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Historia del articulo: Antecedentes: Muchas especies de Alternaria han sido estudiadas por su capacidad de producir metabolitos
Recibido el 27 de febrero de 2013 secundarios bioactivos como la tentoxina (TEN), algunos de los cuales tienen propiedades téxicas. Las
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(AOH), el alternariol monometil éter (AME), el altenueno y las altertoxinas 1, 11 y IIL
Objetivos: Determinar los perfiles de metabolitos secundarios caracteristicos de cepas de Alternaria ais-
ladas de tomate para su clasificacién quimiotaxonémica.
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Alternang . Meétodos: Los perfiles de metabolitos secundarios se determinaron por HPLC-MS.
Metabolitos secundarios . . . . . A
Tomate Resultados: Los aislamientos de Alternaria obtenidos a partir de tomates con «enmohecimiento negro»

pertenecen, segln sus caracteristicas morfolégicas, a los grupos especie Alternaria alternata, Alternaria
tenuissima y Alternaria arborescens, siendo A. tenuissima el mas frecuentemente aislado. Se determina-
ron los perfiles mas caracteristicos de metabolitos secundarios de los grupos especie A. alternata (AOH,
AME, TEN), A. tenuissima (AOH, AME, TEN, acido tenuazénico) y A. arborescens (AOH, AME, TEN, acido
tenuazénico), siendo algunas cepas de este Gltimo grupo especie capaces de sintetizar toxinas AAL.
Conclusiones: Los perfiles de produccién de metabolitos secundarios son una herramienta atil para la
diferenciacién de aislamientos de Alternaria pertenecientes a grupos especie de esporas pequeifias difi-
cilmente identificables por sus caracteristicas morfolégicas.
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Determination of the profiles of secondary metabolites characteristic

of Alternaria strains isolated from tomato

ABSTRACT
Keywords: Background: Many Alternaria species have been studied for their ability to produce bioactive secondary
Alternaria ) metabolites, such as tentoxin (TEN), some of which have toxic properties. The main food contami-
Secondary metabolites nant toxins are tenuazonic acid, alternariol (AOH), alternariol monomethyl ether (AME), altenuene, and
Tomato . altertoxins 1, 11 and 111
Mycotoxins

Aims: To determine the profiles of secondary metabolites characteristic of Alternaria strains isolated from
tomato for their chemotaxonomic classification.
Methods: The profiles of secondary metabolites were determined by HPLC MS.
Results: The Alternaria isolates obtained from spoiled tomatoes belong, according to their morphological
characteristics, to the species groups Alternaria alternata, Alternaria tenuissima and Alternaria arborescens,
with A. tenuissima being the most frequent. The most frequent profiles of secondary metabolites belonging
to the species groups A. alternata (AOH, AME, TEN), A. tenuissima (AOH, AME, TEN, tenuazonic acid) and
A. arborescens (AOH, AME, TEN, tenuazonic acid) were determined, with some isolates of the latter being
able to synthesize AAL toxins.
Conclusions: Secondary metabolite profiles are a useful tool for the differentiation of small spored Alter-
naria isolates not easily identifiable by their morphological characteristics.
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Las especies del género Alternaria estan presentes con frecuen-
cia en una amplia gama de habitats diferentes, tales como semillas,
plantas, productos agricolas, el suelo y el aire. Las especies de
Alternaria se asocian cominmente con enfermedades en varias
plantas!”. Este género posee una amplia diversidad morfolégica, lo
cual ha permitido una serie de intentos de organizar a los taxones
en grupos a partir de los caracteres morfolégicos*1029.3233 Dentro
del género Alternaria, las especies se definen generalmente por las
caracteristicas del conidio, incluyendo el tamafio, la tabicacién, pre-
sencia y ausencia de pico y el modelo de concatenacién. Teniendo
en cuenta la medida del conidio se establecieron 2 grupos: el de
«esporas grandes» (tamafio del conidio en un rango de [50-]60-
100 wm) y el de «esporas pequefias» (tamafio de conidio menor
de 60 wm). Dentro del grupo de esporas grandes se encuentran
especies como Alternaria dauci, Alternaria porri y Alternaria allii. Las
especies de esporas pequeiias son el grupo mas comdn en alimen-
tos, encontrandose en dicho grupo Alternaria tenuissima, Alternaria
alternata y Alternaria arborescens. Particularmente, las especies de
Alternaria de esporas pequefias son un grupo dificil de clasificar
debido a sus pocos caracteres morfol6gicos caracteristicos, lo que
dificulta la discriminacién clara entre especies®. Para resolver esta
imposibilidad de distincién morfolégica de los aislamientos se pre-
sent6 un método para segregar especies de Alternaria productoras
de esporas pequeilas en grupos de morfoespecies (grupos especie)
identificables en base a diferentes modelos de esporulacion?33,
Aun asi es dificil caracterizar morfolégicamente a las distintas
especies dentro de un grupo. Una identificacién correcta y precisa
de estas especies es necesaria porque la especie reconocida bajo
un determinado nombre representa un determinado conjunto de
caracteres, como la preferencia de crecimiento en determinados
sustratos, lainteraccién con el hospedadory la produccién de meta-
bolitos, lo que permite predecir su comportamiento®>11.2631 Estas
especies tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios,
que pueden desempefiar un papel importante en la patogénesis de
las plantas, y también ser toxicos para el hombre y los animales'” 18,
Entre los principales metabolitos secundarios téxicos producidos
se han reportado el acido tenuazénico (TeA), el alternariol mono-
metil éter (AME), las altertoxinas 1, 11 y 111, el altenueno (ALT), la
curvularina (CURV) y la dehidrocurvularina (DHCURV)!823.35 Las
micotoxinas de Alternaria se producen ampliamente en muchos
productos alimenticios, en los que a menudo pueden presentarse
junto a micotoxinas producidas por especies de hongos pertene-
cientes a otros géneros. El consumo de estos productos puede, por
lo tanto, contribuir a un aumento en la ingestién de las micotoxi-
nas en la dieta humana. Sin embargo, los datos sobre la presencia
de toxinas de Alternaria en los alimentos son demasiado limitados
para hacer una evaluacién de la exposicion a estas micotoxinas'®17,

El perfil caracteristico de los metabolitos secundarios puede ser
de utilidad enla clasificacién de las especies dentro del género como
una herramienta adicional al uso de caracteres morfolégicos que,
como en el caso de algunas estructuras de reproduccién, no se dife-
rencian en las condiciones de laboratorio!2. Con el avance de las
técnicas moleculares, varios estudios han examinado las relacio-
nes taxondmicas entre las especies de Alternaria productoras de
esporas pequefias usando una variedad de métodos, en un intento
de establecer consensos con las distintas clasificaciones basadas
en caracteristicas morfolégicas. Los estudios moleculares muestran
que este grupo de especies posee poca resoluciéon en su filoge-
nia molecular®®. Un enfoque polifasico incluyendo la morfologia,
los andlisis moleculares y el perfil de los metabolitos secunda-
rios puede aportar diversos marcadores que permitan caracterizar
los distintos aislamientos del género Alternaria®. El objetivo del
presente trabajo fue determinar los perfiles de metabolitos secun-
darios caracteristicos de cepas de Alternaria aisladas de tomate
mediante HPLC-espectrometria de masas (MS), para utilizarlos en
la clasificacién de este género flingico.

Materiales y métodos
Muestreo

Se recolectaron frutos de tomate afectados por «enmoheci-
miento negro» en las localidades de La Plata, Florencio Varela
y San Pedro, de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Las
muestras fueron enviadas al Laboratorio de Microbiologia de Ali-
mentos de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
de Buenos Aires, donde se conservaron a 4°C hasta el momento
del analisis.

Cultivos de referencia

Se contd con 4 cultivos de referencia provenientes de la colec-
cién del Dr. Emmory G. Simmons, Indiana, EE. UU., para ayudar
a la clasificacion morfolégica: A. alternata (EGS 34128), A. tenuis-
sima (EGS 34015), A. arborescens (EGS 39128) y A. infectoria (EGS
27193). Los cultivos de referencia estan disponibles en la coleccién
del CBS Fungal Biodiversity Centre, Utrech, Paises Bajos. Se ensay6
el perfil de metabolitos de estos 4 cultivos: A. alternata (alternariol
[AOH], alternariol monometil éter [AME], ALT), A. tenuissima (TeA,
AOH, AME), A. arborescens (TeA, AOH, AME; AAL TA); A. infectoria
no produce ninguno de los metabolitos estudiados.

Aislamiento

Con el objeto de obtener cultivos puros de Alternaria, se toma-
ron con un bisturi estéril fragmentos de tejido de la zona de tomate
infectada. Se colocaron sobre placas de Petri con medio dicloran-
cloranfenicol-malta-agar?®> y fueron incubados a 25°C durante
7 dias. Preparaciones hechas a partir de las colonias que mostra-
ron caracteristicas distintivas del género Alternaria (micelio oscuro
y reverso negro) fueron observadas microscépicamente para la
confirmacién del género, basada en la presencia de dictiosporas.
Cada una de las colonias obtenidas en las placas de aislamiento
general fueron reaisladas por inoculacién con ansa de pequefios
trozos de micelio o esporas a placas con medio de cultivo dicloran-
cloranfenicol-malta-agar e incubadas hasta su esporulacién a 25°C.

Caracterizacion de los aislamientos

Identificacion morfoldgica

Parala caracterizaciéon morfolégica los aislamientos fueron sem-
brados en agar papa zanahoria?® e incubados a 25°C durante 7 dias
en ciclos alternantes de luz-oscuridad (8-16h). Una vez obteni-
dos los cultivos monospéricos2? se procedi6 a la determinacién del
grupo especie al que cada aislamiento pertenecia seglin su modelo
de esporulacién3233,

Produccion de metabolitos secundarios

A partir de los cultivos monospéricos de 7 dias a 25°C
en agar papa zanahoria se extrajeron porciones de 5mm de
didametro que se sembraron en 7 cajas de Petri con medios
inductores de la produccién de metabolitos secundarios: agar
dicloran-Rosa de Bengala-extracto de levadura-sacarosa, agar
extracto de malta, agar sacarosa extracto de levadura, agar avena,
agar papa sacarosa, agar sacarosa nitrito® y agar tomate?’. Todos
los medios fueron incubados a 25°C durante 14 dias en oscuridad.

Extraccion de los metabolitos secundarios

Se realiz6 siempre la extraccién de 2 porciones de 5 mm de dia-
metro del medio de la colonia, de cada uno de los cultivos que
crecian en los 7 medios inductores de la produccién de metabo-
litos. Las 7 porciones se colocaron en un recipiente adecuado y se
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Tabla 1

Metabolitos secundarios investigados en especies de Alternaria aisladas de tomate
Metabolito Férmula Ion [M+H]*
Alternariol C14H1105 259,0601
Alternariol monometil éter C15H1305 273,0758
Acido tenuazénico C10H16N 198,1125
Altertoxina | C20H1706 353,0947
Curvularina C16H2005 293,1311
Dehidrocurvularina C16H1805 291,1154
Altenueno C15H1706 293,1020
AALTA C25H47NO10 522,3273
AALTB C25H47N09 506,3324
AALTC C25H47N0O8 490,3374
AALTD C27H49NO10 548,3429
AALTE C27H49N09 532,3480
Tentoxina C22H30N404 415,2339

realiz6 la extraccion de los metabolitos siguiendo la metodologia
descrita por Andersen et al. (2002)3.

Obtencion de perfiles de metabolitos por cromatografia liquida
de alta resolucién-espectrometria de masas

El andlisis por HPLC-MS se realiz6 en un equipo QTOF, de Bru-
ker (MicrOTOF-Q II®), con HPLC Agilent serie 1200® con inyector
automatico y detector de arreglo de diodos. Se realizaron simulta-
neamente la MS y MS/MS. Condiciones de MS: ESI modo positivo.
Potencial del capilar: 4,5 kV; gas nebulizador: 3 bar; gas de secado:
61/min; temperatura: 200°C. Condiciones de MS/MS: se empled
el modo automadtico de seleccién de iones en el cuadrupolo, y se
aplicaron energias de colisién (CID) de entre 15 y 25eV segin el
rango de masas en la celda de colisién. Se emple6 argén como gas
de colisién. El instrumento se calibré con una solucién de formiato
de sodio que da numerosos iones en el rango de masa registrado.
Condiciones de HPLC: solvente A, HCOOH 0,1%; solvente B, MeOH
0,3 ml/min. Temperatura 30 °C, gradiente T de 0 a 15 min; A: 80, B:
20; Tde 15 a 25min; A: 0, B: 100.

La adquisicién de datos y el procesado de los espectros se reali-
zaron con el software Bruker Compass® DataAnalysis version 4.0.
Todas las relaciones m/z fueron obtenidas con alta precision, lo que
permiti6 obtener las formulas moleculares de los metabolitos suje-
tos a andlisis. Los espectros de MS/MS se utilizaron para confirmar
la identidad de las micotoxinas, ademas de la comparacién de sus
tiempos de retencién con estandares.

Resultados
Caracterizacion morfoldgica

De un total de 32 muestras analizadas se obtuvieron 70 ais-
lamientos del género Alternaria a partir de frutos de tomate
naturalmente infectados. De acuerdo con las caracteristicas mor-
folégicas se determinaron un total de 48/70 (69%) aislamientos
pertenecientes al grupo especie A. tenuissima, 17/70 (24%) perte-
necientes al grupo especie A. arborescens y 5/70 (7%) aislamientos
pertenecientes al grupo especie A. alternata.

Petfiles de produccion de metabolitos secundarios

Se determind la presencia o ausencia de los metabolitos que se
detallan en la tabla 1 para cada uno de los aislamientos. Se obtuvie-
ron los cromatogramas por HPLC-MS de los diferentes extractos
que contenian los compuestos sintetizados por cada uno de los
aislamientos estudiados. En la figura 1 se muestran los perfiles de
produccién de metabolitos secundarios de los aislamientos autéc-
tonos de A. alternata, A. tenuissima y A. arborescens. El 60% de los
aislamientos fue capaz de sintetizar alguno de los metabolitos
estudiados, y en la mayoria de los casos varios de ellos de forma
simultanea. AME fue producido por el 44% de los aislamientos, AOH
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Figura 1. Perfiles de produccién de metabolitos secundarios de los aislamientos
pertenecientes alos grupos especie: A)A. alternata; B) A. arborescens; C) A. tenuissima.
AAL TA: toxinas AAL-A; ALT: altenueno; AME: alternariol monometil éter; AOH:
alternariol; CURV: curvularina; DHCURV: dehidrocurvularina; No MTB: no produce
ningln metabolito; TeA: dcido tenuazdnico; TEN: tentoxina.

por el 41%, TeA por el 31%, tentoxina (TEN) por el 51%, ALT por el
7%, CURV por el 9%, DHCURV por el 7% y AAL TA por el 3%. Com-
parando los perfiles de produccién para cada uno de los grupos
especie aislados, se observé que de los aislamientos pertenecientes
al grupo especie A. tenuissima (fig. 1 C), un 23% produjeron TeA, un
29% produjeron AOH, un 31% produjeron AME, un 40% produjeron
TEN, un 4% produjeron ALT, un 6% produjeron CURV, un 8% pro-
dujeron DHCURYV, y solo un aislamiento (2%) produjo altertoxina I.
Ningin aislamiento produjo AAL TA. Del total de aislamientos de
este grupo especie, el 52% no produjeron ninguno de los metabo-
litos investigados. El grupo especie A. alternata (fig. 1 A) presentd
solo 5 aislamientos y un perfil distinto de produccién de metaboli-
tos secundarios. Todos los aislamientos resultaron productores de
al menos un metabolito, produciendo el 80% de los aislamientos
AOH y AME, el 100% TEN, el 20% ALT, el 40% CURV y no observan-
dose la produccién de TeA, DHCURV ni AAL TA. Los aislamientos del
grupo especie A. arborescens (fig. 1 B) presentaron un perfil simi-
lar a los pertenecientes al grupo especie A. alternata en cuanto a la
proporcion de aislamientos productores de AOH y AME, que resulté
en 65y 71%, respectivamente. Por otro lado, en este grupo especie
se detecté una mucho mayor proporcién de aislamientos produc-
tores de TeA (65%) que entre los aislamientos del grupo especie
A. tenuissima. En cuanto a la produccién de TEN, los aislamientos
de este grupo presentaron un comportamiento intermedio entre
los de los 2 grupos anteriores (71%). Los metabolitos producidos
en proporciones minoritarias fueron ALT (12%), CURV y DHCURV
(6%). Las toxinas AAL solo fueron producidas por aislamientos de
A. arborescens, aunque en muy baja proporcién (12%). El 17,6% de
los aislamientos de este grupo no produjeron ninguno de los meta-
bolitos estudiados.
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Tabla 2
Perfiles de produccién de metabolitos secundarios

A. tenuissima A. alternata A. arborescens
Acido tenuazénico + - + B _ _ _ ~ ~
Alternariol + + + + + + + +
Alternariol monometil éter P P P = + + + + +
Tentoxina + + = + e + - + +
Curvularina = = - — _ + _ _ _
Altenueno — = = - — _ + _ _
AALTA = - - — _ _ _ +
Porcentaje de aislamientos 17 10 2 2 20 40 20 41 12

Produccién simultdnea de metabolitos secundarios

El 17% de los aislamientos de A. tenuissima produjo simultanea-
mente los 4 metabolitos secundarios, TeA, AOH, AME y TEN, siendo
este el perfil mas frecuente. El 10% coprodujo AOH, AME y TEN, y el
2% coprodujo TeA, AOH y AME o TeAy TEN. E1 80% de los aislamien-
tos pertenecientes al grupo especie A. alternata coprodujeron AOH,
AME y TEN, siendo este el perfil caracteristico. Dentro del mismo
se distinguieron 3 subgrupos de aislamientos: los productores de
AOH, AME y TEN solamente (20%), los que ademas de los 3 meta-
bolitos principales produjeron CURV (40%), y los que coprodujeron
los 3 metabolitos junto con ALT (20,0%). Este grupo especie fue el
Gnico donde no se detect6 la produccién de TeA y donde todos los
aislamientos resultaron productores de al menos un metabolito.
Los aislamientos pertenecientes al grupo especie A. arborescens pre-
sentaron un perfil similar al de los de A. tenuissima en cuanto a la
coproduccién de TeA, AOH, AME y TEN, siendo este también el perfil
predominante en este grupo, con un total de 41% de los aislamien-
tos que producen simultaneamente los 4 metabolitos. Sin embargo,
es importante sefialar que en este grupo se hall6 un nimero mucho
mas elevado de cepas productoras que en el grupo especie A. tenuis-
sima. La produccién simultanea de TeA, AOH, AME, TEN y AAL TA
por el 12% de los aislamientos parece ser un perfil determinante de
este grupo especie, ya que las toxinas AAL son producidas exclusi-
vamente por miembros de este grupo. No se pudo determinar un
perfil de grupo especie para utilizar como herramienta en la identi-
ficacion, aunque si pudieron observarse patrones de coproduccién
(tabla 2).

Discusion

Existen opiniones que difieren fundamentalmente respecto a
la utilidad de los caracteres morfolégicos para la clasificacion de
especies de Alternaria productoras de esporas pequeias. Un grupo
de investigadores sostiene que los aislamientos cuyas dimensiones
conidiales caen dentro de aquellas publicadas para A. alternata'®
deben ser clasificados dentro de esta especie, afirmando que dichos
aislamientos son morfolégicamente indistinguibles de A. alternata.
El sistema de nombrar aislamientos que producen toxinas espe-
cificas de huésped como patotipos de A. alternata considera que
tales aislamientos son morfolégicamente indistinguibles de esta
especie?30, Para resolver esta imposibilidad de distincién morfo-
légica de los aislamientos, se presenté un método para segregar
especies de Alternaria productoras de esporas pequefas en gru-
pos de morfoespecies (grupos especie) identificables en base a
diferentes modelos de esporulacién3233. En el presente trabajo se
clasificaron 70 aislamientos obtenidos a partir de frutos de tomate
afectados por enmohecimiento negro, dentro de los grupos espe-
cie descriptos, a fin de determinar cudles son las morfoespecies
de Alternaria asociadas a esta enfermedad en nuestro pais. Segin
sus caracteristicas morfolégicas, los 70 aislamientos de Alternaria
fueron agrupados dentro de los grupos especie A. tenuissima, A.
alternata y A. arborescens. Se determiné que el 69% de los aisla-
mientos obtenidos a partir de lesiones tipicas de enmohecimiento
negro pertenecian al grupo especie A. tenuissima, siendo este el

principal agente asociado a la enfermedad. El grupo especie A.
arborescens fue el segundo agente causal en orden de importan-
cia, con el 24% de los aislamientos. A diferencia de lo reportado en
otros estudios, del grupo especie A. alternata solo se encontré un
7% de aislamientos. En un estudio llevado a cabo en Apulia (Italia)
durante el verano de 1985 se reporté a A. alternata como la principal
especie flingica contaminante de tomates afectados por enmoheci-
miento negro en campo y una menor incidencia de A. tenuissima’.
En otro estudio sobre un total de 228 frutos de tomate obtenidos
de plantas de procesado de tomate de California, que presenta-
ron lesiones caracteristicas de enmohecimiento negro, A. alternata
era también el principal agente causal de esta enfermedad'®. Otros
autores mencionan que los aislamientos de A. arborescens son tam-
bién capaces de producir enmohecimiento negro sobre frutos de
tomate maduros>*. Resulta, ademas, importante destacar que la
coinfeccién por mas de un grupo especie de Alternaria ha sido
observada en el presente trabajo. La contaminacién simultinea con
diferentes especies de Alternaria fue observada en 14 de un total de
32 muestras. A. tenuissima y A. arborescens fueron aisladas conjun-
tamente de 9 muestras, A. alternata y A. tenuissima de 3 muestras y
A. alternata y A. arborescens de una muestra. La presencia de las 3
especies se encontr6 solamente en una muestra.

Esto resulta importante desde el punto de vista toxicolégico,
considerando la posibilidad de produccién de diferentes metaboli-
tos secundarios por parte de las cepasy teniendo en cuenta que tales
metabolitos pueden coexistir y tener efectos sinérgicos. Diferentes
tipos de métodos moleculares han sido empleados para segregar o
clasificar especies de Alternaria productoras de esporas pequeiias,
pero los resultados de estos estudios han sido variables. Los mismos
incluyeron andlisis RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA) combinado con andlisis de «clusters»®2429 AFLP (Ampli-
fied Fragment Length Polymorphism)®, RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism)!31°> y secuenciacién de genes con analisis
de clusters o parsimonia!31426.28.34.36 n total de 260 aislamientos
de Alternaria productores de esporas pequefias obtenidos a partir
de diferentes tipos de frutas fueron sujetos a un analisis de RAPD-
PCR, concluyéndose que A. alternata, Alternaria gaisen, Alternaria
longipes y otros taxa saprofitos productores de esporas pequefias
son reconocibles como taxa distintos morfol6gicamente, eviden-
ciando que el sistema de nombrar taxa de Alternaria productoras
de esporas pequefias como «patotipos» no confiere valor predic-
tivo relativo a caracteres morfolégicos observables y genéticos, y
deberia ser abandonado??. En otro estudio®#, de acuerdo con los
resultados obtenidos a partir del andlisis de AFLPs empleando el
ADN genémico total y 3 diferentes primers, no fue posible segre-
gar claramente los diferentes aislamientos de Alternaria obtenidos
a partir de frutos de tomate afectados por enmohecimiento negro
pertenecientes a los grupos especie A. alternata y A. tenuissima, si
bien se han podido agrupar aislamientos pertenecientes al grupo
especie A. arborescens en un cluster y al grupo especie A. infectoria
en otro. La caracterizacion de las especies de Alternaria basada en el
andlisis morfolégico y molecular es importante para una correcta
identificacién, pero generalmente no es suficiente para diferenciar
entre grupos de especies afines.
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Por otra parte, los perfiles de metabolitos secundarios sin-
tetizados bajo condiciones de cultivo estandarizadas han sido
utilizados con éxito para la identificacién y clasificacion de especies
similares?!, especialmente entre grupos especie de Alternaria de
esporas pequefias?. Se ha informado que aislamientos pertenecien-
tes a los grupos especie A. alternata, A. tenuissima y A. arborescens
producen la mayor parte de los metabolitos conocidos. En el pre-
sente estudio, representantes de los 3 grupos produjeron AOH,
AME, TEN, ALT y CURV. En el grupo especie A. alternata se pro-
dujeron también ALT y CURV, pero no TeA. La produccién de TeA
y ALT es comin entre los aislamientos de los grupos especie A.
tenuissima y A. arborescens, en el primero de los cuales también
se produjo altertoxina 1. Los tnicos metabolitos especificos del
grupo especie A. arborescens son las toxinas AAL. Muchos aisla-
mientos dentro de estos 3 grupos especie son capaces de producir
TEN, un tetrapéptido ciclico que causa la clorosis en varias plantas
sensibles’. En el presente trabajo el 80% de los aislamientos per-
tenecientes al grupo especie A. alternata coprodujeron AOH, AME
y TEN. Este grupo fue el Ginico donde no se detecté la produccién
de TeA y donde todos los aislamientos resultaron productores de
al menos un metabolito. Estos resultados concuerdan con datos
reportados en la bibliografia®, aunque los 3 aislamientos del grupo
especie estudiados en dicho trabajo produjeron también ALT, y
en el presente trabajo este metabolito solo fue producido por un
aislamiento. Los aislamientos pertenecientes al grupo especie A.
arborescens presentaron en un alto porcentaje (41%) un perfil simi-
lar al de los de A. tenuissima (coproducciéon de TeA, AOH, AME y
TEN), aunque es importante sefialar que presentaron, asimismo,
una mayor proporciéon de cepas productoras. La produccién simul-
tanea de TeA, AOH, AME y AAL TA por el 12% de los aislamientos de
A. arborescens pareceria ser un perfil interesante para ser estudiado
dentro de este grupo especie, ya que las toxinas AAL son produ-
cidas exclusivamente por miembros de este grupo y podrian ser
utilizadas como un posible marcador quimiotaxonémico. Es impor-
tante destacar que si bien se han podido determinar los perfiles de
produccién caracteristicos de cada grupo especie, existe una pro-
porcidén considerable de aislamientos donde los perfiles se solapan.
Eso ocurre entre el 10% de los aislamientos del grupo especie de A.
tenuissima y el 20% de los pertenecientes al grupo especie A. alter-
nata que presentan idéntico perfil (AME, AOH y TEN). Se observo,
ademas, que el 41% de los aislamientos del grupo especie A. arbo-
rescens fue capaz de sintetizar el mismo perfil (TeA, AOH, AME y
TEN) que el 17% de los aislamientos del grupo especie A. tenuis-
sima.

La tendencia mas reciente para lograr la identificacién precisa
de las especies de Alternaria es un enfoque polifasico que integra
3 aspectos: las caracteristicas morfolégicas en medios estandariza-
dos, el analisis molecular y los perfiles de metabolitos secundarios.
La combinacién de toda la informacién proporcionada por las dife-
rentes perspectivas representa una poderosa herramienta para la
clasificacién de este género complejo26. Si bien se han podido deter-
minar los perfiles caracteristicos de los grupos especie A. alternata,
A. tenuissima y A. arborescens, existen numerosos aislamientos den-
tro de cada grupo que comparten perfiles donde alguna de las
toxinas no es producida. Aunque dentro de los 3 grupos se encuen-
tran aislamientos productores de las toxinas de Alternaria mas
comunes (AOH, AME y TEN), se pueden diferenciar los aislamientos
de A. alternata, ya que no producen TeA, a diferencia de los aisla-
mientos de los otros 2 grupos. Este seria un criterio muy importante
a tener en cuenta, ya que no ha sido posible separar por métodos
moleculares en diferentes clusters los grupos especie A. alternata
y A. tenuissima. Los aislamientos pertenecientes al grupo especie
A. arborescens presentaron en su mayoria un perfil de produccién
de metabolitos secundarios similar al del grupo especie A. tenuis-
sima, pero podria ser diferenciado de este por sus caracteristicas
morfolégicas y por técnicas moleculares26:34,

La produccién de metabolitos secundarios por parte de aisla-
mientos pertenecientes a grupos especie de Alternaria constituye
una herramienta adicional al uso de caracteres morfolégicos y
moleculares para la identificacién de las mismas, pero no consti-
tuye en si mismo un caracter que pueda ser usado para tal fin, ya
que no pudo determinarse un Gnico perfil o patrén de produccién
de grupo especie.
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