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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y LA ACTIVIDAD ACUOSA EN LA
PRODUCCION DE MICOTOXINAS DE ALTERNARIA (HYPHOMYCETALES)
EN GIRASCOL
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Summary Influence of temperature and water activity on Alternaria (Hyphomycetales) micotoxins produc-
tion in sunflower seeds. The fungal secondary metabolites biosynthesis is regulated by physical, chemical
and biological factors such as temperature, water activity, chemicals and microbial interaction. In sunflower
the optimal conditions of temperature and water activity for Alternaria sp. mycotoxins production is unknown.
The aim of this work was to investigate the effect of temperature and water activity on alternariol (AOH) and
alternariol mono- methyl ether (AME) biosynthesis by Alternaria alternata ITEM 539 and Alternaria alternata
RCY strains the latter isolated from sunflower. When temperature was evaluated (20, 25 and 32 °C) at 0.90 of
vsater activity, it was observed that 25 °C was the optimal temperature for toxin production by both strains,
while at 20 and 32 °C the toxin production was lower, being this temperature effect remarkably for AME. This
could be explained taking into consideration the biosynthetic pathway of Alternaria sp. metabolites. Under the
conditions of constant temperature (25 °C) and variable water activity values it was observed that 0.90 was
the optimal value for Alternaria sp. mycotoxins. In summary, in sunflower both temperature and water activity

affect AOH and AME production; particularly, the temperature determined the AME levels produced.

INTRODUCCION

Se ha comprobado que los frutos de girasol,
tanto a campo como después de la cosecha estdn
contaminados con Alternaria alternata (Dalcero et
al., 1981. 1989). Esta especie produce varios meta-
bolitos téxicos tales como: alternariol, alternariol
monometil éter y dcido tenuazénico, los cuales han
sido detectados naturalmente en productos vegeta-
les (Seitz et al., 1975; Schroeder and Cole, 1977;
Sauer et al., 1978).

Harvan y Pero (1978) demostraron que los me-
tabolitos de Alternaria sp. eran toxicos para las cé-
lulas de mamiferos y bacterianas. Ademds se ha
observado que alternariol monometil éter posee
actividad mutagénica y que juntamente con alter-
nariol tendrfan un efecto téxico sinérgico (King
and Schade, 1984). Pero afin, los efectos téxicos de
los metabolitos de Alternaria sp. no estdn bien de-
terminados y se necesitan mayores estudios para
conocer los efectos de las toxinas individuales y
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combinadas (Logrieco et al. 1990; Visconti et al.
1986). :

La sintesis de los metabolitos secundarios fan-
gicos estd regulada por factores fisicos, quimicos y
bioldgicos (Lacey, 1989). En girasol no se conocen
las condiciones 6ptimas de temperatura y activi-
dad acuosa'que determinan la formacién de mico-
toxinas por Alternaria alternata. El objetivo del pre-
sente trabajo fue estudiar el efecto de la temperatu-
ra y la actividad acuosa sobre la formacién de
alternariol y alternariol monometil éter en girasol.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos: Alternaria alternata ITEM 539,
cepa aislada de tomate, cedida por el Instituto de
Tossine e Micotossine da Parasiti Vegetali, Bari,
Italia. ; .

Alternaria alternata RCY, aislada de girasol en
nuestro laboratorio. !

Condiciones de cultivo e inoculacion: se colocaron
25 g. de frutos de girasol en frascos Erlenmeyer de
250 ml y se llevaron a los porcentajes de humedad
correspondientes a: 0,98; 0,90; 0,87 y 0,70 de activi-
dad acuosa de acuerdo a las isotermas de adsor-
cién para girasol en Argentina (Pollio, 1985); luego
se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante 20'.
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Los frascos Erlenmeyer se colocaron en desecado-
res que contenfan soluciones saturadas de SO, K;
Cl, Ba; CrO,K; Cl, Cu; 2 H,O para permitir que los
frutos se equilibraran a las actividades acuosas de
0,98; 0,90; 0,87 y 0,70 respectivamente. Los {rutos
equilibrados se inocularon con 10° esporas/Erlen-
meyer y se incubaron durante 7, 14, 21, 28 y 35 dias
a 20,25 y132 °C.

AOH vy AME (ug/Kg de girasal)
001

Finalizado cada periodo de incubacién se deter-
miné la produccién de alternariol y alternariol
monometil éter siguiendo la técnica propuesta por
Visconti et al. (1986): a partir de 25 g. de semillas se
extrajeron las toxinas con 75 ml de metanol, por
agitacion en un agitador de vaivén durante 1 hora.
El homogeneizado se filtr6 y 30 ml del filtrado se
trataron con sulfato de amonio acuoso al 20%. Se
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Fig. 1.-- Produccién de AOH y AME sobre girasol por A. alternatu ITEM 539.
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Fig. 2.-- Produccién de AOH y AME sobre girasol por A: alternata RCY.
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Fig. 3.-- Produccién de AOH y AME sobre girasol por A. alternata ITEM 539.
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Fig.4.-- Producciéon de AOH y AME sobre girasol por A. allernata RCY.

filtré el extracto y se desgras6 con hexano; la capa
de hexano se descarté y las toxinas se extrajeron
con cloroformo a partir de la fase acuosa. Los ex-
tractos clorof6rmicos se evaporaron a sequedad y
se redisolvieron en 200 ul de cloroformo. Los ex-
tractos se analizaron por cromatograffa en capa
delgada, utilizando placas de silicagel (G60) de
0,25 mm de espesor sin indicador de fluorescencia.

El sistema de solventes fue cloroformo- _acetof\a
(88:12.). g

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la temperatura: cuando se analizé el
efecto de la temperatura manteniendo la actividad
acuosa constante en 0,90 se pudo comprobar que
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Fig. 5.-- Produccién de AOH y AME sobre girasol por A. alternafa ITEM 539.
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Fig. 6.-- Produccién de AOH y AME sobre girasol por A. alternata RCY.

para ambas cepas la maxima produccién de toxi-
nas se obtuvo a 25 °C (durante todo el perfodo de
incubacién). El valor mdximo fue entre los 21 y 28
dias, obteniéndose un total de toxina (AOH +
AME) de 6.068 ug/kg con la cepa ITEM 539 y de
3.945 ug/kg con la cepa RCY. En ambos casos el
35% del total correspondia a AME (Fig. 1y 2). A 20
°C y a,, 0,90 la produccién de ambas toxinas fue
menor, el valor mdximo alcanzado a los 28 dfas fue
de 3.615 ug/kg de AOH + AME con la cepa ITEM

539 y de 3.273 ug/kg con la cepa RCY. Se puede
notar que la cepa RCY aislada de girasol, en estas
condiciones, produce mds AOH que la cepa ITEM
539, y que la produccién de AME es minima, sien-
do 23% del total y- del 3%, respectivamente, y re-
cién aparece a los 28 dias de incubacién (Fig. 3 y 4).
A 32°Cya, 090 la produccion también disminu-
y6 con respecto a 25 °C, el valor mdximo alcanzado
a los 28 dfas fue de 2.930 ug/kg de AOH + AME
con la cepa ITEM 539 y de 2.587 ug/kg con la cepa
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Fig. 7.-- Produccion de AOH y AML sobre girasol por A. alternata ITEM 539.
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Fig. 8.-- Produccion de AOH y AME sobre girasol por A. alternata RCY.

RCY. La produccién de AME, en estas condiciones,
es muy baja, el 5% del total en el-caso de la primera
cepa y del 8% para la cepa RCY (Fig. 5y 6).

Es importante notar que, mantenidas en las mis-
mas condiciones de temperatura y a,,, cada cepa se
comporta diferente en cuanto a la produccién de
cada uno de los metabolitos, a excepcién de las
condiciones de 32 °C y a,, 0,90 y 25 °C con un a,,

0,87, donde no se observé diferencia entre las ce-
pas. Esto demuestra la importancia de las condi-
ciones de desarrollo para la produccién de toxinas,
especialmente durante el almacenamiento, ya que
pequenas variaciones en dichos pardmetros pue-
den modificar los niveles de toxinas producidos.
Como se puede observar se produce mayor can-
tidad de AME, en relacién con el fotal de toxinas a_
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Fig. 9.-- Produccién de AOH y AME sobre girasol por A. alternata ITEM 539.
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25 °C, con respecto a las otras temperaturas. La
mejor produccién de"AME a 25 °C podria explicar-
se considerando la via biosintética, dado que AME
deriva de AOH a través de una transformacién
llevada a cabo por la enzima O- etil transferasa
cuya actividad 6ptima es a 28 °C-(Stinson, 1985).
Efecto de la actividad acuosa: cuando se mantiene
constante la temperatura a 25 °C y se varfa la activi-
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g. 10.-- Produccion de AOH y AML sobre girasol por A. alfernuta RCY.

dad acuosa los resultados fueron los siguientes:
con una a,, de 0,98, los valores maximo también se
obtuvieron a los 28 dias, en el caso de la cepa ITEM
539 fueron de 2.823 ug/kg de AOH + AME y de
3.404 ug/kg para la cepa RCY. El porcentaje de
AME fue del 30% y 19%, respectivamente. Con esta
a,, se nota una marcada disminucién en la produc-
cién de toxinas de la cepa ITEM 539 con respecto a
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lo obtenido a 0,90, mientras que para la cepa RCY
la disminucién es minima para AOH, pero es evi-
dente para AME (Fig. 7y 8). Aa,, 0,87 el crecimien-
to del hongo fue minimo (detectado visualmente) y
el valor mdximo de toxinas alcanzado a los 28 dias
fue de 842 ug/kg de AOH + AME con la cepa
ITEM 539 y con la cepa RCY el mismo valor, peroa
los 21 dias de incubacién. En ambos casos la pro-
duccién de AME es el 25% del total de toxinas (Fig.
9y 10).

Cuando los frutos fueron mantenidos a una a,,
de 0,70 no se observé crecimiento fangico sobre
ellos y tampoco hubo produccion de toxinas.

Podemos concluir que la actividad acuosa 6pti-
ma para la produccién de los metabolitos de
Alternaria sobre girasol es de 0,90. Comparando los
datos obtenidos sobre girasol con aquellos de Ma-
gan y Lacey (1984) sobre trigo, podemos poner en
evidencia la importancia del sustrato en la produc-
cién de toxinas, cuando las demds condiciones son
iguales: Dichos autores encuentran que en trigo la
maéxima produccién de toxinas se obtuvo a 25 °C
pero a una a,, de 0,98, mientras que a la misma
temperatura y a 0,90 de a,, detectaron minimas
concentraciones de toxina, datos que estarfan con-
trapuestos con lo obtenido en girasol. A a,, de 0;98
ellos detectaron cantidades trazas de AOH y AME
a 20- 25°C, los autores encuentran una mayor pro-
duccién de AME que de AOH, esto puede depen-
der de la cepa o del sustrato utilizado.
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