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RESUMEN

Aspergillus flavus Link es un hongo frecuentemente aislado en estudios am-
bientales. Es una especie productora de esclerocios, aspecto fenotipico que se
ha relacionado con la produccion de aflatoxinas y acido ciclopiazdnico. El ob-
jetivo de este estudio fue analizar las caracteristicas de los esclerocios de
cepas ambientales de A. flavus por su relacién con la biogénesis de micotoxi-
nas. Se midieron los esclerocios de 14 cepas de la Coleccidn de Cultivos Mi-
crobianos de la Facultad de Biologia y se realizd la deteccidn cualitativa de
aflatoxinas y acido ciclopiazdnico. Todos los esclerocios producidos por las
cepas fueron del morfotipo L (> 400um) y no se detectd la presencia de afla-
toxinas ni de acido ciclopiazdnico. El conocimiento de las caracteristicas mor-
foldgicas de estas estructuras de resistencia y su relacién con la biogénesis de
micotoxinas en las poblaciones de esta especie contribuye al conocimiento de
su diversidad en el neotrdpico.
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ABSTRACT

Aspergillus flavus Link is frequently isolated fungi in environmental studies.
This species produces sclerotia, a phenotypic feature that has been related to
the production of aflatoxins and cyclopiazonic acid. The objective of this study
was to analyze the characteristics of the sclerotia of environmental strains of
A. flavus due to their relationship with mycotoxin biogenesis. The sclerotia of
14 strains from the Microbial Culture Collection of the Faculty of Biology were
measured and the qualitative detection of aflatoxins and cyclopiazonic acid
was performed. All sclerotia produced were of the L morphotype (> 400 um)
and the presence of aflatoxins or cyclopiazonic acid was not detected.
Knowledge of the morphological characteristics of these resistance structures
and their relationship to the biogenesis of mycotoxins in populations of this
species contributes to knowledge of their diversity in the neotropics.
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INTRODUCCION

El género Aspergillus se divide en seis subgéneros:
(Circumdati, Nidulantes, Aspergillus, Fumigati,
Polypaecili y Cremei), segun el analisis filogenético,
los caracteres fenotipicos vy fisioldgicos. Cada subgé-
nero se divide en varias secciones de especies estre-
chamente relacionadas (Rudramurthy et al., 2019). La
seccién Flavi del subgénero Circumdati contiene es-
pecies que producen varias micotoxinas como aflato-
xinas, acido 3-nitropropidnico, acido tenuazdnico y
acido ciclopiazdnico (Frisvad et al., 2019). Dentro de
los principales especies productoras de aflatoxinas y
acido ciclopiazdnico en productos alimenticios desta-
ca Aspergillus flavus (Uka et al.,, 2017; Perrone y
Gallo, 2017). Las aflatoxinas tienen efectos carcinogé-
nicos y mutagénicos en animales y humanos. Ade-
mas, pueden ser inmunosupresoras ya que inhiben la
fagocitosis y la sintesis de proteinas (Zahra et al.,
2019). El &cido ciclopiazénico es un inhibidor especifi-
co de la ATPasa dependiente de calcio en el reticulo
sarcoplasmatico, lo que resulta en concentraciones
celulares alteradas de Ca®* (Duran et al., 2007).

La mayoria de las especies de Aspergillus de la sec-
cién Flavi pueden producir esclerocios (Frisvad et al.,
2014). Estas estructuras son agregados compactos de
hifas pigmentadas, que resisten condiciones ambien-
tales desfavorables y capaces de permanecer latentes
durante largos periodos de tiempo (Cotty, 1989).
Dentro de la variacidn fenotipica encontrada en los
esclerocios para los aislamientos de esta especie, se
establecen los morfotipos S y L. Las cepas S producen
numerosos esclerocios menores a 400um de diame-
tro y altas concentraciones de aflatoxinas (Chang et
al., 2002). A diferencia de las cepas L, que producen
escasos esclerocios, mayores de 400um de didmetro
y menor concentracidon de aflatoxinas (Bayman vy
Cotty, 1993; Horn et al., 2014).

Las condiciones climaticas y geograficas son determi-
nantes en la prevalencia y distribucion local de A.
flavus. Esta especie es frecuente en paises tropicales
como India, México, Pakistdn, Sudan y Arabia Saudita
(Rudramurthy et al., 2019). Varios estudios realizados
en Cuba la informan como abundante y frecuente en
ambientes interiores y exteriores (Almaguer y Rojas,
2013; Borrego y Perdomo, 2016; Sanchez et al., 2019).
Entre las cepas de A. flavus existe una gran diversidad
morfoldgica y toxigénica, por lo que la determinacion
de ambas caracteristicas puede brindar informacién
util para las practicas agrondmicas locales.
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El objetivo de este estudio fue analizar la relaciéon
entre los morfotipos de esclerocios y la produccién de
micotoxinas en cepas de Aspergillus flavus.

MATERIALES Y METODOS

Se midieron los esclerocios de 14 cepas ambientales
de A. flavus aisladas del aire y de diferentes sustratos
(Tabla 1), que se encuentran conservadas en la Colec-
cién de Cultivos Microbianos de la Facultad de Biolo-
gia (CCMFB). Para ello, se inocularon las cepas en
placas Petri con medio CYA (de sus siglas en inglés
Czapek Yeast Extract Agar), se incubaron a 28°C y se
observo la aparicién de los esclerocios desde los 7
hasta los 14 dias. Posteriormente, para disminuir la
exposicion de las investigadoras a los conidios, se co-
locaron las placas en una cdmara desecadora con
dietil éter por 24 horas y después se lavaron con
etanol. Se tomaron los esclerocios y se fijaron en por-
taobjetos con PVA (de sus siglas en inglés Polyvinyl
alcohol). Se determiné la forma y coloracion de
cincuenta esclerocios de cada cepa al microscopio
estereoscopio y se midieron en un microscopio de
campo claro Trinocular Zoel modelo N-2000 con lente
micrométrico. Los resultados de las mediciones se
expresaron con el promedio y su desviacion estandar.
Los esclerocios con dimensiones superiores a 400 um
se consideraron tipo L (del inglés large), mientras que
aquellos con diametro inferior a 400 um se considera-
ron tipo S (del inglés small), segun los criterios de Pil-
dain et al. (2004).

Para la deteccion cualitativa de acido ciclopiazdnico
se utilizaron discos de papel de filtro embebidos en el
reactivo de Ehrlich (4-dimetilaminobenzaldehido, di-
suelto en etanol al 96% y 4cido clorhidrico al 37%),
segun la metodologia propuesta por Frisvad y Samson
(2004) y aplicada por Samson et al. (2007) para la Sec-
cidn Nigri del género Aspergillus. La prueba se conside-
ré positiva con la aparicién de un anillo coloreado
(violeta, rosado, rojo o amarillo) en el papel y se deter-
mind el tiempo de la reaccidn. Para la determinacion
cualitativa de aflatoxinas se sembraron las cepas en
agar arroz (AA) modificado (32g de arroz, 8g de agar en
1L de agua destilada, pH 6). Se inocularon suspensio-
nes de conidios en el centro de series de tubos que se
incubaron en la oscuridad durante 10 dias. El reverso
de los cultivos se examiné periddicamente (2, 3, 7y 10
dias) bajo UV de onda larga (365nm) para observar la
emisidén de fluorescencia, con un tubo no inoculado
como control (Cutuli et al., 1991).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas de A. flavus evaluadas presentaron escle-
rocios marrones de formas variadas y con un diame-
tro de 603-1035 um (Fig. 1). En este sentido, Frisvad
et al. (2019) sefialan que las cepas de A. flavus produ-
cen generalmente esclerocios globosos o subglobosos
de 400 —700 um, aunque en algunas cepas se pueden
encontrar esclerocios mas pequefios y uniformes.
Asimismo, Perrone y Gallo (2017) informaron que en
general, la seccidon Flavi incluye especies con esclero-
cios oscuros, pequeios y alargados.

Todos los esclerocios producidos por las cepas de
A. flavus fueron del morfotipo L (> 400um de didme-
tro) (Tabla 1). Probst et al. (2010) demostraron que
las cepas de morfotipo L pueden ser toxigénicas o no
toxigénicas. En este estudio ninguna de las cepas pro-
dujo aflatoxinas en el medio natural AA modificado,
ni se detectd producciéon de acido ciclopiazdnico.
Varios autores han informado que poblaciones de
A. flavus con esclerocios tipo L, asociados a diferentes
cultivos agricolas, pueden producir solo aflatoxina B o
no producir aflatoxinas (Novas y Cabral, 2002; Molo
et al., 2019). Houbraken et al. (2014) sefalaron que
aproximadamente el 60% de las cepas de A. flavus no
producen aflatoxinas. Adicionalmente, existen formas
domesticadas de esta especie que han perdido la
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propiedad de producir esta toxina (Frisvad et al.,
2019). En contraste, Pildain et al. (2004) y Chang
(2009) han correlacionado la morfogénesis de estas
estructuras con la biogénesis de micotoxinas. Debido
a que la produccion de esclerocios, acido ciclopiazéni-
co, aflatoxinas B1 y B2 se encuentra regulada por la
expresion del gen veA (Duran et al., 2007). La elimina-
cion de este gen interrumpe o modula negativamente
la produccién de toxinas y el desarrollo de los escle-
rocios, segin han comprobado Cary et al. (2007) y
Amaike y Keller (2009). La evaluacion cuantitativa de
micotoxinas mediante la cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés high-
performance liquid chromatography), el ensayo de
inmunoabsorcidn enzimatica (ELISA, por sus siglas en
inglés enzyme-linked immunosorbent assay) y la cro-
matografia de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés
thin layer chromatography) pueden complementar los
resultados obtenidos (Dehghan et al., 2008). Estos
métodos son caros y requieren tiempo, por lo que la
medicién de esclerocios seria un paso previo en un
tamizaje de grandes cantidades de cepas de esta
abundante especie, especialmente en estudios ecolo-
gicos ambientales. En este sentido, Cutuli et al.
(1991) demostraron mediante pruebas cualitativas de
fluorescencia y TLC, la ausencia de aflatoxinas en me-
dios naturales de cepas de A. flavus.
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Figura 1. |-Fotografia de esclerocios de A. flavus al Microscopio Estereoscopio (10X) a los 14 dias de incubacién. II-Esquema
de los esclerocios de las cepas estudiadas: esclerocios variables (A - F), esclerocio alargado (G) y esclerocio esférico (H).

Barra: 700um.

Figure 1. I-Photograph of sclerotia from A. flavus to the Stereoscope Microscope (10X) at 14 days of incubation. II-Scheme of
the sclerotia of the strains studied: variable sclerotia (A - F), elongated sclerotia (G) and spherical sclerotia (H). Bar: 700um.
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Tabla 1. Procedencia, afio de conservacién y caracteristicas morfoldgicas de los esclerocios de las cepas de Aspergillus

flavus incluidas en el estudio.

Table 1. Origin, year of conservation and morphological characteristics of the sclerotia of the Aspergillus flavus strains

included in the study.

Cepas Procedencia Afo de conservacion Didmetro (um) Coloracién Forma
CCMFBH-80 Vitrina 2000 887 + 157 Marrén Esféricos
CCMFBH-105 Papel 2000 603 + 79 Marrén Esféricos
CCMFBH-109 Papel 2000 827 + 102 Marrén Alargados
CCMFBH-203 Textl 2003 913 + 159 Marrén Alargados
CCMFBH-569  Huesos conservados 2010 962 + 89 Marrén Esféricos
CCMFBH-573  Huesos conservados 2010 1039 + 128 Marrén Esféricos
CCMFBH-576  Huesos conservados 2010 829 + 129 Marrén Esféricos
CCMFBH-578  Huesos conservados 2010 687 + 59 Marrén Esféricos
CCMFBH-711 Aire exterior 2010 700 + 136 Marrén Irregulares
CCMFBH-708 Aire exterior 2015 1035 + 207 Marrén Esféricos
CCMFBH-693 Aire exterior 2015 1198 + 324 Marrén Irregulares
CCMFBH-721 Aire exterior 2014 2715 + 324 Marrén Esféricos
CCMFBH-736 Aire exterior 2015 764 + 123 Marrén Esféricos
CCMFBH-737 Aire exterior 2015 816 + 126 Marrén Esféricos

La mayoria de las investigaciones sobre la produc-
cién de micotoxinas estan dirigidas a la deteccion de
cepas toxigénicas en las areas de cultivo y almacena-
miento de alimentos (Martinez et al., 2013; Misihaira-
bgwi et al., 2019; Yang et al., 2020). Sin embargo, en
el aire se encuentran propagulos de varios hongos
potencialmente micotoxigénicos, que pueden deposi-
tarse sobre diversos sustratos, crecer y producir
dichas toxinas si las condiciones ambientales lo propi-
cian. La ingestion de estos metabolitos puede generar
carcinogénesis, teratogénesis, inmunosupresién vy
cuadros clinicos de neurotoxicidad, nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad, mielotoxicidad, toxicidad pulmonary
endocrina (Serrano y Cardona, 2015). Por lo que redu-
cir la emisién de aerosoles que contengan estos pro-
pagulos fungicos tanto en ambientes interiores como
exteriores constituyen una medida de prevencién
efectiva para mitigar sus efectos negativos.
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