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EL GENERO ALTERNARIA: CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS Y CAPACIDAD DE PRODUCCION
DE MICOTOXINAS

FABREGA, A., Acut, M.* Y CaLvo, M?* A.

1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DIFERENCIALES

El género Alternaria forma parte de los Fungi Imperfecti y concretamente en la
sub-clase de los Hifomicétidos, se caracteriza por poseer un soma formado por hifas
septadas bien desarrolladas y presentar reproduccién por medio de conidios pluricelu-
lares que siguiendo la terminologia saccardoana, se denominan dictiosporas feodicticas
y se caracterizan por ser ovoides a oblongos, netamente septados transversalmente y
longitudinalmente. Los conidios son dematidceos.

En la taxonomia actual, el género Alternaria queda incluido entre los hongos con
desarrollo conidial blastico y conidiogénesis enteroblastica trética. Los conidios for-
man largas cadenas y su morfologia es tipicamente obclavada y rostrada.

Ellis en 1971 y posteriormente en 1976, reviso la taxonomia del género Alternaria,
seflalando que ya en el afio 1816, Nees, describia a este género en los términos siguien-
tes: «Las colonias son de color marrén, gris o de color humo a verde oliva, a menudo
cubiertas ligeramente por hifas aéreas coloreadas. Las hifas son septadas y oscuras los
conidiéforos también son oscuros, septados, algunas veces inconspicuos, ramificados
o simples con conidios en el extremo; los conidios son de aspecto muriforme, pigmen-
tados en colores oscuros, de paredes lisas o rugosas, ovales a elongados con el extremo
generalmente atenuados, producidos en simples o ramificados en cadenas acropétalas».

Fries en el afio 1821, expone su trabajo sobre el género que en 1832 denomind
Macrosporium y catorce afios después Mont modificé el nombre pasando a Rhopali-

dium.

Ellis en 1971, aport6 una nueva definicién del género Alternaria, expresandola en
los términos siguientes:

«Las cepas del género Alternaria, presentan unas colonias de color grisdceo, ma-
rrén negruzco o negro. El micelio es parcialmente superficial o sumergido; las hifas
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son coloreadas marrén olivaceas u olivaceas. La formaciéon de estroma es poco fre-
cuente y carece de setas y de hifopodios. Los conidiéforos son macronematosos,
mononematosos, simples o irregulares y ligeramente ramificados, son de color marrén
palido y se presentan solitarios o en fasciculos. Las células conidiégenas son integra-
das, terminales, politréticas, simpodiales o a veces monotréticas y cicatrizadas. Los
conidios pueden presentar una distribucién formando cadenas o ser solitarios, son
tipicamente ovoides u obclavados, a menudo rostrados, con coloracién palida o marrén
oliviceo o marrdn, lisos o verrugosos, con septas transversales y frecuentemente tam-
bién oblicuas o longitudinales».

A nivel de especie, Keissler en 1812, establece Alternaria alternata que habia sido
descrita por Fries como Torula alternata, posteriormente Nees y Persons, en 1816 y
1817 respectivamente, denominaron a esta especie Alternaria tenuis.

Desde los estudios de Elliot en 1917, diversos autores centraron su atencién en las
especies del género Alternaria y a partir de los estudios realizados por Simmons en
1967, se aceptan como sinénimos las dos nomenclaturas: Alternaria alternaria 'y Al-
ternaria tenuis.

Ellis en 1971, cita las veintisete especies mds frecuentes establecidas previamente
por Elliott, Neergaard y Joly en funcién del sustrato del que pueden ser aisladas.

En la Tabla 1, se indican las especies asi como los sustratos del que han sido
fundamentalmente aisladas.

Sustrato Especie

Cosmopolita . alternata, A. longissima, A. tenuissima
Allium spp porri

Carthamus spp . carthami

Cheiranthus spp . cheiranthi
Chrysanthemum spp chrysanthemi
Cichorium spp cichorii

Citur spp citri

Cruciferaea brassicae, A. brassicola
Cucurbitaceae cucumerina

Datura spp crassa

Daucus spp dauci, A. radicina

Dianthus spp dianthi, A. dianthicola

B EEEEEEEEREEEEEEEEEEER

Gossypium spp macrospora
Nicotiana spp longipes
Oryzae spp padwickii
Passiflora spp passiflorae
Raphanus spp raphani
Ricinus spp ricini
Sesamum spp sesami
Solanum spp solani
Sonchus spp . sonchi

TaBLa 1. Relacion de especies y sustratos del que han sido aisladas.

Posteriormente, Ellis en 1976 ampli6 el nimero de especies hasta cuarenta y dos.
Las nuevas especies son:
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Alternaria chlamydospora, A. cinerariae, A. dennisii, A. gomphrenae, A. helianthi,
A. multirostrata, A. papaveris, A. petroselini, A. phragmospora, A. pluriseptata, A.
ramulasa, A. saparva, A. triticicola, A. triticina y A. zinniae.

2. METABOLITOS SECUNDARIOS TOXICOS ELABORADOS
Y ACUMULADOS POR ESPECIES DEL GENERO ALTERNARIA

Las cepas del género Alternaria se aislan con frecuencia a partir de alimentos
destinados al consumo humano y animal (Nawaz y cols., 1977). Entre las toxinas del
género Alternaria, se incluyen fitotoxinas (Ichihara y cols., 1983; Klotz, 1988; Lax y
cols., 1988; Ram y cols., 1994) y micotoxinas que poseen una elevada toxicidad segtin
se desprende de los estudios realizados en animales de laboratorio (Griffin y Chu,
1983; Scott y Stoltz, 1980, Yunginger y cols., 1980 e Ikins, 1991).

Los metabolitos del género Alternaria, con demostrada toxicidad responden a di-
ferntes tipos de estructuras quimicas (Stinson, 1985; Ram y cols., 1994). El grupo
dibenzo-a-pireno cuyos principales representates son: alternariol (AOH), alternariol
monometil éter (AME) y altenueno (ALT): compuestos de hidroxiperilenoquinonas
entre los que destaca el dcido tenuazénico (TA) que se trata de un dcido tetrdmico y
la tentoxina, un tetrapéptido ciclio.

Entre las toxinas elaboradas y acumuladas por cepas del género Alternaria, destaca
la produccién y acumulacién del acido tenuazénico (TA) que posee una elevada toxici-
dad. En el afio 1980 Scott y Stolotz demostraron la capacidad de este compuesto de in-
hibir la sintesis proteica y del DNA. En el hombre, esta toxina ha sido implicada en
desérdenes de tipo hematoldgico observado en regiones del sur de Africa y en el Sahara.

2.1. Biosintesis de las principales micotoxinas del género Alfernaria
2.1.1. Biosintesis del alternariol, alternariol monometil éter y altenueno

El alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME) y altenueno (ALT) son
compuestos de estructura dibenzo-a-pireno que forman parte de un amplio grupo de
metabolitos secundarios clasificados como policétidos.

Estudios realizados por Turner en 1976, y ampliados posteriormente por Pachter en
1980 plantearon la posibilidad de que el enzima policétido sintetasa pudiera origlnarse
a partir de la disociacién de la sintetasa de los dcidos grasos fungicos (FAS), dado que
al disociarse origina dos fracciones de las cuales una presenta estructura de tipo a, 3,
composicién que también se halla presente en el enzima policétido sintetasa.

En ambas sintesis se produce la condensacién de acetil-CoA y malonil-CoA, si-
multaneamente a la liberacién de un terminal carbono (CO,) de la unién malonilo. Para
la sintesis de los policétidos, la condensacién continua sin hidrogenacién hasta una
cadena poli-B-cetometileno de longitud adecuada.

En este punto de actividad de uniones metilénicas de los policétidos puede pro-
ducirse una reaccién espontdnea con grupos carbonilos mediante una condensacion
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de Claisen o aldol, obteniéndose el compuesto aromdtico preciso y liberandose el
enzima.

El crucial doble enlace puede formarse por deshidratacién de un grupo carbonilo
reducido o mediante un equilibrio ceto-enol cuando el oxigeno se libera en ausencia
de NADPH. Este proceso de formacién fue observado por Pachter (1980) para el
alternariol (AOH).

Los restantes metabolitos clasificados también como policétidos se originan a partir
del alternariol preformado.

Segun Pachter, el AOH en presencia del enzima S-adenosil-metionina es transfor-
mado, mediante la transferencia del grupo metilo del enzima, obteniéndose el alterna-
riol monometil éter (AME). Este se transforma en altenueno mediante un proceso de
reduccion. Las premisas establecidas por Pachter sobre la sintesis de estos compuestos
fueron ratificadas por Hiltunen y Soederhaell en el afio 1992.

Steyn y cols, 1980 establecieron la posibilidad de que las biosintesis de los com-
puestos dibenzo-a -pirenos producidos por el género Alternaria, transcurra por una ruta
similar a la sintesis de aflatoxinas por cepas del género Aspergillus, basada en la
transformacioén de una antraquinona.

2.1.2. Biosintesis de altertoxina [

La altertoxina I (ATX-I) responde a una estructura dehidroxiperilenoquinona (Stin-
son y cols., 1982).

No se conoce el posible mecanismo de formacién de este producto.

2.1.3. Biosintesis del dcido tenuazonico

El 4cido tenuazénico es uno de los metabolitos secundarios toxicos mds frecuen-
temente producidos por cepas del género Alternaria. Este acido tetramico es elaborado
asimismo por cepas de Pyricularia oryzae (Umetsu y Tamari, 1973) y Phoma sorghina
(Steyn y Rabie, 1976; Rabie y cols. 1999) entre otros.

Stickings y Townsend (1961) indicaron que el 4cido tenuazénico se forma a partir
de una molécula de L-isoleucina y la unién de dos acetatos. Asimismo, estudios rea-
lizados por Gatenbeck y Sierankiewicz (1973) sefialaron que cuando el medio de cul-
tivo se suplementa con L-valina y L-leucina, Alternaria formaba el correspondiente
acido tetramico. Estos resultados demostraron la implicacién de los aminodcidos como
precursores de la sintesis del dcido tenuazdnico.

2.1.4. Biosintesis de la tentoxina

La tentoxina es una fitotoxina que responde a una estructura de tetrapéptido ciclico
(Grable y cols., 1966, Koncewick y cols. 1973; Liebermann y Oertel, 1983; Meyer y
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cols., 1971 y Woodhead y cols., 1975). La presencia de este compuesto en las plantas
puede producir clorosis, posiblemente por inhibicién del desarrollo de cloroplastos
(Schadler y cols., 1976).

Estudios realizados por Sheu y Talburt, 1986 y Ramm y cols., 1994a, sugieren la
intervenciéon de aminodcidos como precursores de su biosintesis. En este proceso,
estaria implicado una multienzima con estructura de proteina polifuncional sin subu-
nidades. La sintetasa implicada contiene grupos —SH activos y un integrante activo
vados por metiltransferasa. Los aminodcidos precursores son activados por ATP y el
enzima, produciéndpose una N-metilaciéon que puede tener lugar durante la unidn
enzima-amino-acido o durante la elongacién de la cadena péptida. La metionina es el
principal donante de grupos metilo, pero la inmediata reaccién de metilacion requiere
el enzima S-adenosil metioniona (SAM).

El proceso de elongacién puede tener lugar, bien a partir de la glicina mediante una
unidén alanina/metilalanina, fenilanina/metilfenilalanina y leucina o bien por formacién
y unién de dos dipéptidos glicina-alanina/metialanina y fenilalanina/metilfenilalanina-
leucina.

Al final de este proceso se obtiene la dihidrotentoxina, precursora directa de la
tentoxina, por ciclizacidon. Posteriormente, la dihidrotentoxina se transforma en ten-
toxina. La dehidrogenacion es catalizada, probablemente, por un enzima independiente
de la sintetasa anteriormente citada (Liebermann, 1989). Este tltimo proceso es rever-
sible.

2.2. Influencia de las condiciones de cultivo en la produccion de micotoxinas
por cepas del género Alternaria

2.2.1. Efecto de la luz en la produccion de micotoxinas

Los estudios realizados por Soderhall y cols, 1978 sobre el efecto de la luz en la
producciéon de las micotoxinas con estructura dibenzo-a-pireno concluyeron que al
exponer cultivos de Alternaria alternata en fase de latencia a la luz blanca, se producia
una inhibicién en la produccién del alternariol y del alternariol monometil eter. Sin
embargo la formacién de biomasa no se vi6 afectada bajo estas condiciones.

Durante la realizacion de esta experiencia, Soderhall y cols. 1978 detect6 la produc-
cién de un pigmento rojo-marrén no caracteristico. Su aparicioén fue atribuida a la utili-
zacion del acetil-CoA y malonil CoA por el hongo en la formacién de este pigmento.

Estudios posteriores realizados por Hiltunen y Soederhaell, 1992, corroboran el
efecto negativo de la luz blanca en la produccion del alternariol y del alternariol
monometil éter.

Haggblom, 1981, observé que cuando los cultivos de Alternaria eran expuestos de
forma continua a la luz azul entre 400 y 500 nm, se producia una disminucién en las
produccidn del alternariol a un 69% y una disminucion en la produccion del alternariol
monometil eter hasta un 77%. Esta disminucién también fue acompafiada de la produc-
cioén del pigmento rojo, clasificado como un B-caroteno y su presencia estd implicada
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en un sistema de fotoproteccion. Si la luz azul era sustituida por luz roja (550 a 750
nm) no se producia ninguna modificacién de las micotoxinas.

2.2.2. Efecto de la temperatura en la produccion de micotoxinas

Young y cols. 1980, estudiaron el efecto de la temperatura de incubacién en la
produccién del 4cido tenuazénico al desarrollar cepas de Alternaria tenuissima sobre
extracto de levadura y sacarosa con suplemento de semilla de algodén. Los cultivos
fueron sometidas a temperaturas entre 10° y 30°C, observandose que a 20°C se obtenia
un méaximo en la produccion del dcido tenuazénico con un incremento del 37.5%.

Los estudios realizados por El-Aal, 1998, sobre la influencia de la temperatura de
almacenamiento de alimentos destinados al consumo humano y animal en la produc-
cién de micotoxinas por Alternaria alternata, indicaron que la maxima produccién de
dcido tenuazoénico, alternariol y altenueno se produjo a una temperatura de 25°C.
Cuando la temperatura de almacenaje disminuy6 a 15°C, la produccidn de micotoxinas
fue muy pequefa o nula. Al utilizar una temperatura de almacenamiento de 30°C la
produccién de micotoxinas fue menor que a 15°C. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Dacero y cols., 1997 sobre el efecto de la temperatura de almacenamien-
to de la semilla de girasol en la produccién de micotoxinas.

2.2.3. Efecto del sustrato en la produccion de micotoxinas

La teoria cldsica que indica que limitar un nutriente principal en el medio de
cultivo implica la produccién de micotoxinas fue corroborada por Burroughs y cols.,
1976 con cepas de Alternaria alternata. El estudio se basé en cultivar las cepas en el
medio de cultivo con extracto de levadura y adicionar posteriormente arroz como
nutriente. En el medio suplementado con arroz, se detecté una importante disminucién
en la produccién de alternariol.

Los estudios realizados por Sjoland y Gatenbeck, 1966, observaron que la utiliza-
ciéon de medio de cultivo cuya composicién aporte iones cinc y cobre, produce una
supresion de alternariol en cepas de Alternaria tenuis ya que estos cationes reaccionan
con los grupos sulfthidrilo del enzima sintetasa, inhibiéndolo.

Buckner y cols. 1983 y Hanel, 1985, en sus estudios sobre la produccién de la tentoxi-
na detectaron que la utilizacién de compuestos de fosfatos como componente del medio
de cultivo producia una inhibicién en su sintesis, por el contrario la adicién de compues-
tos de acetato estimulaban la produccién de este metabolito (Hanel y cols., 1985).

Estudios comparativos entre la utilizacién del manitol y la glucosa como fuente de
carbono y su efecto en la sintesis de los policétidos (Hult y Gatenbeck, 1978) conclu-
yeron en que la produccién era éptima y equivalente cuando se utilizaban indistinta-
mente uno de los dos azicares.

Ramm y cols., 1994, indicaron en sus estudios sobre la produccion de tentoxina en

cepas del género Alternaria, el efecto activador que producen elevadas concentraciones
de glucosa en la produccién de este metabolito.
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Ozcelik y Ozcelik, 1997, también observaron este mismo efecto sobre la sintesis
del 4dcido tenuazonico, alternariol (AOH) y alternariol monometil eter (AME).

Estudios realizados por Orverhed y cols., 1988 sobre la influencia de la fuente de
nitrégeno en la produccién de policétidos por Alternaria alternata demostraron que al
adicionar al cultivo NaNO, antes de la formacién de los policétidos se producia una
reduccién del 10% en la formacién de alternariol y de alternariol monometil eter.
También observaron que al utilizar glutamato y urea como fuente de nitrégeno se
reducia la elaboraciéon de AOH y de AME. Sin embargo si el NaNO, era adicionado
después de la produccion de los policétidos, no se detectaba un efecto inhibidor en la
acumulacién del AOH. Estos resultados sugirieron que el nitrégeno inhibe la forma-
cion del enzima policétido sintetasa en Alternaria alternata con la consiguiente regu-
lacién de la biosintesis de estos metabolitos secundarios.
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