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RESUMEN: Se evaluaron, desde el punto de vista cultural y morfoldgico, diez aislamientos puros de Asper-
gillus, obtenidos de semillas previamente desinfectadas de Leucaena leucocephala cv. Pert,
con el objetivo de identificar a qué especie(s) pertenecian. La siembra de los hongos se realizd
a partir de discos miceliales de 7 mm de didmetro, procedentes de cultivos de 10-15 dias de
edad, que fueron colocados en el centro de placas Petri de cristal de 9 cm de diametro y se
incubaron durante 10 dias a 25 °C, con alternancia de 8 h luz por 6 h oscuridad. El disefio
experimental fue completamente aleatorizado, y para cada aislamiento se utilizaron como ré-
plicas tres placas. Los aspectos culturales medidos fueron: el color de la colonia en el anverso
y el reverso, el didmetro, la textura, el crecimiento lineal (cm/dia), el crecimiento aéreo y la
pigmentacion del sustrato; y los morfologicos: el tamaifio, la forma y el color de las estructuras
con valor taxondmico para la determinacion de las especies de Aspergillus. Los aislamientos
No. 2, No. 3, No. 4 y No. 5 se correspondieron con la especie Aspergillus flavus Link; el No.
19, con Aspergillus wentii Wehmer; y los tratamientos No. 7, No. 20 y No. 21, con Aspergillus
niger van Tieghem. Se concluye que tres especies de Aspergillus se asociaron a las simientes
de leucaena almacenadas. Se recomienda continuar los estudios para lograr la identificacién de
los aislamientos No. 6 y No. 22 hasta el nivel de especie.

Palabras clave: almacenamiento de semillas, hongos

ABSTRACT: Ten pure isolations of Aspergillus, obtained from previously-disinfected seeds of Leucaena leu-
cocephala cv. Peru, were evaluated from the cultural and morphological point of view, in order
to identify to which species they belonged. The fungi were planted from mycelial discs of 7 mm
diameter, of cultures which were 10-15 days old, that were placed at the center of glass Petri
dishes of 9 cm diameter and were incubated forl0 days at 25 °C, with alternance of 8 h of light
by 6 h of darkness. The experimental design was completely randomized, and for each isolate
three dishes were used as replications. The cultural aspects measured were: color of the colony
on the obverse and reverse, diameter, texture, linear growth (cm/day), aerial growth and substra-
tum pigmentation; and the morphological aspects: size, shape and color of the structures with
taxonomic value for the determination of the Aspergillus species. Isolates No. 2, No. 3, No. 4 and
No. 5 were in correspondence with the species Aspergillus flavus Link; No. 19, with Aspergillus
wentii Wehmer; and treatments No. 7, No. 20 and No. 21, with 4spergillus niger van Tieghem.
It is concluded that three Aspergillus species were associated with the stored leucaena seeds. It
is recommended to continue the studies to achieve the identification of isolates No. 6 and No. 22
to the species level.
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INTRODUCCION

Aspergillus es considerado uno de los géneros
mas versatiles y cosmopolitas de la naturaleza, el
cual agrupa a diversos hongos de vital importancia
desde el punto de vista ecologico y econdmico, asi
como en la agricultura, la medicina y la industria.

Mayea et al. (2004) informaron la relevancia de
dicho género en el ciclo del carbono, en el que estos
hongos desdoblan el almidén y, conjuntamente con
otros microorganismos, participan en la descompo-
sicioén de la celulosa, la hemicelulosa y la quitina.
Ademas, reconocieron su labor en el ciclo del fosfo-
ro y en la degradacion de los compuestos carbona-
dos y nitrogenados presentes en el suelo.

Por otra parte, algunas de las especies de As-
pergillus se destacan en la produccion de acidos
organicos, antibioticos, enzimas y otras sustancias
toxicas llamadas micotoxinas (Saha et al., 2009;
Gonzalez, 2009). También, actian como biorregu-
ladores de plagas y descomponedores de la materia
vegetal muerta en el suelo, y constituyen agentes
causales de enfermedades de las plantas, los anima-
les y los humanos (Nicholls, 2008; Mohammadi et
al., 2009; Scazzocchio, 2009; Buzina, 2013).

Asimismo, la literatura internacional reconoce
a Aspergillus por su condicion de contaminante y
patogeno de las semillas (Mittal y Mathur, 2002;
Anon, 2010). En el caso particular de Leucaena
leucocephala cv. Peru, Lezcano et al. (2007) in-
formaron que dicho género afectd a las simientes
germinadas y podridas de esta arborea, lo que pro-
voco pérdidas en su calidad y viabilidad. De igual
forma, Alonso et al. (1996) reportaron afectaciones
de hasta un 42,68 % en sus semillas, almacenadas
al ambiente.

A pesar de lo antes expuesto no se han identifica-
do totalmente, hasta el nivel taxonémico, las especies
de Aspergillus detectadas y aisladas de las semillas de
leucaena, y en la literatura consultada solo apare-
ce informado dicho género. Por ello es necesario
identificar las especies de Aspergillus que mas se
asocian a las semillas de esta leguminosa, con base
en su caracterizacion cultural y morfologica, lo que
constituyd el objetivo de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. La investigacion se realizd
en el laboratorio de micologia vegetal del Centro
Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), en
Mayabeque, Cuba; y en el laboratorio de proteccion
de plantas de la Estacion Experimental de Pastos y
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Forrajes Indio Hatuey, ubicada en la provincia de
Matanzas, Cuba.

Material vegetal. Los aislamientos se hicie-
ron de semillas de L. leucocephala cv. Pert, con 6
y 18 meses de almacenamiento al ambiente, proce-
dentes del almacén de la finca de semillas La Rioja
—que pertenece a la Empresa Pecuaria Marti (pro-
vincia de Matanzas, Cuba).

Desinfeccion de las semillas. Las semillas
fueron previamente lavadas con abundante agua co-
rriente, durante 10 minutos, y desinfectadas con hi-
poclorito de sodio al 1 %, durante 3 minutos, y con
alcohol al 70 %, por 45 segundos. Posteriormente,
se lavaron tres veces con agua destilada estéril (des-
infeccion completa) y se secaron sobre laminas de
papel de filtro a temperatura ambiente, durante 20
minutos, en un cuarto aséptico.

Prueba de sanidad a las semillas. Se apli-
o el test de cdmara humeda, segun el ISTA (1999), y
se utilizaron 400 semillas (cuatro réplicas de 100
semillas por cada periodo de almacenamiento). En
dicha prueba, las estructuras fungicas que se detec-
taron en las semillas infectadas se aislaron con el
empleo de agujas previamente desinfectadas y con
un estereomicroscopio Zeiss SV-6.

Aislamientos en estudio. Se utilizaron
diez aislamientos puros de Aspergillus spp. (No. 2,
No. 3, No. 4, No. 5, No. 6, No. 7, No. 19, No. 20, No.
21 y No. 22), obtenidos de las semillas infectadas de
leucaena, los cuales fueron cultivados inicialmen-
te en medio agar papa y dextrosa (APD), dentro de
tubos de cristal de 150 x 20 mm, y conservados en
cémara fria a 10 °C.

Aspectos culturales. Como aspectos cul-
turales se midieron: el color de la colonia en el an-
verso y el reverso, la textura, el crecimiento lineal
(cm/dia), el crecimiento aéreo y la pigmentacion
del sustrato. El medio de cultivo utilizado fue Agar
Czapek (AZ), recomendado por Raper y Fennell
(1965), Onions (1966a, 1966b) y Singh et al. (1991).
Para cada aislamiento se utilizaron tres placas Petri
de cristal, de 9 cm de didmetro, y cada una de ellas
constituy6 una réplica.

La siembra de los hongos se realizo6 a partir de dis-
cos miceliales de 7 mm de didmetro, procedentes de
cultivos de 10-15 dias de edad, los cuales fueron coloca-
dos en el centro de cada placa. Dichas placas se sellaron
con papel parafinado y se incubaron durante 10 dias a
25 °C, con alternancia de 8 h uz por 16 h oscuridad.

Para el crecimiento micelial de cada aislamiento
se midi6 el diametro de la colonia (dos mediciones
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diarias,alas8:00a.m.y4:00 p. m., hastael decimoquinto
dia). La pigmentacion se evalué de modo cualitativo,
por apreciacion visual del pigmento producido y por su
intensidad. La coloracion de la colonia se determind a
partir de la carta de colores de Rayner (1970).

Aspectos morfoldégicos. Los aislamientos
se caracterizaron morfoldogicamente, teniendo en
cuenta el tamafio, la forma y el color de las estruc-
turas, las cuales fueron descritas por Raper y Fen-
nell (1965), Onions (1966a, 1066b) y Singh et al.
(1991) para la determinacion de las especies de As-
pergillus. Ademds se consideraron los criterios ex-
puestos por Minter et al. (1985), Klich y Pitt (1988)
y Abarca (2000). Las observaciones se realizaron a
partir del montaje de numerosas preparaciones mi-
croscopicas, y se hicieron 50 mediciones para cada
tipo de estructura, con el empleo de un microscopio
optico Zeiss Estandar 25.

Para la identificacion de los agentes fun-
gosos se utilizaron las claves taxondmicas de
Raper y Fennell (1965), Onions (1966a, 1966b) y
Singh et al. (1991).

Diseiio experimental y analisis estadis-

tico. Se empled un disefio completamente aleatori-
zado, y los datos se procesaron estadisticamente a
partir de un analisis descriptivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los aislamientos No. 2, No. 3, No. 4
y No. 5 (fig. 1), que se cultivaron en AZ a 25 °C,
se obtuvieron colonias de crecimiento superficial
abundante (con 63-66 y 70-77 mm, como promedio,
al séptimo y decimotercer dias de incubacion, res-
pectivamente) y de crecimiento aéreo escaso, afiel-
tradas y de tipo zonal. Dichas colonias presentaron en
el anverso una coloracion verde amarillenta, con una
zona radial de color blanco cerca de los bordes; mien-
tras que el reverso se observo incoloro, aunque en dos
aislamientos (No. 3 y No. 4) se pudo notar una colora-
cion parda. En cuanto a la pigmentacion del medio, no
se evidenci6 ningun cambio durante la investigacion.

Desde el punto de vista morfoldgico, los ais-
lamientos presentaron las siguientes estructuras:
cabezas conidiales de color verde amarillento, no
compactas y tipicamente radiadas (de 322 a 475 pum
de didmetro), las cuales se dividieron en varias co-
lumnas escasamente definidas (fig. 2a); conidiéforos
hialinos y, en ocasiones, con tonalidades amarillo
claro, de paredes gruesas, rugosos, usualmente de
1 mm de largo y 10-18 um de diametro, localiza-
dos justo debajo de la vesicula; vesiculas alargadas
cuando eran jovenes y subglobosas a globosas o esfé-
ricas con la edad, de 35,75 um de didmetro; métulas de
7,5 x 4,8 um; fidlides usualmente de 7,0 x 3,3 pm, que

No. 2 No. 3

Figura 1. Aislamientos de Aspergillus flavus.

b

Figura 2. a) cabeza conidial, b) conidios de A. flavus (x 150).

No. 4 No. 5
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nacen sobre las vesiculas; conidios equinulados,
globosos, verdoso-amarillentos, de 3,5-4,13 um (fig.
2b). Tales caracteristicas coinciden con las citadas
por Raper y Fennell (1965), Onions (1966a), Singh
et al. (1991) y Guevara ef al. (2007) para la especie
A. flavus Link.

De manera similar, Abarca (2000) report6 colo-
nias de color verde olivaceo a verde amarillento —en
Agar Czapek extracto de levadura (CYA) y Agar
Czapek extracto de levadura con 20 % de sacarosa
(CY20S)—, y de reverso incoloro o ligeramente ama-
rillo palido; asi como cabezas conidiales radiadas,
vesiculas esféricas y conidios globosos y rugosos.
Estos aspectos morfoculturales coinciden con los
citados por EMSIBA (2013), al cultivar esta especie
fungosa a 25-35 °C en Agar Malta (AM). Ademas,
se corrobord lo planteado por Mohammadi et al.
(2009) acerca de la produccion de conidios de color
amarillo a verde olivo, que se observan cuando se
cultiva 4. flavus en medio AZ.

Con respecto al aislamiento No. 19, sus colo-
nias presentaron un crecimiento rapido al séptimo

y décimo dias de incubacion (fig. 3a), a 25 °C en
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AZ (45 y 70 mm como promedio). Ademas tuvieron
una coloracion amarillo-carmelitosa en el anverso
y crema en el reverso. Entre los caracteres morfo-
logicos que mas distinguieron a este aislamiento
se destacan: la presencia de cabezas conidiales de
color carmelita, radiadas, con columnas de espo-
ras usualmente en cadenas, y de tamafio variable
—de 201-300 pm de diametro como promedio— (fig.
3b); esterigmas biseriados; conidioforos lisos y hiali-
nos; asi como conidios de color carmelita, globosos,
equinulados y de 35-40 um de diametro.

De acuerdo con las caracteristicas descritas
con anterioridad, se pudo corroborar lo planteado
por Raper y Fennel (1965) para la especie Aspergi-
llus wentii Wehmer.

Las colonias de los aislamientos No. 7, No. 20
y No. 21 (fig. 4a) —cultivadas en medio AZ e in-
cubadas a 25 °C— mostraron en el anverso, al de-
cimoquinto dia, las siguientes caracteristicas:
crecimiento lineal de 60-65 mm, como promedio;
coloracion blanca, inicialmente, que cambi6 a car-
melita oscuro y negro con el desarrollo del cultivo;
y textura polvorienta, plana y granular. Por otra

IFigura 3. a) colonia, b) cabezas conmdiales de A. wentii (x 40), evaluada

a los 10 dias de incubacion.

a

C

Iigura 4. Colonia de A. niger cultivada en AZ a 25 °C. a) anverso, b) cabeza conmidial (x 40), ¢) conidios

(x 200).
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parte, en el reverso estas colonias permanecieron
generalmente incoloras, aunque en el aislamiento
No. 20 se pudo observar una coloracién blanca que
alcanzo tonalidades amarillas.

Con respecto a las caracteristicas morfologi-
cas, se observo lo siguiente: cabezas conidiales ra-
diadas, globosas, con apariencia de color carmelita
a negruzco a simple vista (fig. 4b), entrelazadas o
divididas en columnas; conidiéforos lisos, hialinos
o ligeramente carmelitas cerca del apice, de 2,05 x
14,48-16,80 um; vesiculas globosas o casi globosas
que producian fidlides alrededor de ellas, las cuales
eran biseriadas y tenian una longitud uniforme en
la mayoria de los casos, de 6,6-9,5 x 2,5 um, y co-
nidios globosos, oscuros —de color castafio a marron
y negro— (fig. 4c) y a menudo rugosos, de 4,2-5,0 um
de diametro.

Como resultado de esta caracterizacién se
corrobor6 lo descrito por Raper y Fennell (1965),
Onions (1966b), Singh et al. (1991), Castaineda
(2001), CABI (2003) y Guevara et al. (2007) para la
especie Aspergillus niger van Tieghem.

Abarca (2000) obtuvo un resultado similar al re-
portar la presencia de colonias densas, de granulares
a flocosas y de color negro o marrén oscuro cuando
cultivo este hongo sobre los medios CYA y AM; di-
chas colonias, en ocasiones, permanecian incoloras o
amarillas en el reverso. Asimismo, informo caracte-
risticas microscopicas similares a las observadas en
esta investigacion: presencia de cabezas conidiales
biseriadas y radiales; vesiculas casi esféricas; métu-
las que ocupaban toda la superficie de la vesicula y
conidios de color marrén, globosos y rugosos.

Por su parte, las colonias de los aislamientos
No. 6 y No. 22, desde el punto de vista cultural,
tenian en el anverso una coloracion verde olivo
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con tonalidades amarillentas —cultivadas en medio
AZ—; mientras que en el reverso se observaban in-
coloras. Ademas, eran radiadas, con bordes regula-
res (fig. 5), y de crecimiento superficial abundante
(70-90 mm como promedio al séptimo y decimo-
tercer dias de incubacion a 25 °C) y crecimiento
aéreo escaso. Por otra parte, se constataron como
caracteres morfoldgicos: cabezas conidiales de co-
lor verde a amarillo palido, pobremente definidas,
las cuales se tornaron carmelitas con la edad del
cultivo, de 420-438 um de diametro; conididforos
lisos, hialinos, de 14-17 um; y conidios globosos
que mostraron una coloracion oscura. Sin embar-
g0, en ambos aislamientos no se pudieron definir
exactamente sus métulas y fidlides, ni el tipo de es-
terigma que las caracteriza. Estos aspectos deben
ser investigados en estudios posteriores, o a través
de técnicas mas modernas como las moleculares.
No obstante, la caracterizacion descrita coincide
con la informada por Barnett y Hunter (1999) para
las especies del género Aspergillus, por lo que estos
agentes fungosos se clasifican como Aspergillus sp.

CONCLUSION

La caracterizacion cultural y morfologica realizada
alos 10 aislamientos en estudio permite concluir que
se identificaron tres especies de Aspergillus, asocia-
das a las semillas de L. leucocephala cv. Pert; estas
fueron: A. flavus Link, A. wentii Wehmer y A. niger
van Tieghem. Se recomienda continuar los estudios
con los aislamientos No. 6 y No. 22, para completar
su identificacion hasta la categoria de especie.
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