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Resumen

Se estudi6 la presencia de hongos potencialmente toxicogénicos en frutos de

alpataco (Prosopis flexuosa D.C. var. depressa Roig) recolectados en la
provincia de La Pampa, Argentina. Las especies predominantes fueron
Alternaria alternata y Sphaeropsis sapinea. En menor proporcion se aislaron
Phoma sp., Nigrospora sp., Preussia minima, Cladosporium sp., Pithomyces
chartarum, Epicoccum nigrum, Aspergillus niger y Aspergillus speluneus.

La capacidad para producir micotoxinas se determiné en 12 cepas de
Alternaria alternata, Unica especie potencialmente toxicogénica aislada con
relativa frecuencia. Dos cepas produjeron acido tenuazoénico (AT), alternariol
(AOH) y alternariol-metil-éter (AME), seis produjeron AOH y AME, una produjo
solamente AME vy las tres restantes resultaron no toxicogénicas. Los
resultados de este estudio preliminar indican un riesgo potencial de
contaminacién con toxinas de Alternaria en la harina de alpataco, de creciente
uso en la alimentacién humana y animal en ciertas areas geograficas.
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Putative mycotoxin-producing fungi isolated from
“alpataco” (Prosopis flexuosa) fruits

Summary

Fungi contaminant of “alpataco” (Prosopis flexuosa) fruits from “La Pampa

province” (Argentina) were identified. Alternaria alternata and Sphaeropsis
sapinea were the dominant species. Phoma sp., Nigrospora sp., Preussia
minima, Cladosporium sp., Pithomyces chartarum, Epicoccum nigrum,
Aspergillus niger and Aspergillus speluneus were also isolated but with less
frequency. Twelve strains of Alternaria alternata, the toxigenic species with
higher incidence, were screened for alternariol (AOH), alternariol monomethyl
ether (AME) and tenuazonic acid (TA) production. Since one isolate was able
to produce AME, six isolates produced AOH and AME and two isolates
produced AOH, AME and TA, these results indicate a potential risk of
contamination with Alternaria toxins in this substrate.
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El alpataco (Prosopis flexuosa D.C. var. depressa
Roig) es un arbusto americano tipico de la provincia de
La Pampa, Argentina. Junto con otras especies del género
Prosopis, (algarrobo, caldén, itin, vinal, entre otros) cons-
tituye un componente importante de la vegetaciéon de las
zonas dridas y semidridas. Son plantas xeromorfas que se
desarrollan naturalmente en una gran extension del centro
y norte del pais [4].
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La mayoria de las especies de Prosopis constituyen
un recurso importante para la vida del hombre, pues pro-
porcionan lefia, madera, sombra y alimento. Los frutos, en
forma de chaucha (vaina), poseen un nivel de proteinas del
14%. Se destaca el alpataco cuya chaucha es la mejor de
las leguminosas de este tipo al ser la que mds aziicar con-
tiene. De esta leguminosa se obtiene una harina («patay»)
que se utiliza en la elaboracién de bizcochos, sopas, guisos
y otras preparaciones culinarias, y bebidas alcohdlicas
como la «aloja». El alpataco también tiene valor como
forraje, dado que su fruto se emplea como ceba para el
ganado [4]. Recientemente se ha descubierto que la harina
de alpataco no contiene gluten [7] y podria ser consumida
por quienes sufren la enfermedad celiaca.

Argentina es el centro de diversidad del género
Prosopis, un recurso de multiples aplicaciones, conside-
rado de interés para encarar la recuperacién de zonas ari-
das y semidridas. Existen estudios sobre diversos aspectos
de su aprovechamiento, pero en la actualidad son escasos
los estudios microbiolégicos y toxicolégicos, de gran rele-
vancia en relacion al uso potencial en la alimentacién hu-
mana.



Los hongos juegan un rol importante como conta-
minantes, en particular aquellos capaces de producir meta-
bolitos secundarios téxicos (micotoxinas) [10]. En otras
areas desérticas del mundo, por ejemplo en el desierto de
Sonora (Arizona), se ha determinado que estas legumi-
nosas son frecuentemente contaminadas por Aspergillus
flavus, productor de aflatoxinas [3]. Estas toxinas se han
encontrado como contaminantes naturales en los frutos y
exudados de Prosopis spp. Estos arboles, que crecen cerca
de los campos cultivados con cereales, son considerados
reservorios de hongos aflatoxigénicos y estan expuestos
naturalmente a las aflatoxinas en estos hébitats.

El objetivo del presente trabajo es el estudio de los
hongos contaminantes de los frutos de alpataco, con espe-
cial interés en aquellos potencialmente toxicogénicos, a fin
de evaluar el riesgo potencial de contaminacién con mico-
toxinas de las harinas y productos derivados.

Se recolectaron frutos maduros de alpataco (5 kg)
en el departamento de Chalileo, provincia de La Pampa,
Argentina. En el laboratorio se obtuvieron por cuarteo dos
porciones de 250 g cada una (50 frutos) para su andlisis en
dos medios de cultivo (agar Dicloran-Cloranfenicol-Pep-
tona (DCPA) y agar Dicloran -Glicerol 18% (DG18) [9]).
Los frutos se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2%
durante dos minutos, se enjuagaron con agua destilada
estéril y se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm
de longitud. Los fragmentos de cada chaucha se deposita-
ron asépticamente sobre la superficie de los medios de cul-
tivo mencionados. Se sembraron 3-4 trozos en cada una
de dos cajas de Petri conteniendo DCPA y DG18 respecti-
vamente. La incubacién se realizé a 25 °C durante dos
semanas, aislandose todos los hongos que se desarrollaron
sobre los frutos.

A fin de estimar el riesgo de contaminacién del
alpataco con toxinas de Alternaria alternata, se selecciona-
ron 12 aislamientos de esta especie y se determind su ca-
pacidad toxicogénica. Dichos aislamientos se inocularon en
arroz himedo estéril (25 g de arroz con 45% de humedad,
autoclavado durante 15 minutos a 120 °C) y se incubaron
durante 7 dias a 25 °C. La extraccién de las toxinas se rea-
liz6 segtin el método propuesto por Visconti et al. [11], con
algunas modificaciones. Los hongos que se desarrollaron
sobre el arroz fueron extraidos con 40 ml de metanol y,
posteriormente, filtrados. A 20 ml del filtrado se agregaron
40 ml de sulfato de amonio acuoso al 20%, se agit y se
volvié a filtrar. El extracto acuoso fue tratado dos veces
con 25 ml de cloroformo, y los extractos cloroférmicos
combinados se llevaron a sequedad en evaporador rotato-
rio. El residuo fue disuelto en metanol para el posterior
analisis de alternariol y alternariol-metil-éter por cromato-
grafia en capa delgada.

Para la deteccion del acido tenuazonico, la solucion
acuosa remanente de la extracciéon con cloroformo se aci-
dificé a pH 2,0 con 4cido clorhidrico 1 N, tratdndose pos-
teriormente con 25 ml de cloroformo en dos ocasiones. El
dcido tenuazoénico se extrajo de la fase orgdnica con 15 ml
de solucién acuosa de bicarbonato de sodio al 5%, se
volvi6 a acidificar a pH 2,0 y se repitié la extraccién con
15 ml de cloroformo. Los extractos combinados se deshi-
drataron y se disolvieron en metanol para su posterior ana-
lisis por TLCen placas de Silica Gel 60 (0,25 mm). Como
solventes de desarrollo se emplearon tolueno-acetato de
etilo-dcido férmico en proporcion 5:4:1 y cloroformo-ace-
tona (90:10). El alternariol y el alternariol-metil-éter se
detectaron por fluorescencia azul bajo luz ultravioleta de
onda larga (366 nm), por comparacién visual con solucio-
nes patrén de ambas micotoxinas. El dcido tenuazénico
fue revelado con cloruro férrico al 2% en metanol como
una mancha marrén de igual Rf que el estdndar. Las solu-
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ciones patrén de micotoxinas fueron adquiridas en Sigma
Chemical Co., St. Louis, M.O. (EEUU).

En la tabla 1 se presentan los géneros y especies ais-
lados en los dos medios de cultivo utilizados y su frecuen-
cia de aislamiento. Se obtuvieron en total 83 aislamientos.
La contaminacién fingica del sustrato estudiado es relati-
vamente baja, aunque se debe tener en cuenta que se trata
de la contaminacién interna, ya que los frutos fueron des-
infectados superficialmente. Es preciso destacar que esta
flora contribuiria en mayor medida a la contaminacién por
micotoxinas si éstas pudieran producirse en el fruto.

En el medio DCPA se encontré mayor variedad de
especies, siendo predominantes A. alternata y Sphaeropsis
sapinea. En DG18, un medio mucho mas restrictivo para
el crecimiento debido a su menor actividad de agua, se
obtuvo menor nimero de aislamientos; la mayoria de ellos
correspondid a S. sapinea y, en menor proporcion, se aislé
A. alternata, Phoma sp., Nigrospora sp. Y Cladosporium
sp. Es significativo que todos los hongos aislados de este
sustrato estdn pigmentados, la mayoria de color negro,
bien adaptados para resistir la intensa radiacién solar de la
zona en la cual se cosecharon los frutos. Es bien sabido
que la presencia de melanina en la pared micelial y en las
esporas de estos hongos oscuros protege dichas estructuras
de las radiaciones ultravioleta y de otras condiciones am-
bientales adversas [9]. Esta es una caracteristica recono-
cida en Alternaria [8] y también en Aspergillus niger [9],
una de las dos tnicas especies de Aspergillus encontradas.

Los géneros mds frecuentemente relacionados con
la produccién de micotoxinas (Penicillium, Aspergillus y
Fusarium) no parecen ser componentes habituales de la
micota de los frutos de alpataco recolectados en la regién,
a diferencia de lo encontrado en las leguminosas del de-
sierto de Sonora, donde Aspergillus flavus es muy comun
en el suelo, las plantas y los restos vegetales [3]. No se ais-
laron en los frutos pampeanos cepas capaces de producir
aflatoxinas. A. niger es capaz de producir ocratoxina A [1]
y Pithomyces chartarum puede producir esporidesmina [5],
pero fueron aislados con muy baja frecuencia. La especie
predominante en nuestro estudio fue A. alternata, de gran
importancia, ademds, en la produccién de micotoxinas.

El género Alternaria es también un contaminante
muy frecuente de otros cultivos cosechados en la misma
region. Gonzdlez et al. [6] encontraron que este género es
el contaminante predominante en el trigo duro cultivado en
la misma 4rea geografica, en tanto que Bresler et al. [2]
describieron una alta frecuencia del género en muestras
de amaranto provenientes de la provincia de La Pampa,
Argentina.

Tabla 1. Taxones aislados de frutos de alpataco en diferentes medios de
cultivo y su frecuencia de aislamiento.

N° de N° de Frecuencia de

Hongos aislados aislamientos  aislamientos aislamiento

en DCPA en DG18 (%)
Alternaria alternata 22 6 34
Sphaeropsis sapinea 11 17 34
Phoma sp. 6 3 11
Nigrospora sp. 3 3 7
Preussia minima 3 - 4
Cladosporium sp. 2 1 4
Pithomyces chartarum 2 - 2
Epicoccum nigrum 2 - 2
Aspergillus niger 1 - 1
Aspergillus speluneus 1 - 1

DCPA: agar Dicloran-Cloranfenicol-Peptona
DG18: agar Dicloran-Glicerol 18%
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Tabla 2. Capacidad toxicogénica de Alternaria alternata aislada de frutos
de alpataco.

CEPA N° AT AOH AME
AA3 - + +
AA4 - - -
AA7 - - -
AA9 - + +
AA20 - + +
AA23 - + +
AA25 + + +
AA32 + + +
AA43 - + +
AA46 - + +
AA48 - - +
AA58 - - -

AT: &cido tenuazénico
AOH: alternariol
AME: alternariol-monometil-éter

A. alternata es capaz de producir varias micotoxi-
nas [8,10] de las cuales el acido tenuazonico (AT) es la
mds importante por su aguda y elevada toxicidad. Otros
compuestos menos téxicos, probablemente mutidgenos, son
el alternariol (AOH), alternariol-monometil-éter (AME),
altenueno (AE), altertoxina I y altertoxina II. Se ha descri-
to la produccién de una o mds de estas toxinas en tomates,
trigo, cebada, maiz, sorgo, girasol y olivas [9]. Algunos de
estos metabolitos han sido relacionados con patologias que
afectan al hombre y/o los animales. Por ejemplo, el dcido
tenuazénico ha sido asociado al «onyalai», una enferme-
dad hematoldgica humana, propia de Namibia, aunque las
evidencias no son concluyentes [8]. La toxicidad de esta
micotoxina estd bien documentada en aves, en las que pro-
duce sindromes hemorréagicos [9].
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