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>  TRANSFERENCIA DE
RESULTADOS DE
INVESTIGACION

1. NEIKER: Amaia Ortiz Barredo y Ana Aragonés !*:\I::sg;y(ER

RCH
& TECHNOLOGY ALLIANCE

2. UPV/EHU-1: GENOMIC RESOURCES. Andone Estonba y Iratxe Zarraonaindia (Co-IP)
3. UPV/EHU-2: EKOFISKO. Antonio Hernandez (Co-IP), Jose Maria Becerril.

4. UPV/EHU-3: FISIOCLIMA CO,. Alberto Mufioz Rueda, Maite Lacuesta, Amaia Mena,
Qv Jon Miranda y Usue Perez (Co-IP) e
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2. PARTICIPACION/COOPERACION CON AGENTES DE LA CADENA
AGROALIMENTARIA VASCA
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>  TRANSFERENCIA DE

Neiker: Instituto Vasco de Investigaciony
Desarrollo Agrario, a través de Amaia Ortiz
Barredo, responsable del Departamento de N E l K E R

Produccidn y Proteccion Vegetal y de Ana

MEMBER OF
BASGUE RESEARCH

Aragones & TECHNOLOGY ALLIANCE

Participan en la planificacion del disefio y la
toma de muestras, ademas de como
asesoria cientifica del proyecto.

Por otra parte colaboramos con los agricultores Larizgoitia-Garcia.

RESULTADOS DE
INVESTIGACION

Participan en el seguimiento de los factores criticos que favorecen el desarrollo de Alternaria y la produccién
de micotoxinas durante las etapas de crecimiento del cultivo, a través de su seguimiento estacional, y de las

condiciones de almacenamiento de alimentos vegetales/verduras (lechugas y tomates).
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>  TRANSFERENCIA DE
RESULTADOS DE
INVESTIGACION

1. Objetivos del proyecto

2. Participacion/Cooperacion con agentes de la cadena agroalimentaria vasca
3. Resultados relevantes para reducir riesgos en la cadena agroalimentaria vasca

4. Actividades de difusion y transferencia realizadas




ELIKAGAIEN
SEGURTASUNAREN
ARLOKO IKERKETA

EMAITZAK

1. OBIJETIVOS DEL PROYECTO TRANSFERITZEKO
D YARDUNAEDIA
JORNADAY ™

>  TRANSFERENCIA DE
RESULTADOS DE

1. Caracterizacion de los factores microbianos y ambientales (pre y postcosecha) que influyen en la INVESTIGACION
produccion de micotoxinas de Alternaria spp

2. Puesta a punto de métodos para evaluar la incidencia de Alternaria spp. y sus micotoxinas derivadas en
alimentos de consumo humano y animal.

3. Estudio prospectivo de la incidencia (presencia y abundancia) de especies del género Alternaria mediante
aproximaciones gendmicas en alimentos vegetales en la CAPV

4. Estudio prospectivo de la incidencia de micotoxinas producidas por el género Alternaria mediante
HPLC/UPLC en alimentos vegetales en la CAPV.

5. Evaluar los factores ambientales (temperatura, humedad, método de almacenamiento etc.) que influyen
en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas, para definir pautas de
manipulacion/almacenamiento del alimento

6. Establecer pautas para reducir el riesgo de contaminacion de Alternaria e ingesta de sus micotoxinas.
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA g AITZAK

AGROALIMENTARIA VASCA | Qﬂ%%%%ﬂfi

>  TRANSFERENCIA DE
Revision del estado actual del conocimiento sobre los factores ambientales y culturales HESU IADORDE

INVESTIGACION
qgue influyen en la proliferacion de Alternaria y en la produccion de micotoxinas

Analisis bibliografico desde el afio 2010 al 2019.

Ademas se ha combinado la palabra

La busqueda se ha realizado utilizando distintas palabras clave: Alternaria alternata con palabras clave como

“Alternaria alternata AND toxin” (332 articulos)

“Alternaria alternata AND alternariol” (102 articulos)

“Alternaria alternata AND alternariol monomethyl ether” (9 articulos)
“Alternaria alternata AND tentoxin” (21 articulos)

“Alternaria alternata AND tentuazonic acid” (62 articulos)

“Alternaria alternata AND altenuene” (21 articulos)

“AND climate change,
preharvest,

postharvest technology,
elevated CO,,
temperature,

plant physiology,
cultural practices
relative humidity”.
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Revision del estado actual del conocimiento sobre los factores ambientales y culturales HESU IADORDE

INVESTIGACION
qgue influyen en la proliferacion de Alternaria y en la produccion de micotoxinas

FACTORES AMBIENTALES

La temperatura, la actividad del agua y el pH son los factores mas determinantes en el desarrollo de la severidad (% de
area infectada) de la enfermedad por Alternaria (Lee et al., 2015; Prendes et al., 2016), siendo la especie vegetal y la cepa
de Alternaria los factores mas determinantes en la produccién de micotoxinas (Siciliano et al., 2017).

Un mayor desarrollo de la enfermedad no siempre esta relacionado con una mayor concentracién de micotoxinas
(Siciliano et al., 2017).

Las condiciones de cambio climatico variaran la concentracion de las distintas micotoxinas y el grado de severidad de la
infeccidn (Siciliano et al., 2017).
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA
AGROALIMENTARIA VASCA
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>  TRANSFERENCIA DE

Revision del estado actual del conocimiento sobre los factores ambientales y culturales
qgue influyen en la proliferacion de Alternaria y en la produccion de micotoxinas

FACTORES AMBIENTALES

En consecuencia, sera importante analizar de qué manera las condiciones ambientales afectaran a
* |a relacidon que se establezca entre la especie vegetal infectada
* |a cepa de Alternaria

* el grado de desarrollo de la infeccion y

* |a produccidon de micotoxinas, tanto en condiciones de pre- como post-cosecha

RESULTADOS DE
INVESTIGACION
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>  TRANSFERENCIA DE

o o . Q RESULTADOS DE
Revision del estado actual del conocimiento sobre los factores ambientales y culturales EeTaracion

qgue influyen en la proliferacion de Alternaria y en la produccion de micotoxinas

FACTORES CULTURALES

Practicas como mantenimiento de un campo sano y el vigor de los cultivos, y el saneamiento y la eliminacion de
infecciones en la zona afectada ayudan a reducir el riesgo de infeccion por Alternaria. El uso de riego dirigido al suelo y no
a las hojas también reduce el riesgo de infeccidon. Sin embargo, estas practicas agricolas no son suficientes para controlar
la infeccidn por Alternaria (Adhikari et al., 2017).

A nivel de practicas agricolas también es importante usar genotipos o variedades mas resistentes a la infeccion por
Alternaria (Adhikari et al., 2017).
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>  TRANSFERENCIA DE
RESULTADOS DE

1. Caracterizacion de los factores microbianos y ambientales (pre y postcosecha) que influyen en la INVESTIGACION
produccion de micotoxinas de Alternaria spp

2. Puesta a punto de métodos para evaluar la incidencia de Alternaria spp. y sus micotoxinas derivadas en
alimentos de consumo humano y animal.

3. Estudio prospectivo de la incidencia (presencia y abundancia) de especies del género Alternaria mediante
aproximaciones gendmicas en alimentos vegetales en la CAPV

4. Estudio prospectivo de la incidencia de micotoxinas producidas por el género Alternaria mediante
HPLC/UPLC en alimentos vegetales en la CAPV.

5. Evaluar los factores ambientales (temperatura, humedad, método de almacenamiento etc.) que influyen
en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas, para definir pautas de
manipulacion/almacenamiento del alimento

6. Establecer pautas para reducir el riesgo de contaminacion de Alternaria e ingesta de sus micotoxinas.
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1 =, 1 1 1A RESULTADOS DE
Evaluar los factores ambientales (pre y post-cosecha) que influyen en la proliferacion de st b

Alternaria y la produccidon de micotoxinas.

DISENO EXPERIMENTAL

Para determinar la influencia de temperatura y humedad (pre-cosecha), se recolectaron lechugas (N=120) crecidas a cielo
abierto durante distintas estaciones (Verano de 2020, Otono de 2020, Primavera de 2021).

El muestreo se realizé en el momento de venta. La mita de la lechuga se utilizd para los anadlisis en momento de ventay la
otra mitad se guardd en la nevera a 42C durante 4 dias para simular condiciones de almacenamiento en frio (post-

cosecha).
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA

AGROALIMENTARIA VASCA
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Evaluar los factores ambientales (pre y post-cosecha) que influyen en la proliferacion de

Alternaria y la produccidon de micotoxinas.
DISENO EXPERIMENTAL

Muestreo de verano 2020

T2 media max (34,9 2C)
T2 med min (11,9 2C)

60

o N /N
A S\

20 -

—T Max

———T Media
T Min

>  TRANSFERENCIA DE
RESULTADOS DE
INVESTIGACION

Muestreo de verano 2020

HR media max (99 %)
HR med min (35,9 %)

" HR Max
— HR Media

HR Min
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1 = 1 1 1A RESULTADOS DE
Evaluar los factores ambientales (pre y post-cosecha) que influyen en la proliferacion de st b

Alternaria y la produccidon de micotoxinas.

DISENO EXPERIMENTAL

Muestreo de verano 2020 Muestreo de verano 2020
T2 media max (34,9 °C) HR media max (99 %)
T2 med min (11,9 2C) HR med min (35,9 %)
Muestreo de otoiio 2020 Muestreo de otoiio 2020
T2 media max (24,5 2C) HR media max (99,9 %)
A T2 med min (9,3 2C) HR med min (61,2 %)
o8
sV:j\:;‘@ Muestreo de primavera 2021 Muestreo de primavera 2021
\‘ T2 media max (28,4 2C) HR media max (97,0 %)
T2 med min (6,7 2C) HR med min (34,9 %)
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA et L
YARDUNALEDIA
AGROALIMENTARIA VASCA D G RNADAM™
= TRANSFERENCIA DE
A : : = T
Evaluar los factores ambientales (pre y post-cosecha) que influyen en la proliferacion de SR e
Alternaria y la produccidon de micotoxinas.
RESULTADOS = Abundancia de A. alternata
M sin almacenar almacenada
80
60 Hay una diferencia entre las lechugas recogidas en
© 0 otofo y las recogidas en primavera y en verano.
o
BN
2 | |
0 L. 1. - - ome o E En otofio no se ve incidencia del hongo
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Verano 2020 Ptono 2020 Primavera 2021
@0“\&
5\*\@ Sin almacenar Almacenada
& MIN MAX PROMEDIO |DESVEST MIN MAX PROMEDIO |DESVEST
ﬁ \erano 2020 0. R3 1766 6 34 7.23 0.00 29 56 21 .58 38 .18
Otoiio 2020 0.00 0.73 0.26 0.31 0.00 0.15 0.03 0.07
;‘ Primavera 2021 0.88 21.30 6.77 8.24 0.78 7.84 3.16 2.91
| (9 <
n
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>  TRANSFERENCIA DE

. ~ 71 4 RESULTADOS DE
Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de S i

almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas.

DISENO EXPERIMENTAL (en camara climatica con condiciones controladas)

Para evaluar el impacto de las condiciones pre y post-cosecha se ha puesto a punto un ensayo experimental bajo
condiciones de cambio climatico

Condiciones climaticas actuales, CATA Condiciones climéticas futuras, CETE
22 =C dia 26 °C dia
18 °C noche z ot 22 9C noche +700 ppm CO,
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA -~ é>
AGROALIMENTARIA VASCA IXGa |
Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de o : ﬁ
almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccidon de micotoxinas. g
DISENO EXPERIMENTAL (en cdmara climatica con condiciones controladas) &
&
Para evaluar el impacto de las condiciones pre y post-cosecha se ha puesto a punto un ensayo experimental bajo °
condiciones de cambio climatico

Condiciones climaticas actuales, CATA Condiciones climéticas futuras, CET
22 =C dia 26 °C dia
18 °Cnoche 100 PPM €O, s . - 100pp

en donde se han inoculado con A. alternata (densidad de conidios de 3.2x107 ¢/ml )

Se sembré Alternaria 2 en 25 placas de agar patata, y se crecieron a 282C
durante 7 dias. El indculo para infectar las lechugas se obtiene fresco el
dia que se requiere (no se preservan a 42C para utilizar mas adelante)
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA
AGROALIMENTARIA VASCA IXEs

Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de almacenamiento
que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas.

DISENO EXPERIMENTAL (en cdmara climatica con condiciones controladas)

Para evaluar el impacto de las condiciones pre y post-cosecha se ha puesto a punto un ensayo experimental bajo

ELIKAGAIEN
SEGURTASUNAREN
ARLOKO IKERKETA
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condiciones de cambio climatico

Condiciones climaticas actuales, CATA

22 °C dia
18 2C noche

en donde se han inoculado con A. alternata (dens

En una variedad de lechuga verde y en otra
variedad roja

Batavia Hoja de Roble

/ @elikq
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. = 710e 4 RESULTADOS DE
Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de S s

almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccidon de micotoxinas.

DISENO EXPERIMENTAL (en camara climéatica con condiciones controladas)

Condiciones climaticas actuales, CATA Condiciones climéticas futuras, CETE
22 °Cdia oC di
+400 ppm CO, 26 2C dia +7 =
18 °C noche 22 °C noche 00 PP O2
¥ 19/10/2020 ¥ 26/11/2020 ¥ 10/12/2020 ¥ i4/12/2020
0®0§ Siembra de lechuga Inoculacidon con Muestreo Algnacenamientqa Muestreo de
e Batavia A alternata en compra 4°cduranteddias 5imacenadas
ﬂ‘ Hoja de Roble densidad de conidios
de 6.4x107 c/planta

EUSKO JAURLARITZA m GOBIERNO VASCO

EEEEEEEEEEE
AAAAAAAAAAAAAA
ssssssssss

&
\‘ & o
’ Q'ee&%
S0 =2
fusfiel




ELIKAGAIEN

SEGURTASUNAREN
ARLOKO IKERKETA
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AGROALIMENTARIA VASCA A e A en
>  TRANSFERENCIA DE
Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de e
almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccidon de micotoxinas.
RESULTADOS
2 Tratamiento Sin almacenar Almacenada
En el analISIS por qPCR Se ve que las leChuga,S total Posit. min max media DESVEST total Posit. min max media DESVEST |
de color verde a una temperatura Mas [ carasaa 4 3 1 108 45 53 4 4 29 2452 | 536 | 1193
elevada estan mas afectadas por Alternaria. [sataviacata-sa 1 1 3 1 1
Batavia CETE +AA 3 12 2452 540 1188 1 4 37 15 14
Batavia CETE -AA 1

La infeccion en las lechugas verdes es mas
abundante que en las lechugas rojas.

Roble CATA + AA

Roble CATA -AA

Roble CETE +AA

B B B B EEEEC

Roble CETE -AA

< El efecto del almacenamiento post-cosecha fue dependiente de las
“‘ condiciones ambientales.
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AGROALIMENTARIA VASCA D SO RINADAT™
= TRANSFERENCIA DE
H H 241 4 RESULTADOS DE
Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de SRetie L
almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas.
RESULTADOS
Almacenaje TeA TEN niento Sin almacenar Almacenada
postcosecha (p'g.kg_l'ec““ga) (ug.kg_llec"uga) total Posit. min max media DESVEST total Posit. min max media DESVEST
Batavia, CATA, con En venta + 49dias a ia CATA +AA 4 3 1 108 45 53 4 4 29 2452 536 1193
inéculo 4eC 0,06 0.12 ia CATA —AA 4 1 1 4 3 1 1
Batavia, CATA, con En venta + 49dias a 008 ia CETE +AA 4 3 12 2452 540 1188 4 1 4 37 15 14
GECiD LS , - ia CETE -AA 4 4 1
!Ba’tavia, CETE, con En venta + 42dias a 0,32 0,27 CATA + AA 4 4
inéculo 4°C R 4 4
?a’tavia, CETE, con En venta o+ 49dias a 0,40 0,54 CETE +AA 4 4
inéculo 42C CETE -AA 4 4

NG centracionas micotortias O AliernanaITicenusa e => Hay evidencias de que el almacenamiento post-cosecha fomenta la
Q% funciéon del almacenaje y las condiciones de crecimiento.

Tentoxina (TEN) y 4cido tenuazoico (TeA) produccidon de micotoxinas, ya que se detectaron en el 6% de las
almacenadas, y en ninguna de las muestras frescas.
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>  TRANSFERENCIA DE

Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de o

almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas.

RESULTADOS

Almacenaje TeA TEN —> El aumento en la temperatura y la concentracion de CO, durante el
postcosecha (18 k8 iechuga) (18 k8 jechuga) R . S . e -
crecimiento (simulacion de cambio climatico) puede incrementar el

Batavia, CATA, con En venta + 42dias a e i contenido en micotoxinas

inéculo 4eC ’ ’

Batavia, CATA, con En venta + 42dias a

inéculo 4°C 0,08 ) 7 : > e
— La concentracion de micotoxinas esta situada en el rango

Batavlia' CETE, con En venta + 42dias a 532 5 bajo/muy bajo de las descritas en la bibliografia y los informes de la

inéculo 4eC ’ ’ < z e
EFSA, lo que hace que el riesgo asociado a su consumo sea infimo

Batavia, CETE, con En venta + 42dias a

. 0,40 0,54

indculo 42C

f,&\\:\;@v’

V\¢\ .7 . . . £ 3 <

SomEEDtiacion oe ficoloriso f B T rat Gl IHIcghugEl -> Hay evidencias de que el almacenamiento post-cosecha fomenta la

funcién del almacenaje y las condiciones de crecimiento.

Tentoxina (TEN) y 4cido tenuazoico (TeA) produccidon de micotoxinas, ya que se detectaron en el 6% de las

almacenadas, y en ninguna de las muestras frescas.
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA g T ATTZAK
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»  TRANSFERENCIA DE
. ~ 71 z RESULTADOS DE
Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de AR

almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccidon de - sin inéculo
+ Con indculo
RESULTADOS CATA, cond. ambientales actuales
(22/182C, 400 ppm CO,)
CETE, cond. ambientales futuras
(26/22°C, 700 ppm CO,)
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En el cultivar verde, la aparicion de tanto del o I
: 3 7 O
hongo como de las micotoxinas es mas alta que 7
en la lechuga roja. e I
v O -
YV wn
(@) 8_ 15
Esto podria deberse al hecho que el cultivar rojo s I
tiene mayor capacidad de hacer frente al hongo H- a0 v
debido a su mayor contenido en fenoles. g 5
==
-+ -+ -+ -+
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3. RESULTADOS RELEVANTES PARA REDUCIR RIESGOS EN LA CADENA g S HATZAK

AGROALIMENTARIA VASCA | Qﬂ%%%%ﬂfi

>  TRANSFERENCIA DE
Evaluar los factores de cambio climatico (alta Ty elevado CO,) y el método de RESULIADOSDE

INVESTIGACION
almacenamiento que influyen en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas.

RESULTADOS
<
= . A pesar de ello, es relevante mencionar la baja
E / /f - capacidad de invasion de este hongo.
| |
g_ 50 - 1
§ ‘_I‘ 40 I T
= %0 I Esta baja capacidad de infeccion podria deberse a
+) - . .
88 % que ambos cultivares son capaces de incrementar
e su sistema antioxidante lo que les haria capaces
o o+ e sy de eliminar al hongo.
= CATA CETE  CATA  CETE
- Sin indculo
+ Con indculo
e’*é'v <«—— CATA, cond. ambientales actuales
V\@;@é" (22/182C, 400 ppm CO,) .
| v.(_’o CETE’ cond. ambientales futuras EUSKO JAURLARITZA g“ GOBIERNO VASCO
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4. ACTIVIDADES DE DIFUSION Y TRANSFERENCIA REALIZADAS
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D YARDUNAEDIA
JORNADAY ™

Titulo: Effect of climate change on two lettuce genotypes infected with Alternaria alternata:
analysis of fungus invasion, production of toxins and defense response

Autores: Jon Miranda-Apodaca, Iratxe Aguado, Unai Artetxe, Leire Martin-Souto, Andoni Ramirez-Garcia, Abel
Torre, Maite Lacuesta, José M2 Becerril, Andone Estonba, Amaia Ortiz-Barredo, Antonio Hernandez, Iratxe

Zarraonaindia & Usue Pérez-Lopez

Journal of Agricultural and Food Chemistry
Toxins
World Mycotoxin Journal
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1. OBIJETIVOS DEL PROYECTO TRANSFERITZEKO
D YARDUNAEDIA
JORNADAY ™

>  TRANSFERENCIA DE
RESULTADOS DE

1. Caracterizacion de los factores microbianos y ambientales (pre y postcosecha) que influyen en la INVESTIGACION
produccion de micotoxinas de Alternaria spp

2. Puesta a punto de métodos para evaluar la incidencia de Alternaria spp. y sus micotoxinas derivadas en
alimentos de consumo humano y animal.

3. Estudio prospectivo de la incidencia (presencia y abundancia) de especies del género Alternaria mediante
aproximaciones gendmicas en alimentos vegetales en la CAPV

4. Estudio prospectivo de la incidencia de micotoxinas producidas por el género Alternaria mediante
HPLC/UPLC en alimentos vegetales en la CAPV.

5. Evaluar los factores ambientales (temperatura, humedad, método de almacenamiento etc.) que influyen
en la proliferacion de Alternaria y la produccion de micotoxinas, para definir pautas de
manipulacion/almacenamiento del alimento

6. Establecer pautas para reducir el riesgo de contaminacion de Alternaria e ingesta de sus micotoxinas.
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5. CONTINUACION DEL PROYECTO EN 2022 (EN PROGRESO) TRANSFERITZEKO
D YARDUNAEDIA
JORNADAY

>  TRANSFERENCIA DE
RESULTADOS DE

Establecer pautas para reducir el riesgo de contaminacion de Alternaria e ingesta de sus INVESTIGACION

micotoxinas.

Estamos realizando una nueva revision bibliografica enfocandonos en los siguientes aspectos.

* Continuar con el estudio del efecto de las distintas condiciones ambientales (entendidas como estrés
para el hongo) sobre la produccién de micotoxinas.

e Caracterizar el efecto de los distintos tratamientos post-cosecha (entendidos como estrés para el
hongo) sobre |la produccion de micotoxinas.

e Conocer la variabilidad en las distintas cepas de Alternaria alternata para conocer su grado de
invasibilidad y su capacidad para generar micotoxinas.

‘% * Analizar la diferencia en produccion de micotoxinas en A. alternata crecida in vivo o in vitro (en
placa) y la termosensibilidad de las micotoxinas.
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