et al., 2005; Filtenborg
et al., 2002; Schulz et al., .2002; Azevedo
et al., 2000). Asi, el objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia del
género Alternaria en cultivos de pera y
manzana en la zona productora del alto
Valle del rio Negro, e identificar a nivel de
especie los aislamientos asociados a tales
cultivos.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Quince frutos sanos fueron colectados
directamente de las plantas de manzano
y pera, en cultivos tradicionales de tres
localidades representativas de la zona
productora del Alto Valle del rio Negro
(una zona de 100 kildmetros entre las
provincias de Neuquén y Rio Negro, que
va bordeando el norte del curso de agua):

A)

ALTO VALLE DEL RIO NEGRO, ARGENTINA 23
Cipolletti, General Roca y Villa Regina,
durante el verano de los afos 2012-2013.
En el momento del muestreo, cada fruto
fue colocado en bolsas, para evitar algin
tipo de contacto entre muestras.

Aislamiento

La microbiota fungica fue obtenida de la
superficie de la fruta, colocando los mismos
en agua peptonada, y luego de agitar por 5
min, un mL de esta solucién fue inoculada,
en alicuotas de 0,1 ml, sobre placas de petri
conteniendo Agar Papa Dextrosa (PDA)
con cloranfenicol (0,1%). Las placas fueron
incubadas a 25 °C durante 7 dias.

Las colonias que mostraron caracteristicas
distintivas del género Alternaria (micelios de
coloracién gris, oscuros, pardo negruzcos
o negros, presentando en todos los casos
desarrollo afelpado) fueron observadas
microscédpicamente parala confirmacién del
género, basada en la presencia de conidios
periformes con septos transversales vy
longitudinales (dictiosporas) (ver Figura
2). Con el objetivo de obtener un cultivo
puro, cada una de las diferentes colonias
obtenidas en las placas de aislamiento
general fueron reaisladas por inoculacién
con ansa aguja de pequenos trozos de
micelio o esporas a placas con medio de
cultivo papa zanahoria (APZ) e incubadas
hasta su esporulacién a 25 °C.

Figura 2: El género Alternaria. A) Colonia tipica en medio APZ; B) conidios.
Fuente: elaboracién propia.
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Cultivos de referencia

Para ayudar a la clasificacion morfolégica,
se conté con cuatro cultivos de referencia
provenientes de la coleccién del Dr. Emmory
G. Simmons (Wabash College, Crawfordbville,
Indiana, EE. UU.): A. alternata (EGS 34128),
A. tenuissima (EGS 34015), A. arborescens
(EGS 39128), y A. infectoria (EGS 27193).

Identificacion
La identificacion morfolégica se llevé a
cabo observando las caracteristicas del

micelio, los modelos de esporulacién y
los conidios, seglin Simmons (2007) (ver
Figura 3). Para ello, los aislamientos fueron
sembrados en Agar Papa Zanahoria y Agar
V8 e incubados a 25 °C durante 7 dias en
ciclos alternantes de luz-oscuridad (8-16
h). Todos los cultivos utilizados para la
identificacién, fueron realizados a partir
de un cultivo monospérico (Pitt y Hocking,
1997; Bottalico y Logrieco, 1992; Nelson et

al., 1983).

Todos los cultivos
utilizados para la j
identificaciéon, fueron )
realizados a partir de un g
cultivo monosporico Z

e

|
|

A A e o e i

!

Figura 3. Modelos de esporulacién propuestos para grupo-especies de Alternaria (1- A.dauci s-g,
2- A.gaisen s-g, 3- A. arborescens s-g, 4- A. alternata s-g, 5- A. tenuissima s-g, 6- A. infectoria s-g).

Fuente: Simmons y Roberts (1993).
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de 120 aislamientos se obtuvieron en la
zona de General Roca, 76 aislamientos de
la localidad de Cipolletti y 71 aislamientos
en la zona de Villa Regina (ver Figura 4)

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 267 aislamientos
pertenecientes al género Alternaria. Un total

7 :
RIO NEGRO A5,
| | 3
| (@ F‘f%
b A
1 { o
|‘ EI:Polrl‘::gu:m ]
g f Y =
i S
N ‘120 71
R ! Qp’? 65 Sl a0
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I 0 o
o @-l" - Rio Negro

Figura 4. Alto Valle del rio Negro. Regiones de muestreo, nimero de aislamientos totales (negrita)
y por fruto en cada regién (Manzana,Pera) Fuente. Turismo Alto Valle.

De manzana, fueron obtenidos
un total de 150 aislamientos,

de los cuales, 79 % (118)
fueron identificados como
morfolégicamente  iguales o

similares a Alternaria tenuissima;
12 % (19), como Alternaria mali;
y un aislamiento como Alternaria
alternata. Seis aislamientos no
presentaron similitud morfolégica

Figura 5. Caracteristicas morfolégicas A. Desarrollo en placa: A.1. Colonia en Agar Papa
Zanahoria, A.2. Colonia en Agar V8; B. A. mali, Modelo de esporulacién; C. A. tenuissima, Modelo

a las especies descriptas por
Simmons (2007) (ver Figura 5).
De pera, se obtuvieron un
total de 117 aislamientos, de
los cuales, el 91 % (109) se
identificaron morfolégicamente
como A. tenuissima; y 7 % (9),
como A. gaisen (ver Figura 5); y
un aislamiento se identific6 como
A. infectoria.

de esporulacién; D. A. gaisen, conidios.
Fuente: elaboracién propia.
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DISCUSION

Confirmando su  ubicuidad, @ hemos
determinado la presencia de especies del
género Alternaria asociadas a la produccién
de manzana y pera en la regién productora
del Alto Valle del rio Negro. Asimismo,
hemos determinado como preponderante
la especie A. tenuissima (85 %) en la
superficie de ambos frutos, ademas de
determinar la presencia de aislamientos
morfolégicamente iguales o similares a
A. mali en manzana y A. gaisen en pera,
especies hospedador especificas de estos
cultivos.

En manzana, especies de Alternaria causan
enfermedades foliares, tales como puntos
negros,manchasenhojas (JonesyAldwinckle,
1990), varios tipos de pudricién de la fruta
en poscosecha (Jones y Aldwinckle, 1990;
Serdani et al., 1998) y producen una gran
variedad de metabolitos en cultivos puros,
tanto como en manzanas artificialmente
inoculadas (Andersen et al., 2002; Serdani
et al., 2002). Esto ha puesto de manifiesto
que, los metabolitos de Alternaria pueden
se formados en manzanas infectadas, lo
cual resulta indeseable, ya que esto reduce
la calidad y la seguridad del alimento y sus
productos. Los metabolitos de Alternaria
tienen diferentes efectos téxicos sobre
diferentes organismos (Andersen et al.,
2000).

La podredumbre negra en manzanas
causada por Alternaria spp, fue reportada
primeramente en Japén en los anos
‘50, Australia (Horlock, 2006) y mas
recientemente en lItalia (Rotondo et al.,
2012). La podredumbre de los frutos se
caracteriza por circulos marrones a negros,
ligeramente hundidos, sobre la cascara de
la fruta. En Australia, las manchas foliares
y la podredumbre de frutos causada por
Alternaria spp, provocan pérdidas del
rendimiento de los cultivares de entre 15 a

25 % (Dalphy et al., 2014).

A. tenuissima ha sido reportada asociada
a cultivares de manzana y como causante
del deterioro de los frutos en Australia y
Italia (Rotondo et al., 2012; Harteveld et al.,
2013; Dalphy et al., 2014). En Argentina,
A. tenuissima fue asociada a la enfermedad
de corazén mohoso (Serdani et al., 1998).
Varios estudios confirman la capacidad de
esta especie en la produccién AOH, AME y
TeA. Dos de estas micotoxinas, AOH y AME
se han detectado en manzanas infectadas
naturalmente y jugos de manzana (Delgado
et al., 1998; Andersen et al., 2004; Ostry
2008). Existen varios reportes acerca de la
mutagenicidad y genotoxicidad de AOH y
AME. Ademaés, el efecto sinérgico de ambos
metabolitos ha demostrado ser muy fuerte.
El TeA es mas téxico que AOH y AME,
estando esta micotoxina asociada con el
trastorno hematolégico humano, conocido
como ‘Onyalai’ (Andersen et al., 2006;
Ostry, 2008).

Alternaria mali, también llamada A. alternata
patotipo manzana (Johnson et al., 2000;
Kusaba y Tsuge 1994) o A. alternata f. sp.
mali (Wu et al., 1999; Yoon et al., 1989)
también es frecuentemente reportada y
asociada con manchas en hojas y frutos
de manzana (Dalphy et al.,, 2014; Gur et
al., 2017). Debido a la produccién de la
HST, este patotipo causa defoliaciéon y
caida prematura de frutos en cultivares
especificos de manzana. La ocurrencia de
A. mali ha causado serios problemas en
Japén desde 1970 y en los Estados Unidos
desde la década de los “80. En Europa, fue
reportada en Yugoslavia en 1996 (Rotondo
et al., 2012). A. mali ademadas tiene la
capacidad de producir ALTXL, II, 1l y TeA.
Las Altertoxinas son mutagénicas segun el
test de Ames, y aln mas potentes y agudas
a ratén que AOH y AME (Ostry, 2008).

En Pera, las especies de Alternaria son
uno de los patégenos fungicos comunes,

No. 17 enero — diciembre de 2019 - ISSN 1657-463X
pp- 18- 31



ESPECIES DE ALTERNARIA ASOCIADAS A CULTIVOS DE MANZANA Y PERA EN LA REGION DEL
ALTO VALLE DEL RIO NEGRO, ARGENTINA

ellas causan defoliacién, pudricién
y caida de frutos en las plantas
hospedadoras (Sun y Zhang, 2008).
La mancha negra de la pera japonesa
(Pyrus pyrifolia) es una importante
enfermedad de la pera que se cultiva
en Asia.

Desde principios del siglo pasado,
esta enfermedad, atribuida a A.
gaisen Nagano (Simmons, 1993), ha
sido frecuente en Japén y Corea a
partir de la siembra generalizada del
cultivar, particularmente susceptible.
No parece haber evidencia de que
esta enfermedad se produjera en
otro lugar; sin embargo, manchas
negras causadas por A. alternata
ocurrieron en varios cultivares de
pera Europea (Pyrus communis)
en Grecia en 1983, y en 1986,
la severidad de la enfermedad
que involucré defoliacién y danho
a los frutos, causé pérdidas en
la produccién de hasta un 80 %
(Dickens y Cook, 1995). En china,
de acuerdo con las caracteristicas
morfolégicas de los conidios y
modelos de esporulacién, cuatro
grupo de especies fueron asociados
a pudriciéon de frutos de pera
(Pyrus bretschneideri): A. alternata,
A. tenuissima, A. yadliinficiens y
Alternaria sp. (Sun 'y Zhang, 2008).

Este estudio pretende determinar
las especies de Alternaria asociadas
a cultivos de manzana y pera en el
Alto Valle del rio Negro, es el primero
de este tipo realizado en la region.
Su importancia radica, desde el
punto de vista de la fitosanidad de
los cultivares locales, en que permite
considerar el potencial riesgo a
causa de este patégeno, y, desde el
punto de vista toxicolégico, permite
evaluar la posibilidad de produccién
de diferentes metabolitos
secundarios (micotoxinas) en frutos
infectados, que pueden alcanzar la
cadena productiva y contaminar los
productos, generando un problema
de salud publica. Futuros estudios
seran llevados a cabo, a fin de
establecerelpotencialfitopatogénico
de las especies aisladas, su
capacidad micotoxicogénica, como
también, a confirmar la identidad de
las especies a nivel molecular.
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