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RESUMEN
|
El efecto de la actividad de agua (0,85, 0,90, 0,95, 0,98, 0,995) sobre el crecimiento y la esporu-
lacion de Aspergillus niger fue estudiado a distintas temperaturas (15 y 25 °C). La maxima ratio
de crecimiento de la especie se registr6 a una actividad de agua de 0,98, y se observé desarrollo
en todo el intervalo ensayado salvo a 0,85 y 15 °C. Ademads, se investigaron sus caracteristicas
morfologicas y culturales en las distintas condiciones de experimentacion. A. niger esporuld en
casi todas las actividades de agua y temperatura. Ambos factores y su interaccion tuvieron un
efecto significativo sobre el desarrollo de la especie.

PALABRAS CLAVE: actividad de agua, Aspergillus niger, temperatura, esporulacion, ecofi-
siologia fungica.

ABSTRACT
|
The effect of water activity (0.85, 0.90, 0.95, 0.98, 0.995) on the growth and sporulation of 4s-
pergillus niger was studied at different temperatures (15 and 25 °C). Maximum fungal growth
rate occurred at water activity of 0.98, with growth being observed throughout the tested interval
except at 0.85 and 15 °C. In addition, morphological and cultural features were studied in the
different experimental conditions. This species sporulated at almost all conditions. Both factors
and their interaction had a significant effect on the development of the species.
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INTRODUCCION

Aspergillus niger P. E. L. van Tieghem es un hongo ascomiceto, saprdéfito, filamentoso de repro-
duccion asexual que pertenece a la seccion Nigri dentro del género Aspergillus, en el que se han
descrito unas 350 especies [1].

La especie destaca por tener un gran interés en la industria farmacéutica, quimica y alimentaria
ya que se utiliza principalmente para la produccion de acidos organicos (acido citrico, acido oxalico,
acido glucdnico), enzimas (poligalacturonasa, polimetilgalacturonasa, pectinliasa, pectinesterasa) y
otros compuestos bioactivos con aplicaciones diversas [2-4].

En la naturaleza, es un hongo ampliamente distribuido, caracteristico de zonas climaticas templa-
das, que ha sido aislado de una amplia variedad de sustratos entre los que se encuentran frecuente-
mente los cereales, entre ellos, el arroz.

Durante el almacenamiento, 4. niger junto con otras especies pertenecientes a distintos géneros
son las responsables del deterioro del cereal. Su aparicion tifie el grano de una coloracion negruzca,
produciendo, ademas, una inhibicion de la germinacidn, calentamiento, amohosado, apelmazado y fi-
nalmente la pudricion de la semilla. Ademas, fruto de su metabolismo secundario, se pueden producir
diversos compuestos como la ocratoxina A y las fumonisinas que pueden generar a largo plazo efectos
adversos en el ser humano [5].

La presencia del hongo generalmente es mas numerosa en los granos rotos o descascarados, por lo
que constituyen centros potenciales de infeccion cuando se verifican las condiciones de humedad y
temperatura propicias para su desarrollo.

El objetivo principal de este estudio fue investigar el efecto de la actividad de agua sobre el creci-
miento y la esporulacion de Aspergillus niger a distintas temperaturas. Al mismo tiempo se estudiaron
los caracteres morfologicos y culturales de la especie en las condiciones ensayadas.

METODOS

Aislado y medio de cultivo

Aspergillus niger fue aislada en el laboratorio de Biologia Vegetal del Departamento de Ecosiste-
mas Agroforestales de la Universitat Politécnica de Valéncia de muestras de granos de arroz con un
periodo de almacenamiento de 9 meses.

El medio de cultivo utilizado para el ensayo fue agar extracto de arroz (AEA), que se obtuvo a
partir de granos de arroz cascara. Los distintos valores de agua experimentados (0,85, 0,90, 0,95, 0,98
y 0,995) se consiguieron afiadiendo al medio distintas cantidades de glicerol [6].

Inoculacion y medida del crecimiento individual

En total se realizaron 10 tratamientos combinando 5 actividades de agua (0,85, 0,90, 0,95, 0,98,
0,995) y dos temperaturas (15 y 25 °C).
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Para el estudio macroscopico, en cada una de las placas se inocularon en el centro discos de § mm
de diametro obtenidos de la periferia de colonias puras de A. niger crecidas en agar patata dextrosa
(PDA) a 25 °C durante 5 dias, y se incubaron en las mismas condiciones durante una semana.

El experimento se repitio cinco veces. El crecimiento fue registrado diariamente mediante la medi-
cion por colonia fungica de dos didmetros perpendiculares. Para calcular la ratio de crecimiento (mm
dia') se realiz6 una regresion lineal de los radios (mm) frente al tiempo (dias). El programa utilizado
fue Excel 2016 (Microsoft, EE. UU.).

Al final y durante este periodo, se observaron los cultivos a simple vista o con ayuda de una lupa
y se registraron las caracteristicas culturales.

Ensayo microscopico

Para el analisis de la especie con el microscopio electronico de barrido de bajas temperaturas, una
suspension de esporas se sembré en cuadrados de agar de extracto de arroz de 1 cm y se incubd a las
distintas temperaturas y actividades de agua durante 5 dias. El estudio en el microscopio dptico se
realiz6 adaptando la técnica del microcultivo descrita por Garcia de Lomas, en las mismas condicio-
nes de experimentacion [7].

Analisis estadistico

Para verificar la influencia de los factores a , temperatura (T), asi como sus interacciones sobre el
crecimiento fungico de la especie, se realizo el test de analisis de la varianza (ANOVA) con valores
de significacion de P< 0,01. El programa utilizado fue Statgraphics Centurion XVII (Stat Point, Inc.,
Herndon, Virginia, EE. UU.).

RESULTADOS

Caracteres culturales

Macroscopicamente, A. niger formo en todas las temperaturas y actividades de agua ensayadas
colonias blanquecinas con una textura aterciopelada, en las que se apreciaron al cabo de una semana
las cabezas conidiales negras dispuestas irregularmente o formando circulos concéntricos alrededor
del inoculo inicial a 0,995, 0,98 y 0,95 a 25 °C (figura 1). El reverso también fue blanquecino, muchas
veces dificil de distinguir de no ser por las cabezas conidiales.

Ratios de crecimiento

A ambas temperaturas, el maximo crecimiento de A. niger se produjo a una actividad de agua de
0,98, siendo las ratios de crecimiento de 5,78 mm-dia' a 25 °C y 1,78 mm-dia "' a 15 °C (figura 2).
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Ademas, a 0,995y 0,95 a las ratios de crecimiento fueron muy similares, sin que se registrara casi
variacion. Sin embargo, durante los cinco dias de medicion solo se observo crecimiento a 25 °C en
todas las actividades de agua ensayadas, pero no a 15 °C, ya que a 0,85 a_ este fue nulo.

El desarrollo de la especie siempre fue mayor a 25 °C que a 15 °C en todas las actividades de agua
ensayadas.

Laa_ y T tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento de 4. niger (P< 0,01) (tabla 1). Al
analizar los graficos LSD de comparacion de medias de la actividad de agua y temperaturas, se obser-
v6 que estas diferencias fueron significativas entre la actividad de agua de 0,90 y 0,95 y entre 25 °C
y 15 °C (datos no mostrados).

0.995

Fig. 1. Colonias de siete dias de 4. niger crecidas a distintas actividades de agua y temperaturas.
Fila A: 25 °C. Fila B: 15 °C. Fuente: elaboracion propia.
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Fig. 2. Influencia de la actividad de agua sobre la ratio de crecimiento de 4. niger
en AEA en funcion de la temperatura
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Tabla 1. Analisis de la varianza del crecimiento de 4. niger; significancia de los factores
actividad de agua (a_), temperatura (T) y su interaccion (a, x T).**P< 0,01

Factor GL CM F-ratio P-valor
a, 4 541,941 32,32 0,0000%*
T 1 2566,86 153,10 0,0000%*
a,xT 4 235,09 14,02 0,0000%*

Caracteres morfologicos

Microscopicamente esta especie mostrd hifas septadas hialinas con conidioforos de pared lisa.
Cabeza conidial globosa o subglobosa con métulas y fidlides a partir de las cuales nacian las esporas
asexuales. Conidios globosos o subglobosos de pared rugosa y que presentaban una especie de protu-
berancias entrelazadas (figura 3).

A. niger esporuld en todas las temperaturas y actividades de agua, descartandose su estudio a 0,85
a por ser €l crecimiento minimo o nulo. A 0,98 a_ y 25 °C el nimero de esporas observadas fue mayor.

A 0.95 15°C X200

€ 0.98 15°C X400

Fig. 3. Micrografias de microscopia dptica (LM) y microscopia electronica de barrido de bajas
temperaturas (Cryo-SEM) de 4. niger a distintas temperaturas y actividades de agua. A, B,
C, D, E, F: Conididforos y cabezas conidiales. G: Conidios. Fuente: elaboracion propia.
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DISCUSION

Este ensayo realiz6 un estudio ecofisiolégico de la especie Aspergillus niger a distintas temperatu-
ras y actividades de agua en agar extracto de arroz.

La actividad de agua 6ptima registrada para la especie fue de 0,98. En un estudio donde el hongo se
inocul6 en agar extracto de malta en las que las distintas actividades de agua (0,90-0,99) se regularon
con glicerol y NaCl, su crecimiento 6ptimo se produjo a unos valores de actividad de agua de 0,93 y
0,95 respectivamente [8]. Astoreca et al. obtuvieron que el mayor desarrollo de la especie se produjo
20,97 a_y 30 °C cuando se inocul6 en medios obtenidos a partir de cacahuetes, granos de maiz, uvas
secas y semillas de café [9]. En otros ensayos el hongo mostré unas actividades de agua optimas de
0,995 a 30 °C, 0,98 a 35 °C y 0,95 a 28 °C cuando crecio6 sobre Czapek con extracto de levadura, un
medio sintético obtenido a partir de jugo de uva y otro elaborado a partir de cebada [10-12].

La especie mostrd un mayor desarrollo fingico a 25 °C. Para este hongo se han descrito temperatu-
ras Optimas de 25-44 °C, 30 °C y 37 °C en maiz y en otros medios naturales y sintéticos [9,11,13,14].

Aspergillus niger se desarroll6 en todas las actividades de agua experimentadas salvo a 0,85 a_ a
15 °C. Previos estudios han obtenido rangos de crecimiento de la especie de 0,77-0,99, 0,86-0,99 en
diferentes medios de cultivo [15].

El hongo esporuld en todas las condiciones ensayadas. En agar extracto de malta se observé que la
formacion de conidios fue mas abundante a 0,97 y a 35 °C [8].

La minima actividad de agua de desarrollo se produjo a 0,85. Esta misma actividad fue registrada
en un ensayo realizado previamente, pero Marin et al., al igual que en la presente investigacion, ob-
tuvieron que la actividad minima de crecimiento a 15 °C fue de 0,90 a_[9,14].

Los factores ecofisiologicos de actividad de agua, temperatura y su interaccion tuvieron un efecto
significativo sobre el desarrollo de la especie, coincidiendo los resultados obtenidos con otras inves-
tigaciones [8-12,16,17].

Aspergillus niger se muestra como un hongo xerofitico capaz de crecer en una amplia variedad de
condiciones. Su desarrollo viene determinado por diferentes factores intrinsecos a la especie como ex-
trinsecos. Conocer estos factores es fundamental para poder establecer estrategias futuras de control.
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