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RESUMEN.

Se caracterizaron 40 aislamientos de Alternaria procedentes de trigo, en grupos de morfo-especies en base a sus modelos de esporulacién,
morfologia del conidio/conidiéforo, color de la colonia sobre medios especificos (agar DRYES), patogenicidad y produccién de toxinas. Se
determinaron cuatro grupos-especie de Alternaria involucrados en patologias del trigo: A. alternata, A. arborescens, A. infectoria y A. tenuissima. La
caracterizacion morfolégica fue corroborada por comparacién con cepas patrones standard de colecciones internacionales (Biopure Referenz
Substeranzen GmbH, Tulln, Austria y HebIMI, Inglaterra). El analisis molecular de los aislamientos (extraccion de DNA y secuenciacién de la
region ITS) corrobor6 la determinacién morfocultural. La patogenicidad de los aislamientos se demostrd por la produccién de sintomas
necroticos tales como manchas y atizonamiento foliar, manchado de granos, necrosis radicular y debilitamiento de las plantulas emergidas de
granos inoculados. Cada grupo-especie se asoci6 a la produccion de un sintoma o grupo de sintomas determinado siendo el grupo infectoria el
mas virulento respecto al resto de los grupos analizados. Las toxinas determinadas indican el riesgo micotoxicol6gico de estas cepas para la salud
humana y animal ante el consumo de productos o subproductos que contengan dichos metabolitos. Su falta de regulaciéon en alimentos en
Argentina y en otras regiones del mundo es llamativa. A. arborescens se registra por primera vez en asociacion a trigo para Argentina.

Palabras claves: Alternaria, hongo, patégeno, trigo, grupo-especie

ABSTRACT.
Forty isolates of Alternaria from wheat plants were characterized into species-group considering the sporulation pattern, morphology of conidia,
patogenicity and toxins production. For identification PCA media was used and the isolates were classified according the sporulation pattern,
morphology of conidia/ conidiophores and according the colony colour on DRYES medium. Four species-groups of Alternana were determined,
A. alternata, A. arborescens, A. infectoria, and A. tenuissima groups. This is the first report of A. arborescens on wheat in Argentina. Morphocultural
identification was corroborated by molecular analysis PCR- ITS and comparison of isolates with standard strains belonging to international
culture collections. Inoculations on wheat grains showed the patogenicity of isolates and symptoms of discoloration, blight and spots on leaves,
radicular necrosis and weakness of emerged plants. Wheat cultivars showed different response fo the infection according each particularisolate
inoculated. In general a correlation between each species-group and each kind of symptom could been shown. The infectoria group has the most
virulent strains that induce the highest severity on all tested cultivars. Toxins production highlight the micotoxicologic risk associated to this
fungi considering they play a rol in pathogenesis and no current regulations exists in Argentina or in the rest of the world. A. arborescens is
registered by first time associated to wheat plantsin Argentina.
Keywords: Alternaria complex, wheat, species-group
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INTRODUCCION

Importancia del género Alfernaria como hongo pato-
geno de cultivos

Alternaria es un género fiingico muy comiin, donde
se incluyen numerosas especies saprotrofas y pato-
genas ampliamente distribuidas en diversos cultivos de
importancia agronémica, y en la materia organica en
descomposicion. Algunas especies también se encuen-
tran relacionadas con la aparicion de infecciones huma-
nas (1). Incluye especies patégenas que pueden invadir
los cultivos vegetales antes y después de larecoleccion y
causar considerables pérdidas economicas debido a la
reduccion del rendimiento de las cosechas y producir
alteraciones en los vegetales durante su almacenamien-
to (2). Las especies del género Alternaria sintetizan ade-
mas metabolitos secundarios toxicos para las plantas,
algunos de los cuales se han relacionado con la apari-
cion de etectos adversos para la salud en personas y
animales (1).

En trigo nos encontramos actualmente frente al cre-
cimiento de enfermedades nuevas y emergentes ocasio-
nadas por el complejo de especies de Alternaria (3, 4).
Son ademas, productoras de compuestos biologicamen-
te activos tales como micotoxinas (5, 6), aunque solo se
ha demostrado la produccion natural en los alimentos y
piensos del dcido tenuazonico (TeA), alternariol (AOH),
éter metilalternariol (AME), altenueno (ALT) y alterto-
xina-I (ATX-I), y masraramente de toxinas AAL (7, 8).

El "escudete negro" (blackpoint) es un problema de
aparicién frecuente enla mayoria de lasregiones trigue-
ras del mundo (9, 10). Se caracteriza por la presencia de
una coloracion parda o negra en la zona del germen del
grano de trigo que, en casos severos, puede extenderse
al area circundante y al surco (11). Se ha sefialado, ade-

mads, un considerable deterioro enla calidad visual dela

pasta, vinculado al aumento en la cantidad de puntos
negros en las sémolas producto de la molienda de gra-
nos enfermos (12). Tradicionalmente, se ha asociado su
ocurrencia con la infeccién de organismos tales como
Bipolaris sorokiniana y Alternaria alternata, entre otros
hongos (11). A. alternata se reporta como el hongo sube-
pidérmico mas comun del grano de trigo (13, 14), en
coincidencia con resultados de Argentina (15). Otros
estudios indican que los grupos Alternaria tenuissima y
Alternaria mfectoria serian los dominantes en grano de
trigo (con frecuencias de aparicion del 79y 69 % respec-
tivamente) (4).

Durante las 1ltimas campaiias, las industrias semo-
lera y fideera de nuestro pais han alertado sobre la pre-
sencia de niveles excesivamente altos de grano de trigo
con sintomas de escudete negro. Sin embargo, se carece
de informacién actualizada en Argentina acerca de la

composicion taxonémica de especies de Alternaria aso-

ciadas al cultivo.

Alternaria en trigo: Enfermedades que ocasiona en
hojaygrano

Alternaria ocasiona enfermedades foliares y en el
grano de trigo (16-18). Algunas especies tales como
Alternaria triticina causan pérdidas del rendimiento de
hasta un 60 % bajo condiciones favorables alainfeccion y
desarrollo de la enfermedad (19-22). Esta especie fue
citada por primera vez en nuestro pais en 1992 (23). En
los tiltimos afios, los relevamientos efectuados a dife-
rentes cultivares y regiones ecologicas trigueras, indi-
can que elmanchado por A. triticina incremento notoria-
mente su incidencia y difusion, constituyéndose en una
nueva adversidad para el cultivo de este cereal que ne-
cesita ser investigada especialmente dado su status de

enfermedad cuarentenaria y que limitaria el ingreso del
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grano de trigo a nuevos mercados (24, 25). Otros aisla-
mientos de Alternaria obtenidos recientemente en mues-
tras de las dltimas campafias trigueras fueron coinci-
dentes con la descripcién morfobiométrica de los miem-
bros del grupo de especies de A. mnfectoria que constitui-
rian nuevos taxa para Argentina (26, 27). El teleomorfo,
un loculo ascomicete del género Lewia Barr & Simmons
(2, 28), ha sido identificado en Argentina en cultivos in
vitro en conexion con el anamorfo (Alternaria) (29).
Hasta la fecha, el grupo infectorin comprende las espe-
cies Alternaria arbusti, Alternaria conjuncta, A. mnfectoria,
Alternaria intercepta, Alternaria metachromatica,
Alternaria novae-zelandiae, Alternaria oregonensis,
Alternaria triticomaculans y Alternaria viburni, mas varios
taxa atn desconocidos (13). Estudios moleculares
demostraron que A. friticina pertenece genéticamente al
grupo de especies de mfectoria (30). En Argentina, A.
triticimaculans, A. mfectoria y A. triticina son las especies
del grupo identificadas hasta el momento como pato-
genas del trigo (3, 27). Otras especies como A. tenuissina
colectadas desde muestras de granos del SE de la pro-
vincia de Buenos Aires en las tltimas temporadas,
estarian también distribuidas en la micobiota del grano
de trigo indicando una gran dindamica y plasticidad en el
grupoenestudio (31, 32).

Sistemadticay taxonomia actual

La clasiticacion de las especies de Alternaria es com-
pleja. Actualmente, diferentes estudios filogenéticos
acuerdan en agrupar las especies de en dos grupos prin-
cipales: especies de “esporas grandes” (con conidios de
60-100 pm) v especies de “esporas pequefias” (tamafio
de conidio inferior a 60 pm) (33-36), donde estan com-
prendidos la mayoria de los miembros taxonoémicos

patogenos del trigo. Entre ellos, el grupo de A. alternata

estd frecuentemente implicado en los sintomas de man-
chado de granos de cereales y engloba las principales
especies productoras de micotoxinas (5). El grupo de A.
mfectoria se aisla con frecuencia de cereales y estd citado
también como productor de infecciones humanas (1,
37). Otros grupo-especie de esporas pequefias son los
grupos de Alternaria arborescens y A. tenuissima (38, 39).
La identificacion de especies del género Alternaria y su
division en grupos, se realiza atendiendo las caracteris-
ticas morfologicas (28). La produccion de metabolitos
secundarios se emplea como otro marcador que permite
caracterizar los diferentes aislamientos (39-42). Tam-
bién el andlisis filogenético basado en la reaccién en
cadena dela polimerasa (PCR) (1, 37), los pertiles de am-
plificacion con cebadores aleatorios (RAPD) (43, 44), 1a
técnica AFLP (amplified frangiment length polymorphism)
(45, 46), o 1a secuenciacion de determinados marcadores
genéticos, se utilizan en la actualidad en un intento de
clasificar los aislamientos. Entre los marcadores gené-
ticos empleados con este tin se destacan los espacia-
dores internos de la transcripcion, ITS1 e ITS2 (33, 47-
49), el gen que codifica para la enzima gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GDP) (5), genes que codifican
paralasintesis de micotoxinas (30) yel gen Alta 1 (34).

En Argentina, existen antecedentes del estudio com-
parativo de patrones isoenzimaticos de A. infectoria aso-
ciadosal cultivo de trigo (50). Recientes reportes de estu-
dios quimiotaxonémicos (perfil de metabolitos secun-
darios) se suman al intento de contribuir a la caracte-
rizacién y diferenciacion de Alternaria spp. de esporas
pequefias (A. alternatay A. tenuissima) (39).

El objetivo del trabajo fue caracterizar morfobiomeé-
trica y culturalmente 40 aislamientos de Alternaria obte-
nidos de diferentes cultivares y localidades trigueras,

analizar su produccion de toxinas, y cuantificar su efec-
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to sobre la calidad (manchado) y sanidad (viabilidad y
poder germinativo) de granos de trigo realizando prue-
bas de patogenicidad bajo inverndculo. Por tltimo, es-
clarecer la taxonomia mediante un analisis molecular
que corrobore la identificacion y diferenciacion de los
grupos de especies del género Alternaria asociados al
trigo.
MATERIALES Y METODOS

Muestreos. Origen de los aislamientos

Se trabajo con diferentes muestras de trigo pertene-
cientes a distintos cultivares y regiones agroecolégicas
trigueras de la provincia de Buenos Aires. Las muestras
de grano procedieron de Estaciones Experimentales, se-
milleros, criaderos, INTA, y productores particulares.
El material se remitié y procesé en el laboratorio del
CIDEFI (Fig. 1). Las muestras se sometieron a un ana-
lisis micolégico. Se aplicaron las normas ISTA (Inter-
national Seed Test Asociation) para el analisis de semillas
por el método de blotter test (51). Se efectuaron prepa-

rados microscopicos para laidentificacion taxonémica.

Coleccion de aislamientos de Alfernaria en trigo

Azul
Tres Arroyos

Figura 1. Coleccién reunida de aislamientos de Alternaria en
trigo procedente de 7 dreas trigueras de Argentina.

Estudio morfo-cultural de los aislamientos

Se reunié una coleccion de 110 aislamientos de
Alternania, caracterizados en base a los rasgos morfobio-
métricos y culturales. Se considero el largo de cadenas
de conidios, el patrén de esporulacién, la morfologia de
conidios y habito de desarrollo en medios de cultivo.
Los aislamientos obtenidos se repicaron en diferentes
medios de cultivo: Agar de papa glucosadoal 2% (APG),
Agar papa zanahoria (APZ), Medio Dicloran Rosa de
Bengala mas extracto de levadura y sucrosa (DRYES) y
se mantuvieron en frio (5°C) hasta su empleo. Se obser-
v6 el patrén de esporulacion 3D, critico en la diferen-
ciacion de los grupos taxonomicos (28) bajo microscopio
estereoscopico. Para su identificacion, las colonias se ob-
servaron luego de 7 dias de cultivo en Cajas de Petri de
90 mm de didmetro en APZ, incubadas a una tempera-
tura de 22-25°C y ciclos de 8 hs. luz fluorescente y 16 hs.
de oscuridad. Ademas se analizaron las caracteristicas
macroscopicas de las colonias (color y aspecto) y rasgos
morfologicos microscopicos de los conidios y conidio-
foros considerados como criterios de clasificacion, tales
como: dimensiones y disposicion de los conidios, coni-
diéforo, aspecto, color, ornamentacion, tabicacién, pre-
sencia o no de rostro (prominencia del conidio en forma
de apéndice) y mediciones. Se efectuaron compara-
ciones visuales y microscopicas con cepas tipo de cada
grupo-especie solicitadas a una coleccién fangica de

referencia (HerbIMI, Royal Botanical Garden, UIK).

Identificacion Molecular

Se efectud la extraccién y andlisis del DNA con la
técnica indicada (52) para confirmar la identidad de los
grupos de especies de Alternaria determinados con el

estudio morfo-cultural y biométrico. Se secuencit toda

la region ITS (ITS1-5.85-ITS2) con los primers ITS4 e
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ITS5 de cuatro aislamientos representativos de cada

grupo morfolégico determinado.

Micotoxinas analizadas

Se analiz6 la produccion de las toxinas alternariol
(AOH), alternariolmonometileter (AME), altenueno
(ALT), Altertoxina I y IT (ATX-I, ATX-II), acido tenua-
zoico (TeA) y tentoxina (TEN) en 40 aislamientos
Alternaria previamente identificados por sus caracteris-
ticas morfobiométricas y culturales. Se emple6 la técni-
ca LC/MS-MS (cromatografia liquida-espectrometria
de masa-masa) adaptando los protocolos previos (53).
Las pruebas bioquimicas para la deteccion de las toxi-
nas se llevaron a cabo en el IFA-Tulln, Centre for
Analytical Chenustry, Tulln, Austria bajo la coordinacion
y supervision del Dr. Labuda. Los aislamientos crecie-
ron en el medio yeast sucrose extract agar (YES) a 25°C en
oscuridad durante 14 dias. El micelio del hongo fue
mezclado con 5 ml de solvente de extraccion acetoni-
trilo/agua/acido acético (79/20/1) agitado durante 10
minutos seguido por la ultrasonicacién por mas de 10
min/muestra y 100 plts. filtrados, secados y redisueltos
en 1000 plts. de agua-acetonitrilo (1/1) y aplicados
sobre el sistema LC-MS/MS. La separacion cromato-
grafica fue realizada a 25°C on a Gemini C18, 150 x 4,6
mm ID, 5 pm de tamafio de particula, equipo C18con4

mm ID 170 x 3 security guard cartridge (Phenomenex CA,

USA. UU), 1290 Series HPLC (Agilent, Waldbronn,
Germany). QTRAP LC-MS/MS Sistema 5500
(Biosystems, CA, USA) equipado con una fuente de
Turbo Ion Spray electrospray ionizacién (ESI) que fue
usado para detectar y cuantificar los metabolitos del

hongo. Los datos se expresan enmg Kg™ (Tabla 1).

Pruebas de patogenicidad. Ensayos deinoculacidonen
hojas de plantulas de trigo eninvernaculo

Se evalu6 la patogenicidad en 40 aislamientos de
Alternaria seleccionados, sobre los siguientes cultivares
comerciales de trigo: ACA 906 (Trigo 1); Buck Sy 100
(Trigo 2); Klein Chaja (Trigo 3); Baguette 9 (Trigo 4); Bio
INTA 1005 (Trigo 5). Los aislamientos inoculados se
identificaron previamente como miembros taxonémi-
cos pertenecientes a los grupos de A. alternata (10 cepas)
A. arborescens (10 cepas), A. mfectoria (10 cepas) y A.
tenuissima (10 cepas). Las plantulas de trigo se mantu-
vieron en un invernaculo en multimacetas plasticas
negras hasta que alcanzaron el estadio de tres hojas
verdaderas y cuarta emergente en la que se llevé a cabo
la inoculacioén. El disefio consisti6 en 5 plantulas/mace-
ta y 10 repeticiones por tratamiento. En ese estadio
(plantulas de 3 hojas) se inocularon por aspersion hasta
chorreo conlos 40 aislamientos de Alternaria enuna con-
centracion de 2 x 10° esporas/ml. Se mantuvo una

camara hiimeda por 48 hs. A los 18 dias se evalu¢ la

Alternaria AOH AME ALT ATXI ATXI TEN TeA
species-group
A mfectoria . — — 013060 061836 001040
A wborescens 1941754 0761170 562845 2811036 057285 057237 1741.5587
A. alternata 0171983 078805 005986 041890 057890 011284 43,9950,01
A tenuissima 7511866 291628 111701 038669 013245 040311 1857.53,02

Tabla 1. Produccion de toxinas de 40 cepas del complejo Alternaria, grupos A. alternata, A. tenuissima, A. infectoria y A.
arborescens. AOH=alternariol; AME=alternariolmonometylether; ALT= altenueno; ATX-I= altertoxin I; ATX-II= altertoxin

II; TEN= tentoxina; TeA= acido tenuazoico
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incidencia yla severidad medida a través del calculo del
indice de dafio (ID) en 150 hojas de cada combinacion
aislamiento x cultivar aplicando la siguiente formula:
DI=3N1+2N2+3N3x100

3N
DI=Indice de dario (severidad)
N=Numero total de hojas
N1, N2, N3 = Cantidad de hojas examinadas por cada

grado de incidencia.

1,2,3= grado de intensidad delos dafios.

Las categorias de severidad consideradas fueron:
0=hoja sana; 1= severidad baja (hoja con menos del 10%
de la superficie foliar afectada); 2= severidad media
(hoja con un 10 a 50% de superficie foliar afectada); 3=
severidad alta (hoja con mas del 50% de la superficie
foliar afectada).

Para el andlisis estadistico de los datos, se realiza-
ron pruebas normalidad y homogenidad de varianza
aplicando el test de Barlett (54). Se comprobd que no
existe normalidad ni homogeneidad de varianzas. La
técnica consistié en aplicar un analisis de varianza de
una via no paramétrica, Kruskal Wallis para probar sila
media de los grupos era similar. Se realiz6é un Analisis
factorial de dos vias sin interaccion. Los factores fueron:
Cultivares de trigo (i=5), grupos de Alternaria (J=4). Se
aplicé para comparar medias de los efectos principales
eltest de LSD (54). Para comparar medias de interaccion
de los aislamientos de Alternaria evaluados a través de
los cultivares se realiz6 un test de Scheffe (p <0,05) para

los parametros Incidencia e Indice de severidad.

Ensayo de inoculacion en granos de trigo
Se sembraron granos de los 5 cultivares de trigo a

testear en bandejas plasticas transparentes de 12x16 cm,

que contenian algodén humedecido y papel de filtro en
superficie. Se dispusieron 20 granos/bandeja/culti-
var/cepa. Se efectuaron dos repeticiones. Los granos de
los 5 cultivares fueron previamente inoculados por
inmersion en una suspensioén de esporas y micelio de
cada una de los aislamientos durante 30 minutos. Se
realizé un testigo por cada cultivar con sus 2 repeti-
ciones inoculadas de la misma manera con agua destila-
da. El disefio consistié en un total de 40 bandejas, cada
una inoculada con un aislamiento del hongo. Al cabo de
14 dias se evaluaron los siguientes parametros en por-
centaje (%): Granos germinados (GG); Granos mancha-
dos (GM); Coleoptilo debilitado (CD); Coleoptilo acor-
tado (CA); Radicula acortada + debilitada (RDYA) y Ra-
dicula necrosada (RIN).

RESULTADOS

Estudio morfo-cultural de los aislamientos

Las caracteristicas y rasgos morfobiométricos consi-
derados como criterios de clasificacion tenidos en cuen-
ta, permitieron distinguir la presencia de aislamientos
pertenecientes a los grupos taxonémicos de las morfo-
especies alternata, infectoria y tenuissima. Aparecio discri-
minado claramente el grupo arborescens dadas las carac-
teristicas particulares de su conidiéforo, que seria una
nueva determinacion taxonémica para el trigo en Ar-
gentina. Las comparaciones visuales con las especies
tipo procedentes de colecciones internacionales, tam-
bién ayudaron a discriminar y organizar los grupos
taxonomicos, considerando similitudes y diferencias
(Fig.2).

En el caso de los aislamientos del grupo de A.
mfectoria, fue comtin observar un determinado conjunto
de caracteres, como la formaciéon de estructuras teleo-

morficas inmaduras en medios de cultivo artificial.
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Patrones de esporulacion 3-D tipicos de cada grupo de especies

A. Grupo alternata Figura 2. Patrones de esporulacion 3-D

(EGS 34-016) tipicos de cada grupo de especies (A.

B. Gmg?s 2‘;";;';“9"5 alternata, B. arborescens, C. infectoria y D.

c. G(,.Eupo ,-,,feﬂo‘l,-a tenuissima) observados bajo lupa en cada

5 G(EGS g;f?ﬂ_ cepa patrén (EGS 30-016; EGS-128, EGS 27-
. Grupo uissima

Asimismo, A. infectoria y los miembros del destacable la formaciéon de anillos en las colonias de
grupo, produjeron colonias blancas en determinados  Alternaria delos 4 grupos determinados, bajo exposicion

sustratos como el medio de cultivo DRYES (Fig. 3). Es  deciclos deluz-oscuridad enel medio APZ (Fig. 4).

Colonias

Negras

Gris oscuro

Gris verdoso |
Gris palido W
Blancas en DRYES

)

T Ty

Figura 3. Colonias de diferentes aislamientos de Alternaria. Obsérvese las colonias de A. infectoria color blanco en medio
DRYES (derecha).
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Colonias de Alternaria PCA 25°C
8 hs. luz - 16 hs. oscuridad

Figura 4. Colonias de Alternaria en APZ (agar papa
zanahoria) a 25 °C y ciclos de 8 hs. luz - 16 hs. oscuridad.
Formacién de anillos concéntricos.

Identificacion Molecular

La informacién suministrada por el GenBank
indica su correspondencia con los siguientes
organismos, registrados con el codigo indicado a

continuacion:

ACCESSION JX454534 Organismo Alternana alternata

1tecgtaggtgaacctgeggaggeatcattacacaaatatgaaggcgeectggaacchctc
6l ggeettacagectipetgaattattcacocttgtcttttgeptactictigtitecttey
121 tggpticgoccaccactaggacaaacataaaccttttgtaatigeaatcagegtcagtaa
181 caaattaataattacaactttcaacaacggatcictiggttctggcatcgatgaagaacy
241 cagcgaaatgegataagtagtgteaattgragaaticagigaatcatcgaatctttgaac
301 gracattgegeectttggtaticcaaagggcatgectgticgagegteattigtaccctc
361aagcittgetiggtatiggpegtctigictetagetttgetggagactcgectiaaagta
421 attggragecggoctactgpetticggagegragracaagtcgeactcictatcageaaag
481 gtctagcatccattaagectttttttcaacttttgacctoggatcaggtagggatacceg

541 ctgaacttaagcatatcaataa

ACCESSION JX454533 Organismo Alternaria arborescens

1tcatagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgtagetgaacctgeggagppatcatt

6l acacaaatatgaaggcggectpgaacctcicggeettacagecttgetgaattaticace

121 cttgtettttgegtacttctigtttocttgetpeaticgcccaccactaggacaaacata

181 aaccttttgtaattgcaatcagegtcagtaacaaattaataattacaactttcaacaacg

241 gafctcttggtictggratcgatgaagaacgcagegaaatgegataagtagteteaatis

301 cagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgegeoctttggtattccaaags

361 gratgectgticgagegteattiptacceteaagetitpctigatatiggcptetigte

421 tetagetttgctggagactegocttanagtaattggeageeggectactgptticggage

481 gragcacaagtcgeactcictatcagraaaggtctageatocattaagecttttttcaac

541 tittgacctcggatcaggtagggatacccgetgaacttaageatatca

ACCESSION JX454532 Organismo: Alternaria infectoria

1ggaagtaaaagicgtaacaaggtctecgtaggtgaacctgeggagggateattacacaat
61 aacaaggegggctggacaccecccgetgggractgeittcacggegtsogcagcggegccs

121 geoctgetgaattattcaccogtgtcttttgegtactictigtttcctggetegactcge
181 ccgeectcaggaccaaccacaaaccttttgeaatageaatcagegicagtaacaacgtaa
24] ttaattacaactttcaacaacggatctctiggtictggratcgatgaagaacgragegaa
301 atgcgatacgtagtetgaattgragaaticagtgaatcatcgaatcttigaacgeacatt
361 gegecctttggtaticcanagggcatgeetgticgagegteatttgtacectcaagettt
421 gettgptptippacgtctittgictccagticgetggagactcgecttaaagtcattgee
481 ageeggectactggtticggagegeageacaagtcgegetcttigecagecaaggteage
541 gtccagraagectttttticaacctttgacctcggatcaggtagggatacccgetgaact

601 taagcatatcaataagcggaggcacaa

ACCESSION JX454535 Organismo Alternaria tenuissima

lggaagtaaaagicgtaacaaggtctocgtagetgaaccigegpagegatcattacacaaa
61 tatgaagecpepctepaacctcicggpgpttacagectigety; acccttghct

121 titgegtacticttgtticctigetpeaticgoccaccactaggacaaacataaaccttt

181 tgtaattgraatcagegtcagtaacaaattaataattacaactttcaacaacggatctct
241 tggtictggratcgatgaagaacgragegaaatgegataagtagtgtgaattgeagaatt
301 cagtgaatcatcgaatctitgaacgcacattgegoectttggtattccaaagggeatgee
361 tgticgagcgteatitgtaccetcaagetttecttggtgtigagegtetgtetetaget

421 ttgetggagactcgocttaaagtaatiggeageeggectactggtticggagegeageac
481 aagtcgcactcictatcagraaaggtctageatccattaagectttitttcaactttiga

541 ccteggatcaggtagegataccogetgaacttaageatatcaattaagegtgaggaa
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Micotoxinas analizadas

Las pruebas bioquimicas efectuadas indican la alta
habilidad de produccién de micotoxinas de los aisla-
mientos testeados, tales como AOH, AME, ALT, ATX-I,
ATX-II, TEN y TeA (Tabla 1). Todos los aislamientos
analizados produjeron al menos una de dichas toxinas,

ounacombinacién deellas.

Pruebas de patogenicidad
Ensayos de inoculacion en hojas de plantulas de trigo
eninvernaculo

Se encontraron diferencias en el indice de severidad
de la enfermedad y en la incidencia en los 5 cultivares
de trigo testeados de acuerdo alos resultados obtenidos
al aplicar el ANOVA vy test LSD. El test de compara-
ciones multiples clasificé alas mismas en 2 grupos dite-
renciados significativamente, A. infectoria de A. alternata
(Fig. 5). También se probaron las diferencias minimas
significativas paralos cultivares analizados. Hubo dite-
rencias en el comportamiento de los cultivares de trigo
frente a los aislamientos del hongo en cuanto a la seve-

ridad eincidencia dela enfermedad (Fig. 6, Fig.7).

indice de severidad de la enfermedad (D)
(%)

| =4 infectoria  =.A. arborescens oA teniussima oA alternata

Figura 5. Indice de severidad (%) ocasionado por los
miembros taxonémicos delos cuatro grupos de Alternariaen
cinco cultivares de trigo.

Ensayo de inoculaciéon en granos de trigo

Se construy6 una matriz a partir de los valores pro-

medios de los 40 aislamientos, con los datos promedios

Indice de severidad

20

18 a 4 a

16 4

14 4 a &
12

10 4

s 4

6 -

4l

2 4

0 . ' !

ACA 006 BuckSy100  Klein Chaji Bagustte § BM;O;N;EA

Figura 6. Indice de severidad (%) ocasionado por los
cuarenta aislamientos de Alternaria testeados en hojas de
cinco cultivares de trigo.

Incidencia

0.3
0.25 4

a a -
02+ - a
0,15
0.1
0,05 -
0- : . : .

ACA906 BuckSy KleinChaja Baguette 9 Bio INTA
100 1005

Figura 7. Incidencia de la enfermedad ocasionada por los
cuarenta aislamientos de Alternaria spp.-grupos en hojas de
cinco cultivares de trigo.

de los 5 cultivares para cada una de las 6 variables
testeadas: grano germinado (GG), grano manchado
(GM), radicula debilitada y acortada (RDYA), coleoptile
debilitado (CD), radicula necrosada (RN) y coleoptilo
acortado (CA). A lamatriz se le aplic6é un andlisis multi-
variado de componentes principales, previa estanda-
rizacion delos datos (52). Los primeros y segundos com-
ponentes se utilizaron para construir un biplot que
permiti6 explicar, considerando todos los atributos
evaluados, las variaciones presentes. En la Fig. 8 se
observa el diagrama de dispersién de los 5 cultivares

analizados en cuanto a las variables medidas (indicadas
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06 = Baguette 9
= ACA 906
o RDYA
§ 02
g i Y.
g R
= 0z
0.4
= Buck Sy 100
06
" K Chaja
08 GG CA
4
8 45 04 02 o 02 04 [T 08 1
ACP1 (57%)

Figura 8. Biplot de caracterizacion de los cinco cultivares de
trigo frente alas cuarenta cepas de Alternaria analizadas.

por los 6 vectores). Se observa que cada uno de los
cultivares se comporta de forma diferente entre si,
respecto a cada uno de los 6 parametros analizados. De
los 5 cultivares, ACA 906 es el que se asocia con al
menos 3 variables negativas, ya que fue el que mayores
sintomas de radicula necrosada, debilitada, acortada y
coleoptilo debilitado presento, siendo Buck Sy 100 el
cultivar que mejor se comporté ante estas variables. El
cultivar Baguette 9 obtuvo el menor porcentaje de

coleoptilo acortado y un comportamiento inferior en

cuanto a grano germinado en comparacién con el resto

-
A
E

cD

GM A. tenuissima (cepa C1-1 a C1-10);
7 4 A. arborescens (cepa C2-1 a C2-10);
A. infectoria (cepa C3-1 a C3-10);
A. alternata (cepa C4-1 a C4-10).

Figura 9. Biplot de los sintomas inducidos en trigo por las
cuarenta cepas de Alternaria analizadas.

de los trigos testeados. Klein Chaja presento6 el mayor
porcentaje de coledptilo acortado y menor porcentaje de
grano manchado. Por su parte, Bio INTA 1005 fue el
cultivar mas estable ante todas las variables analizadas.
A su vez, se realiz6é una matriz de medias para los 40
aislamientos de Alternaria en funcion de las 6 variables
consideradas (Fig. 9). Se observa que una gran parte de
los aislamientos analizados no afecta sustancialmente la
germinacién del grano, y si lo hacen, los valores de
incidencia son bajos. Sin embargo, los aislamientos son
infectivos en grano, produciendo sintomas de man-
chado o alteraciones a nivel de coleoptile y radicula. Dos
parametros que se encuentran particularmente muy
cercanos en su representacion grafica son CA y RDYA.
No se desprende una fuerte asociacion entre grano
germinado y grano manchado. Porlo que gran parte de
la semilla contaminada con Alternaria spp. y portadora
del hongo, germinaria normalmente a campo pero ins-
talaria al patégeno desde el punto de vista epidemio-
logico en el area de produccion. De este modo, aunquela
semilla sobrepase la infeccion, podrian verse compro-
metidos otros estadios fenologicos del cultivo, por ejem-
plo, el tejido foliar, con la aparicion potencial de sinto-
mas de manchado o atizonamiento, y sumarse también
el riesgo de la produccién de micotoxinas del hongo. El
grupo de aislamientos que indujeron los mayores por-
centajes de grano manchado (C4) pertenecen al grupo
de A. alternata. Por otra parte, el grupo de miembros
taxonomicos de A. infectoria (C3) aparecen asociados con
las variables radicula necrosada, debilitada y acortada y
coleoptilo acortado. Los aislamientos del grupo A.
arborescens (C2) se asociaron mas con parametros tales
como la produccion de coleoptile debilitado y radicula
necrosada. Es destacable que gran parte de las especies

que pertenecen al grupo tenuissima (Cl) tuvieron el
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mejor comportamiento ante todas las variables, incluso
porno alterar la germinacion del grano.

Se observa en el biplot que en general, cada grupo de
aislamientos analizado, se asociaria a un determinado
sintoma, a saber: en el grupo A. arborescens a la pre-
sencia de coledptilo debilitado; los integrantes del
grupo infectoria, a radicula debilitada, acortada, necro-
saday coleoptilo debilitado; el grupo de A. alternata, con
grano manchado, y por tltimo el grupo de spp. de A.
tenuissima no se asociaria a ninguna variable negativa,
destacandose por su mejor comportamiento relativo
ante las variables evaluadas. Si bien el porcentaje de
granos germinados no es atectado significativamente,
es destacable el rol epidemiologico del inéculo fingico
portado en la semilla que implica la presencia e intro-
duccion de Alternaria en campos de siembra con los
riesgos sanitarios que ello ocasiona para el cultivo, y
para la salud del hombre y animales por la produccion

de micotoxinas. El fenograma de la Fig. 10 muestra los

aislamientos clasificados en dos grandes grupos, 1y 2.
El grupo uno, involucra a los subgrupos A y B. El sub-
grupo A retine principalmente integrantes de los grupos
alternata y tenuissima. El grupo B incluye en su mayoria
integrantes del grupo arborescens. El grupo 2 esta
constituido principalmente por representantes del
grupo infectoria, diferenciandose notablemente del otro.
Andlogamente a lo explicado en los analisis de los
biplots, se observa en el fenograma, una diferenciacion
marcada de cada grupo de especies de Alternaria, donde,
dentro de cada uno de ellos, se encuentran los aisla-
mientos correspondientes, determinando asi un patron
de comportamiento similar y distintivo entre si. En la
Fig.11 se presenta la interaccion entre los grupos de ais-
lamientos de Alternaria y los cultivares de trigo en fun-
cion de la variable analizada, a saber: A: Coledptilo De-
bilitado; B: Coleoptilo Acortado; C: Radicula Debilitada
y Acortada; D: Radicula Necrosada. En A, B, Cy D se

muestran los patrones diferenciales de comportamiento

—
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Figura 10. Fenograma de la agrupacién de las 40 cepas de Alternaria.
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Coleoptilo Debilitado; B: Coleoptilo Acortado; C: Radicula Debilitada y Acortada; D: Radicula Necrosada.
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de los trigos analizados en funcién de cada una de las
variables evaluadas. Los distintos grupos de aislamien-
tos de Alternaria presentan diferente grado de viru-
lencia segtin el cultivar de trigo inoculado. Por ejemplo,
Klein Chaja present6 los sintomas RN, RDYA y CN
inoculado con miembros del grupo infectoria. Por otro
lado, los cultivares Bio INTA y ACA fueron mas
susceptibles frente a representantes taxonémicos del
grupo arborescens, mientras que los aislamientos
agrupados dentro de A. alternata manifestaron un
incremento de la frecuencia de ataque en el cultivar

Baguette9.

DISCUSION

Los tizones foliares y manchado del grano por
Alternania spp., constituyen enfermedades del trigo de
importancia en el mundo (19). En Argentina, hoy dia, el
complejo Alternaria-trigo y sus miembros taxonoémicos
estan en revision (3, 4, 23-27, 29, 31, 32, 50, 55). Alternaria
constituye una amenaza para el trigo bajo condiciones
conducivas, de riesgo sanitario potencial para el cultivo
y para la cadena agroalimentaria por tratarse en su gran
mayoria, de especies con status cuarentenario, produc-
toras de toxinas, o patégenos agresivos cuyos etectos se
desconocen. Un ejemplo de ello lo constituye Alternaria
triticina, de gran importancia en el marco de nuestras
exportaciones de trigo y cebada (20). La evaluacion
sanitaria de los cultivares integrantes de ensayos
comparativos de rendimiento y viveros de observacion
sanitaria en distintas localidades para el afio 2010, indi-
can su presencia y distribucion actual a campo (3). El
nivel de consultas por el aumento en la aparicién del
complejo Alternaria en grano de trigo, confirma su de-
teccién con mayor relevancia, y su aumento en forma

sostenida en los tltimos afios. Alternaria spp. son im-

portantes productores de metabolitos secundarios toxi-
cos, peligrosos tanto parala salud humana como animal
(micotoxinas). Las especies de Alternara son capaces de
producir una variedad de compuestos diferentes (acido
alterndrico, altenueno, alternariol, alternariol-
monometil-éter, altertoxina I, dcido tenuazoénico), algu-
nos de los cuales son toxicos para los mamiferos y aves
(micotoxinas) y otros para las plantas (fitotoxinas). Es-
tudios recientes han demostrado que el grupo mfectoria
produce un rango de metabolitos secundarios tinicos y
muy diferentes a los otros grupos de especies de
Alternaria ya estudiados (41) lo cual necesita ser inves-
tigado en profundidad en los aislamientos de Argen-
tina. La bibliografia respecto a las especies de Alternaria
asociadas al trigo es confusa, con una gran controversia
en lo que se refiere a su clasificacion. Se describen
actualmente 6 grupos mayoritarios: alternata, A.
arborescens, A. dauci, A. gaisen, A. infectoria, y A.
tenuissima; los cuatro tltimos asociados al trigo (28).
Estos mismos grupos se aislan con frecuencia en otras
dreas productoras de trigo (49). En Argentina, si bien el
grupo alternata es descripto como mayoritario, muchas
especies podrian haber sido confundidas y errénea-
mente incluidas en el grupo, o bien tratarse de nuevos
miembros taxonémicos de reciente aparicion, tal es el
caso de los miembros del grupo de A. arborescens. Este
grupo presenta ademas, el riesgo potencial de producir
toxinas AAL asociadas a cancer esofagico en humanos.
La distribucion de este grupo en granos de trigo indi-
caria el riesgo toxicologico asociado, si estos metabolitos
ingresan en la cadena alimentaria, por lo que debe ser
investigado.

El presente trabajo presenta informacion sobre
nuevas problematicas fiingicas en la zona productora

triguera argentina, abordado mediante el andlisis
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morfocultural, patogénico y bioquimico-molecular del

hongobajo estudio.

CONCLUSION

Un total de 4 grupos de especies del género
Alternania fueron identiticados en trigo, por técnicas
fitopatologicas cldsicas basadas en la caracterizacion
morfobiométrica y cultural y corroborada por técnicas
moleculares. Dichos grupos contienen miembros taxo-
noémicos que son patdgenos del trigo y estan distri-
buidos en todaslas areas trigueras argentinas.

A. arborescens se registra por primera vez en asocia-

cion a trigo para Argentina. Considerando su habilidad
de producir micotoxinas, merece atencion debido a la
falta de regulaciones en alimentos en Argentina y otras

regiones del mundo.
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