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Resumen

Los hongos filamentosos presentes en uvas para vinificar capaces de producir
micotoxinas, representan un gran riesgo para la salud del consumidor de vino y las
practicas vitivinicolas de rutina utilizadas para control durante el desarrollo del vifiedo
podrian afectar su ocurrencia. El género Alternaria, a pesar de ser uno de los mas
toxigénicos comunmente encontrado en uvas, no ha recibido hasta el momento la misma
atencion que otros. Es por ello que fueron objetivos del presente trabajo, identificar la
micobiota de uvas Malbec bajo la influencia de distintas practicas vitivinicolas de
control de rutina, identificar cepas de Alternaria por métodos morfologicos vy
moleculares y caracterizar su habilidad toxicogénica y patogénica. El género Alternaria
resulté el componente mayoritario de la micobiota en uvas Malbec de la DOC San
Rafael a tiempo de cosecha (81%) seguido por Cladosporium (7%) y so6lo en menor
porcentaje por Penicillium (4%) y Aspergillus (3%), entre otros. La aplicacion de
tratamientos organicos o no orgédnicos en los vifiedos no afectd significativamente la
incidencia de los géneros presentes, sugiriendo la inefectividad de dichas herramientas
contra ellos. De acuerdo a los patrones de esporulacion, todas la cepas de Alternaria
aisladas pertenecieron a la especie Alternaria alternata y basados en el marcador
genético Alt a 1, todas pertenecieron al grupo-especie 4. alternata. De 34 cepas de
Alternaria analizadas, el 97% fue capaz de producir al menos una de las 3 micotoxinas
analizadas: alternariol (AOH), alternariol monometilether (AME) y Acido tenuazéico
(ATe) y el 55% co-produjo las 3, mostrando un riesgo potencial de sinergia. ATe fue la
toxina producida a mayor frecuencia (97%) y niveles en un rango de 11.2 a 1941.0 ppm,
seguida por AOH producida por el 71% de las cepas, en un rango de 1.8 a 437.0 ppm y
AME producida por el 56% de las cepas, en un rango de 0.6 ppm a 663.4 ppm. La
capacidad patogénica fue evaluada de acuerdo al tamafio de lesion ocasionado por las
cepas en uvas para vinificar. El 55% de las cepas de Alternaria resulté muy patogénica,
el 31% moderadamente patogénica y solo el 14 % poco patogénica. En el presente
trabajo se reportd una alta incidencia y prevalencia del género Alternaria a pesar del uso
de practicas de control de rutina vitivinicolas. Asi mismo, se demostro6 la existencia de
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un alto porcentaje de cepas toxicogénicas y patogénicas, sugiriendo un alto riesgo
potencial de ocurrencia natural de las toxinas de Alfernaria en uvas para vinificar. Es
por todo lo expuesto que mas estudios deben llevarse a cabo para evaluar el riesgo que
implica el género Alternaria en la industria vitivinicola.

1. Introduccion

Argentina se encuentra en el quinto puesto de los paises productores de vino y el area de
DOC “San Rafael” es una bien reconocida region vitivinicola localizada en el sur de la
provincia de Mendoza en el oeste Argentino. Tanto en esta region, formada por terruiios
con cualidades ecologicas distintivas (terroir) aptos para la produccion de vinos de
calidad superior, como en Argentina, Malbec es una de las mas importantes variedades
de uva para vinificar.

Los hongos filamentosos impactan negativamente en la produccion, calidad sensorial y
salubridad del vino de diversas maneras. Su desarrollo en uvas para vinificar implica
pérdidas significativas en el rendimiento, alteracién de la composicion quimica de las
uvas y defectos en el flavor y color del vino asi como en la performance de las
levaduras y bacterias lacticas durante la vinificacion (Fleet et al., 1999). Asimismo,
reviste principal preocupacion la existencia de hongos toxicogénicos en uva para
vinificacion, por su capacidad de generar micotoxinas que pueden perdurar durante el
proceso hasta llegar al vino, generando un riesgo alto para la salud de los consumidores.
La aplicacion de cobre y azufre (tratamiento orgédnico) y/o fungicidas de la familia de
los ditiocarbamatos (tratamiento no-organico) en el campo, durante el desarrollo del
vifiedo son practicas rutinarias de control vitivinicola que logran una prevencion
antifingica efectiva contra tipicos causantes de pérdidas de rendimiento como Uncinula
necator, Plasmopara viticola, Botrytis cinerea y Stereum necator, entre otros. A pesar
de ello, su modo de accion parece no ser especifico y podria estar actuando ademas
sobre el resto de la micobiota presente (Cadez et al., 2010).

El género Alternaria, ampliamente distribuido, incluye especies saprofitas y patdgenas
oportunistas de plantas, que pueden afectar los granos en el campo o causar deterioro
durante la cosecha o post-cosecha de frutos. Numerosas especies de Alternaria son
conocidas productoras de micotoxinas, entre las mas importantes: el derivado del 4acido
tetramico: el Acido Tenuazéico (TA) y los derivados de la dibenzopirona: el alternariol
(AOH) y el alternariol monometil ether (AME). La toxicidad de TA ha sido descripta en
plantas y numerosas especies animales, y ha sido asociada a un desorden hematolégico
denominado onyalai, una forma de trombocitopenia. AOH y AME son mutagénicos y
citotoxicos para células bacterianas y de mamiferos y se sospecha que serian también
carcinogénicos (Logrieco et al., 2009; Ostry, 2008). A pesar de todos sus efectos toxicos
y su documentada ocurrencia, las toxinas de Alternaria todavia no han recibido la
misma atencion que otras micotoxinas y no existe regulacion al respecto (EFSA, 2011).

El género Alternaria forma parte de la micobiota predominante de uvas para vinificar en
distintas regiones vitivinicolas del mundo (Rousseaux et al., 2014) y como patogeno
oportunista puede causar podredumbre en el campo bajo condiciones propicias.
Ademas, se ha reportado que cepas de Alternaria alternata fueron capaces de producir
AOH y AME en uvas (Tournas and Stack, 2001), y también se ha demostrado la
ocurrencia natural de AOH y AME en jugo de uva y vino (Pizzutti et al., 2014; Scott et
al., 2006). Llamativamente, Alternaria todavia no ha sido intensamente estudiada en
uvas para vinificar como un género peligroso.

2. Objetivos:
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- Identificar la micobiota de uvas Malbec a tiempo de cosecha bajo la influencia de
distintas practicas de control de rutina vitivinicolas en los vifiedos.

- Identificar cepas de Alternaria aisladas de uvas Malbec y caracterizar su potencial
toxicogénico y patogénico.

3. Metodologia:

Tratamientos en vifiedo y muestreo:

Se realiz6 un experimento en vifiedos Malbec de la estacion experimental INTA- Rama
Caida, perteneciente a la DOC San Rafael (Mendoza, Argentina) durante las vendimias
2010/2011 (2011) y 2011/2012 (2012). El experimento comprendi6 3 filas de vides en
las que se seleccionaron azarosamente seis bloques de 4 plantas cada uno. En 3 de ellos
se aplico un tratamiento organico que consistid en 3 pulverizaciones (Enero, Febrero y
Marzo) con 3 g/L. de oxicloruro de cobre y 3 g/L de azufre. Se tomd una muestra
independiente por bloque a tiempo de cosecha. Adicionalmente, durante la vendimia
2012/2013 (2013), se muestrearon 6 viiiedos Malbec representativos de la DOC San
Rafael sometidos a tratamientos organicos y no-organicos. Los 6 vifiedos fueron
tratados con oxicloruro de cobre y azufre, como se describio previamente pero 2 de
ellos (no-organicos) fueron pulverizados previamente con fungicidas de la familia de los
ditiocarbamatos. Nuevamente una muestra independiente fue tomada de cada viiedo a
tiempo de cosecha.

Aislamiento Fungico e Identificacion morfologica:

Se seleccionaron azarosamente uvas sanas de cada muestra, fueron desinfectadas con
una solucion al 1% (w/v) de hipoclorito de sodio por 1 min y lavadas con agua estéril 3
veces y plaqueadas directamente en medio Dicloran-Cloranfenicol-Rosa de bengala
Agar (DRBC) (Pitt and Hocking, 2009) para incubar 25 °C por 7 dias.

Las colonias fungicas resultantes fueron enumeradas y un niimero representativo de
cada género distinguible fue azarosamente seleccionado para ser identificado segun Pitt
y Hocking (2009). De 53 aislados identificados de las vendimias 2011 y 2012, 38
pertenecieron al género Alternaria y fueron identificados a nivel de especie de acuerdo
a los patrones de esporulacion y la morfologia de sus conidios (Simmons, 2007).

Extraccion de DNA e identificacion molecular:

Cada uno de las 38 aislados de Alternaria fue inoculado en 100 mL de medio Wikerman
(glucosa 4%, extracto de malta 0.3%, extracto de levadura 0.3% y peptona 0.5%) e
incubada por 3 dias a 25°C en agitacion. El micelio fue cosechado, secado y congelado
a -20 °C para la extraccion de DNA segtn el método de bromuro de cetiltrimetilamonio
(Leslie and Summerell, 2006). Para la identificacion molecular se utiliz6 el protocolo
descripto por Pavon et al. (2010), que consiste en la amplificacion por PCR de las
diferentes regiones del gen Alt a I con set especificos de primers para el género
Alternaria y para cada uno de los 4 grupo-especies posibles: 4. alternata, A. infectoria,
A. radicina y A. porri.

Produccion de micotoxinas:

Se evalud la habilidad de 34 cepas de Alternaria de producir las toxinas alternariol
(AOH), alternariol monometil ether (AME) y acido tenuazodico (TA). Brevemente, se
inocularon centralmente placas de medio Agar arroz-Licor de maiz con cada una de las
cepas a evaluar y se incubaron a 25°C durante 14 dias. El método de extraccion fue
basado en la extraccion a micro-escala propuesta por Smedsgaard (1997) modificado en
3 pasos para adaptarlo a los metabolitos de Alternaria (Andersen et al., 2001). La
deteccion y cuantificacion de los mismos fue realizada por cromatografia de alta
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eficiencia (HPLC), para AOH y AME a 256 nm y para ATe, a 279 nm. El limite de
deteccion (LOD) fue 0.01 ug/g para las 3 toxinas y el limite de cuantificacion (LOQ)
fue establecido como 3 veces el limite de deteccion.

Patogenicidad:

Se evalud la patogenicidad de 29 cepas de Alternaria en uvas Malbec, siguiendo la
técnica de inoculacion con palillos adaptada para bayas (Greco et al., 2012). Cada uva
fue inoculada con 1 palillo y se utilizaron 7 uvas para cada cepa a evaluar en placas de
Petri de vidrio (90 mm didmetro), se realizo un control negativo con palillos libres de
crecimiento fingico. Todas la placas se incubaron por 7 dias a 25 °C con ciclo
alternante luz:oscuridad (8/16) al 100% de humedad relativa. Segin el tamafio de la
lesion ocasionada, se definieron 3 grados de patogenicidad: poco patogénico (1, lesion
que abarca menos de % de la superficie de la uva), moderadamente patogénico (2, lesion
que abarca mas de % hasta '4 de la superficie de la uva), y muy patogénicos (3, lesion
que abarca mas de > hasta toda la superficie de la uva). Cada cepa tuvo 3 replicas.

Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Infostat (version
2013) y STATGRAPHICS Plus 5.1. Los datos de abundancia relativa de los distintos
géneros fungicos, el porcentaje de uvas infectadas y la produccion de micotoxinas se
analizaron con ANOVA seguido por el test de LSD Fisher (p<0.05 o p<0.01), en
algunos casos tabla de contingencias. Los coeficientes de correlacion de Pearson fueron
usados para evaluar la relacion entre las diferentes micotoxinas. Se utilizo el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis para analizar el grado de patogenicidad (p<0.05).

4. Resultados:

El relevamiento de la flora fungica del INTA Rama caida perteneciente a la DOC San
Rafael durante las vendimias 2011 y 2012 y de toda la DOC San Rafael durante la
vendimia 2013, revel6 la presencia de 4 géneros fingicos relevantes a tiempo de
cosecha en uvas Malbec. Entre ellos, Alternaria spp. fue predominante en términos de
abundancia relativa (58% en 2011, 81% en 2012 y 2013) seguido por Cladosporium
(22% 2011, 19% 2012 y 7% 2013) y alternativamente por Aspergillus (11% 2011 y 3%
2013) o Penicillium (3% 2011 y 4% 2013) (Fig. 1). Ademas, durante las diferentes
vendimias analizadas se encontré un porcentaje menor (<5%) de Drechslera y géneros
pertenecientes a los Zygomycetes.
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FIGURA 1. Abundancia relativa (%) de los 4 géneros fungicos relevantes encontrados en uvas Malbec a
tiempo de cosecha en INTA Rama Caida de la DOC San Rafael durante las vendimias 2011y 2012 y en
toda la DOC San Rafael durante la vendimia 2013.

En concordancia con estos resultados, Alternaria fue el género mas frecuentemente
aislado (p<0.01) en términos de uvas infectadas durante la vendimia 2013 (Tabla 1). No
se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la abundancia relativa o el
porcentaje de uvas infectadas (2013) de Alternaria, Cladosporium, Aspergillus o
Penicillium entre la aplicacion o no del tratamiento organico (oxicloruro de cobre y
azufre) durante las vendimias 2011 y 2012 o entre los vifiedos sometidos a tratamiento
organico o no organico en la vendimia 2013.

TABLA 1. Porcentaje de uvas Malbec grape de la DOC San Rafael infectadas con géneros fungicos en
medio DRBC durante la vendimia 2013.

N° of bayas infectadas (n = 90)
Género Fungico Rango (%)* Promedio (%)1
Alternaria 94.4-100 96.4°
Cladosporium 0-26.4 122°
Penicillium 0-16.0 4.6°
Aspergillus 0-10.1 27°

Porcentaje maximo y minimo de uvas para vinificacion infectadas.
T Promedio de porcentaje de uvas infectadas.
b os valores con superindices diferentes difieren significativamente (p<0.05) de acuerdo al test de LSD-Fisher.

De acuerdo a sus patrones de esporulacion, los 38 aislados de Alternaria fueron
identificados como Alternaria alternata. La identificacion molecular de los mismos
basada en el marcador 4/t a Iconfirmo6 que todos pertenecieron al género Alternaria y
ademas fueron incluidos en el grupo-especie A. alternata.

El 97% de las 34 cepas de 4. Alternata fueron capaces de producir al menos 1 de las 3
micotoxinas testeadas (AOH, AME and TA) (Tabla 2).

El 4cido tenuazodico fue producido por la mayoria de las cepas (97%) y a los mayores
niveles (maximo de 1941.0 ppm y minimo de 11.2 ppm). Fue seguido por AOH
producido por el 71% de las cepas, con un maximo de 437.0 ppm y un minimo de 1.8
ppm y AME producido por el 56% de las cepas, con un méximo de 663.4 ppm y un
minimo de 0.6 ppm. Entre las cepas productoras de toxinas (n = 33), se encontraron
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diferentes perfiles: el 55% de las cepas co-produjo TA, AOH y AME, el 18% co-
produjo TA y AOH y el 3% co-produjo TA y AME. Ademas, el 24 % de las cepas fue
capaz de producir exclusivamente TA. No se encontraron diferencias significativas
(»<0.05) en la produccion de cada micotoxina (TA, AOH and AME) entre cepas
aisladas de bloques con tratamiento organico o sin tratamiento, ni tampoco entre cepas
de las distintas vendimias (2011 y 2012). Se observé una correlacion positiva entre la
produccion de AOH y AME (r = 0.46, p = 0.006).

De las 29 cepas de A. alternata evaluadas, el 55% resultdé muy patogénico, el 31%
moderadamente patogénico y s6lo una porciéon menor (14%) poco patogénico (Tabla 2).
No se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre la capacidad patogénica de
las cepas aisladas de bloques con tratamiento organico o sin tratamiento, ni tampoco de
las distintas vendimias (2011 y 2012).
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TABLA 2. Caracterizacion de cepas de Alternaria aisladas durante las vendimias 2011 y 2012.

Vendimia TraFarpiento isopref(c)llf')gica eGsr;é)c(i)e Aislado Produccion de toxinas (ppm) Grado d.e .
organico molecular evaluado Patogenicidad
TA AME AOH
2011 Tratado Alternaria Alternaria 20 162.1 153.4 nd 1
alternata alternata
25.1 1070.8 nd 12.2 2
27 442 nd nd 3
No tratado 2 265.3 149.5 29.6 3
3 1056.8 63.7 27.2 -
4 583.8 16.0 35.1 1
7 1176.8 0.6 8.6 -
8 225.1 nd nd 3
15 1080.0  236.5 146.8 1
18 136.0 nd 18.2 2
2012 Tratado 5.1 73.5 nd nd 3
52 55.5 123.9 1.75 2
5.3 798.4 nd nd 2
5.4 459.4 nd nd 3
5.5 73.6 663.4 142.8 2
7.1 148.2 5.7 19.3 3
7.2 282.1 9.9 107.5 3
7.3 441.3 22.6 2.2 3
7.4 46.0 nd nd 1
7.5 1941.1 10.8 60.4 3
8.1 11.2 nd nd 3
8.2 R - - -
8.3 119.9 289.5 180.6 2
8.4 726.5 6.7 17.1 -
No tratado 1.1 655.3 1395 4370 -
1.2 387.1 117.7 19.9 3
1.3 - - - -
14 45.1 nd 12.3 3
2.1 152.9 nd nd 3
2.2 594.1 nd 101.7 3
2.3 101.9 345 71.3 3
2.4 433.7 0.9 7.4 2
2.5 1412.0 nd 26.9 2
3.1 nd nd nd -
32 - - -
33 594.4 nd 21.2 3
34 - - - -
3.5 539.1 24.9 2.9 2
Promedio 2011-2012 481.6 108.9 62.9

TA: Acido Tenuazdico; AOH: Alternariol; AME: Alternariol monometil éter.
nd: no detectado bajo el LOQ.
-: no determinado.

5. Conclusiones:

Este estudio resulta el primero con un enfoque polifasico que caracteriza cepas de
Alternaria alternata de uvas para vinificar, mediante identificacion molecular y
morfologica, habilidad toxicogénica y patogenicidad. Nuestros resultados indican una
alta incidencia y prevalencia del género Alternaria a través de los afios e inclusive a
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pesar del uso rutinario de practicas de control en los vifiedos. También se encontrd un
elevado porcentaje de cepas de Alfernaria toxicogénicas y patogénicas y gran
produccion de toxinas, especialmente de TA, sugiriendo que el género Alternaria podria
significar un riesgo en uvas para vinificar. No obstante, se deben realizar mas estudios
en orden de evaluar el grado de contaminacion natural de uvas para vinificar y vino con
micotoxinas de Alternaria y desarrollar métodos estandarizados con este propdsito, con
el objeto de contribuir a establecer limites para estas toxinas en alimentos.
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