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RESUMEN

Los hongos de la especie Aspergillus niger exhiben una serie de propiedades que pueden ser aprovechadas desde la
biotecnologia. En la actualidad estas propiedades son utilizadas para la mico-remediaciéon de espacios contaminados por
compuestos recalcitrantes como los hidrocarburos, en especial la fraccion aromatica la cual es la de mayor interés
ambiental. Se aislo una cepa de 4. niger a partir de muestras de La Bahia de Amuay la cual fue seleccionada en medios
suplementados con antraceno como representante de los HPA a 400 ppm, probada en un ensayo de factibilidad en medios
de cultivos y aplicando ensayos de tratabilidad en muestras de agua de La Bahia por medio de Biorremediacion in vitro. La
cepa fue identificada macroscopicamente mediante cultivos en placa de Petri y microscopicamente por el método de camara
humeda, los diversos cuerpos fructiferos fueron analizados mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB). La cepa
evaluada present6 una alta capacidad de eficiencia de remocidon 75% en el ensayo de factibilidad y logré remover el 100%
de los hidrocarburos en el ensayo de tratabilidad. El analisis morfoestructural mostr6 caracteristicas distintivas de la especie
en las hifas y las diversas partes de los cuerpos fructiferos. Los conidios presentaron cambios que proponen una
modificacion morfologica celular de la espora asexual frente a un ambiente adverso con contaminantes de interés ambiental
como los HPA.

Palabras Claves: Aspergillus niger, Hidrocarburos, Bahia de Amuay

MICROANALYSIS OF A STRAIN Aspergillus niger CATALYZING POLYCYCLIC HYDROCARBONS
AROMATICS HPA

ABSTRACT

Fungi of the species Aspergillus niger exhibit a number of properties that can be exploited from biotechnology. Nowadays
these properties are used for the mico-remediation of contaminated recalcitrant compounds such as hydrocarbons, specially
aromatic moiety spaces which is the largest environmental interest. strain of 4. niger was isolated from samples of Bay
Amuay which was selected in media supplemented with anthracene as a representative of the HPA 400 ppm, tested on a test
feasibility in culture media and applying treatability tests in samples of water from the bay through Biorremediation in vitro.
The strain was identified macroscopically using Petri dish cultures and microscopically by wet chamber method, the various
fruiting bodies were analyzed by Scanning Electron Microscopy (SEM). The strain evaluated presented high capacity of
75% removal efficiency in achievement test feasibility and remove 100% of the hydrocarbons in the treatability test.
Morphostructural analysis showed the distinctive characteristics of the species in the hyphae and the various parts of fruiting
bodies. The proposed changes conidia presented a cellular morphological modification of asexual spore against an adverse
environment with contaminants of environmental interest as the HPA.

Keyword: Aspergillus niger, Hydrocarbons, Amuay Bay.

INTRODUCCION

La Bahia de Amuay es un espacio geografico marino de la exposiciéon con este tipo de compuestos por la
costero donde es posible aislar cepas de hongos que actividad petrolera de la zona. Estudios sobre el tema
metabolizan hidrocarburos debido a su capacidad inducida sugieren que hongos del género Aspergillus sp. degradan
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diversas fracciones del petroleo [1, 2, 3], en especial las
pertenecientes a la especie Aspergillus niger quienes han
mostrado ser versatiles en la degradacion de la fraccion
aromatica [1, 4, 5]. Esto se debe a la capacidad que posee
en la colonizacion de diversos habitats [6], lo que propone
el interés ambiental de este hongo como un conspicuo
agente natural controlador de compuestos xenobioticos, y
recalcitrantes como los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPA) en el agua, suelo y los bioaerosoles de
zonas que historicamente presentan niveles de estos
contaminantes de interés ambiental, como en el caso de La
Bahia de Amuay, espacio ceruleo en donde es posible
encontrar una microbiota que se encuentra adaptada y
coopera para la busqueda de un equilibro frente a los
cambios que se producen producto de la actividad
antropica. Este hecho natural puede mostrar un cambio en
la optica sobre el estudio de la micologia hacia una vision
de interés ambiental, poniendo de manifiesto el efecto de
la micorremediaciéon o uso de hongos microscopicos para
la descontaminacion de espacios ambientales, en la
busqueda de soluciones factibles de la descontaminacion
de espacios impactados por hidrocarburos. Es por ello que
exploramos tecnologias de biorremediacion ambiental con
hongos microsporidicos como 4. niger, que poseen un
arsenal proteico enzimatico capaz de generar una
bioconversion de compuestos como los HPA [7].
Diversos estudios documentan que los hidrocarburos
policiclicos aromaticos pueden ser removidos del agua [8,
9, 1] en un proceso carbonoclastico que incluye la ruptura
del anillo aromatico por enzimas fingicas que permiten la
asimilacion es este tipo de carbono el cual es incorporado

a la biomasa fingica de este tipo de microorganismo [10].
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MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio.

La cepa fue aislada de muestras de agua colectadas en
envases previamente esterilizados, tomadas en diez puntos
equidistantes en un transepto de 9 km, en el lugar mas
cercano al area petrolera de La Bahia de Amuay (Figura
1). La ubicacion georeferencial de la zona de estudio se
encuentra en el cuadrante de 11°45° Ny 70° 13° O, en el
lado Oeste de la Peninsula de Paraguana. Esta zona
geografica esta clasificada como una Bahia abierta, con
una estructura geomorfoldogica conformada por una
planicie litoral con sistema de relieve de playa y terraza
litoral y areas de acantilados a los que les precede una
zona completamente plana que genera una linea de costa
concava, moldeada por el movimiento del mar, que
presenta dos zonas de playa definidas, en la que se
alternan especies botanicas de Avicennia germinans L.
que generan parches ecologicos de manglares en
crecimiento. De esta manera La Bahia de Amuay se
constituye un accidente geografico o porcioén de mar entre
dos cabos, en la que existen obras de ingenieria portuaria
petrolera como la refineria de Amuay y un area urbana
donde se encuentra la poblacion ancestral de pescadores

de la que deriva el toponimo de la zona.

Aislamiento.

La especie 4. niger, se aisld a partir de agua colectada en
La Bahia de Amuay, en agar Czapek-Czapek Dox
preparado en placa de Petri por triplicado a una
concentracion de K,HPO, 1,0g; NaNO; 2,0g; KCI 0,5g;
MgSO,7H,0 0,5g; FeSO,7H,0 0,001g; Agar 15,0g
esterilizando a 121 °C a pH 5,5 [11], mas cloranfenicol
0.4 g/L para inhibir el crecimiento de bacterias saprofitas,
enriqueciendo los medios con 5% v/v de antraceno a 400
ppm diluido en n-hexano y otros utilizando 30g sacarosa
como control positivo, y un grupo al que no se le adiciond

fuente de carbono como control negativo.
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Fig. 1. Zona de estudio, La Bahia de Amuay, Peninsula de
Paraguand estado Falcon. Foto-georreferenciacion
tomada de: http://mapmaker.nationalgeographic.org/,
Modificado en ArcGIS Online, esri ©
https://www.arcgis.com/home/ consultado 01/10/2015.

Ensayo de Factibilidad.

El ensayo de factibilidad consistio en la evaluacion de la
cepa para determinar su capacidad de remocion de
hidrocarburos policiclicos aromaticos en medios de
cultivo liquido. El experimento se realizo en dos grupos
con el motivo de evaluar la biomasa y los (HPA) en las

mismas condiciones experimentales. Para ello se
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propagaron esporas en medio Sabouraud utilizando
botellas de vidrio de 125 mL de forma inclinada, e
incubados a 30°C por 10 dias [12]. Cada envase fue
resembrado por el método de estria con asa de platino. De
la cepa se colectaron esporas en una solucion salina estéril
al 0,9 % con un factor de dilucion de 10x, posteriormente
se contd la concentracion de esporas en un microscopio
optico, aplicando el método en camara de Neubauer [13],
el inoculo se ajust6 a 1,5 x10° esporas/uL. Fueron creados
microambientes en tubos de ensayo con tapa rosca de
16x150 mm con capacidad de 20 mL para la evaluacion
de la unidades experimentales, estos fueron preparados
con 10 mL de medio de cultivo liquido Czapek-Czapek
Dox enriquecido, preparado a una concentracion por litro
de solucion de: K,HPO, 1g; NaNO; 2g; KCI 0,5g;
MgS0O,7H,0 0,5g; FeSO,7H,0 0,001 g/L mas la adicion
de cloranfenicol como antibidtico a una concentracion de
0,4 g/L [11], ajustando a pH 5,5 con una solucion de HCI
IM previamente esterilizado a 121 °C por 15 minutos.
Colocando 5% v/v de antraceno a 400 ppm preparado a
partir de un compuesto de 98% de pureza disuelto en n-
hexano, como fuente de carbono. Cada medio previamente
preparado fue inoculado con un 5% de esporas
previamente cuantificadas a una concentraciéon de 1,5x10°
esporas/uL, de igual manera se probaron dos controles
positivos con 30g de sacarosa; glucosa y un control
negativo sin fuente de carbono. Este proceso se realizo en
dos grupos por triplicado, un grupo para realizar el
analisis de la biomasa y otro para la determinacion de
analisis fisico-quimico HPA. Ambos grupos de unidades
experimentales fueron incubadas a 30 °C con agitacion a
150 rpm. Los dos grupos ensayados para el analisis fisico-
quimico HPA y la medicion de la biomasa fueron
evaluados en periodos de tiempo de 0, 15, 30, 90 dias
simultaneamente. El primer grupo fue evaluado mediante
la técnica de peso seco y el segundo grupo, fue analizado
por el método normalizado EPA [14]. Los resultados
obtenidos fueron determinados como perfil del

crecimiento realizando graficos [15]. La eficiencia de

100



Araujo-Blanco, et. al.

remocion se evalud por el consumo del sustrato

calculando el (%) de degradacion [16].

Ensayo de Tratabilidad.

En este ensayo se evalud6 la remocion de las
concentraciones de HPA previamente determinadas en
muestras de agua de La Bahia de Amuay utilizando la
cepa previamente evaluada en el ensayo de factibilidad.
Para esto se someti6 los HPA contenidos en el agua de La
Bahia de Amuay con el indculo de la cepa a una
concentracion de 2x10° esporas/uL seleccionada a un
ensayo de bioaumentacion, manteniendo una proporcién
fija de concentracion de N/P de | mL/L Fertimax® con un
flujo constante de aire. Dividido en dos grupos uno para
los analisis microbiologicos y otro para los analisis de
HPA con sus respectivos controles negativos [17]. La
biomasa fue evaluada por peso seco [15]. Y los HPA por

el método normalizado por la EPA [14].

Caracterizacion por macromorfologia en placa de Petri y
microandlisis por microscopia Optica y microscopia
electronica de Barrido (MEB).

La caracterizacion de hongos de la especie Aspergillus
niger, se realiz6 mediante la macromorfologia del cultivo
en placa de Petri y micromorfologia por microscopia
optica con un microscopio Optico trinocular, marca Nikon
modelo FX-35DX y microscopia electrénica de Barrido
(MEB), con un microscopio marca FEI modelo Quanta.
Para ello se aislaron cultivos seleccionados en medios
enriquecidos, aplicando la técnica de siembra en placa
[11] en medios de cultivo propuestos para la identificacion
de hongos del genero Aspergillus [18], el cual consistioé en
el uso de tres medios de cultivo y dos temperaturas de
incubacion durante siete dias [19] a los cuales se les
evalu6 las caracteristicas macroscopicas de borde,
elevacion, color y forma del cultivo en placa [20].

Para la evaluacién de las caracteristicas microscopicas, se
aplico el método de microcultivo en camara humeda [21,

22]. Posteriormente se realizaron tinciones simples y azul
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de toluidina [11] las muestras obtenidas fueron observadas
por microscopia optica. Los diversos cuerpos fructiferos
fueron evaluados segiin los caracteres morfologicos
propuestos por la revision para la identificacion de la
especie [20]. La cepa probada en los diferentes ensayos
fue caracterizada e identificada por microscopia
electronica de Barrido con un microscopio FEI en modo
ambiental a 15.00 kV. Se evalud la morfometria del hongo
aplicando herramientas digitales del software FEI Quanta

para la medicion del tamafio de los cuerpos fructiferos y

las esporas.

Andalisis Estadistico.

Los datos obtenidos del perfil de crecimiento fueron,
sometidos a una prueba de varianza, se consideraron las
diferencias significativas cuando el valor de p<0,05 para

los datos estudiados, aplicando el test de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento.

La metodologia aplicada con medios Czapek-Czapek Dox
permitio aislar y caracterizar tres cepas de interés, dos de
Aspergillus flavus y una de Aspergillus niger, esta Gltima
fue seleccionada para esta publicacion. Obteniendo asi
hongos autoéctonos de La Bahia de Amuay a partir de
muestras de agua, componente del que es posible aislar
microorganismos del género Aspergillus similar a lo
propuesto por trabajos [8, 9]. Los hongos de la especie de
interés fueron aislados de medios enriquecidos a una alta
concentracion de hidrocarburos (400 ppm) [23], adaptadas
para la evaluacion de la degradacion de HPA. De igual
manera los controles positivos mostraron crecimientos
esperados en los medios con sacarosa y los controles
negativos no presentaron crecimiento observables en las

placas de Petri.
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Evaluacion del Ensayo Factibilidad:

La comparacion de los diversos tratamientos aplicados
para la evaluacién del perfil de crecimiento de la cepa A.
niger A1H1234n por peso seco (Figura 2), mostrd
diferencias significativas (p<0,05) en los diferentes
tratamientos, con maximos crecimientos en los controles
positivos con glucosa (C+GLU) y sacarosa (C+SAC) y
minimos o casi nulos en los controles negativos (C). De
igual manera en las unidades experimentales donde la
fuente de carbono fue HPA (C+H), presentaron una

elevacion constante de la biomasa.

La activacion del metabolismo desde procesos catabolicos
que liberen energia aprovechable por los procesos
anabdlicos del sistema, evidencia el uso de compuestos
hidrocarbonados como base para el desarrollo de Ia
biomasa de los hongos filamentosos o miceliales como
Aspergillus niger, quien puede aprovechar su capacidad
enzimatica para la catélisis de compuestos como los HPA,
como una fuente de carbono y energia, de esta manera
estos compuestos complejos y toxicos para el ambiente
son degradados a compuestos mas simples 'y

aprovechables por las rutas metabolicas fingicas [24, 25].

Los tratamientos presentaron valores de aumento en la
biomasa, los cuales incorporaron carbono disponible del
medio proporcionados en forma de HPA, con
comportamiento similares a los controles positivos. Esto
es posible dado que Aspergillus niger posee un conjunto
de oxidasas que le permiten la transformacion de
compuestos aromaticos como los HPA presentes en los
hidrocarburos con un crecimiento proporcional durante
todo el ensayo, similar a lo descrito por otros autores [1,
26]. Las cepas evaluadas en el grupo para el analisis
fisico-quimico HPA presentaron una disminucion de la
concentracion de HPA en el tiempo de un 70% de

remocion.
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Fig. 2. Promedio aritmético de la biomasa de Aspergillus
niger cepa A1H1234n evaluada en ensayo de factibilidad
medido en (g/L). Czapeck libre de hidrocarburos (C);
Czapeck + glucosa (C+ GLU); Czapeck + sacarosa
(C+SACQ); Czapeck + hidrocarburo (C+H); Las letras
distintas (a), (b), (¢), (d) indican diferencias significativas
(p<0,05) en andlisis de varianza.

La cepa evaluada mostr6 ser capaz de aumentar su
biomasa al mismo tiempo que presentd un porcentaje alto
de disminucidn de la concentracion de hidrocarburos, esto
es consistente con revisiones sobre el tema donde se
consideran buenas capacidades de remocién de
hidrocarburos para Aspergillus niger para compuestos
como los hidrocarburos policiclicos aromatico HPA [4, 5]
donde existe una influencia del tiempo para el aumento de
la capacidad de adaptacion y uso de los HPA como fuente
de carbono con un consecuente aumento de la biomasa [1,

7, 8].

Evaluacion del Ensayo de Tratabilidad.

El ensayo de tratabilidad (Figura 3) permiti6 evaluar la
capacidad de la cepa de Aspergillus niger mediante el
disefo experimental de biorremediacion del agua ex situ.

Se observo un aumento de la biomasa y una disminucion
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total del compuesto con un aporte proporcional de

fertilizacion y aireacion.
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Fig. 3. Promedio aritmético de la biomasa de Aspergillus
niger cepa A1H123A4n evaluada en ensayo de Tratabilidad
medido en (mg/L).

Varios trabajos proponen porcentajes superiores al 50%
utilizando esquemas similares [3, 27, 28, 29, 30] pero en
periodos de tiempos variables en los que no se elimina el
total del compuesto de la matriz de estudio, sin embargo la
actividad asimilatoria del hongo presento capacidad para
remover el 100% de los HPA presentes en el agua

colectada de La Bahia de Amuay.

Diversos estudios demuestran que la especie de estudio
tiene capacidad de degradar con facilidad hidrocarburos
policiclicos aromaticos (HPA) [5, 31] ademas de ser un
microorganismo de eleccion para el desarrollo de procesos
quimicos industriales lo que la clasifica como GRAS
(Generally Regarded As Safe) por su gran capacidad
enzimatica [4]. El uso del carbono proveniente de los
HPA es producto de la escision del anillo aromatico el
cual es usado como fuente de carbono disminuyendo su
presencia dentro de los microcosmos evaluados y su
disminucién es equivalente a la descontaminacion de
matrices como el agua que puede ser vehiculo de este tipo

de contaminante de interés ambiental [32].
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Caracterizacion de cepas de Aspergillus niger por

macromorfologia en placa de Petri y microandlisis por
microscopia optica y microscopia electronica de Barrido

(MEB).

El asilamiento permitié obtener cepas caracterizadas e
identificadas como Aspergillus niger, las placas de Petri
(Figura 4c) mostraron colonias con bordes ramificados,
micelio elevado, color negro y forma algodonosa con
aspectos tipicos de la especie evaluados en placa de Petri
en medio Czpeck [11, 33]. Las diversas colonias se
agruparon en la cepa AlHI1234n cuya caracteristica
principal observable fue poseer color negro [20] con
textura granular y una faz incolora o color crema. Los
medios aplicados para la caracterizacion por el sistema de
identificacion [18, 19] permitieron aislar la cepa
mitosporica de Aspergillus niger similar a los teleomorfos
la cual se basa en las diferencias morfologicas y
caracteristicas culturales o de cultivo [6]. Todos los
hongos aislados caracterizados e identificados presentaron
un simil con los caracteres morfoloégicos clasicos aun
utilizados [18, 6, 34, 35] y los propuestos en otras
revisiones [20, 33] asi como en las guias de identificacion

morfologica y claves taxondmicas actualizadas [6, 19].
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Fig. 4. Cepa de Aspergillus niger: (A) Idiotipo, (B) Micrografia de cuerpos fructiferos a 40X, micromarca (—) 0,2 mm
(C). Fotografia de placa Petri con cepa crecida en medio Czapeck modificando la fuente de carbono a 400 ppm. (D)
Micrografia de cuerpos fructiferos dispersos a 40X micromarca (—) 0,2 mm: Vesicula (V), Fialide (*), Métula (p), Estipe
('), Conidios o esporas asexuales («).

Los diversos cuerpos fructiferos de las cepas aisladas
(Figura 4a) presentaron condioforos caracteristicos de
Aspergillus que incluyen aparatos conidianos los cuales
parten de las hifas ordinarias del micelio, desarrolladas
en el extremo libre de los pedicelos con tres zonas bien
definidas [36, 37], la primera es la célula pie la cual une
al cuerpo fructifero con el micelio, que puede o no estar
separada con un septo [38], la segunda es el estipe (V),
esta es una seccion de la estructura con forma cilindrica y
alargada que proyecta al micelio reproductor fuera del
micelio vegetativo [6, 19] en forma aérea con
geotropismo negativo. La tercera es la vesicula (V), que

se desarrolla en el extremo apical o &pice con forma

esférica, hemisférica y a veces oval, globosa, subglobosa
o clipsoidal [20] ademas toda la estructura del
conidioforo puede poseer o no una doble pared la cual es
caracteristica distintiva entre especies  [6, 19]. Sobre la
vesicula se dispusieron células  conidiogénicas
denominadas comunmente como fidlides (*) [39], sin
embargo en diversas especies entre la vésicula y las
fidlides se desarrollan otras células denominadas métulas
() [36]. Las cabezas conidiales que presentan
unicamente fidlides se caracterizan como uniseriadas
mientras que si presentan métulas y fidlides son
biseriadas [20, 39]. A partir de la vesicula, se

desarrollaron numerosas células conidiogénicas, que por
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un proceso de gemacion dieron origen a esporas
asexuales, los cuales produjeron rosarios o cadenas de
conidias o conidios [34, 39]. Estructura por medio del
cual el hongo se propaga y da origen a otros clones de la
misma especie cuando consigue condiciones ambientales
y de nutrientes favorables para su crecimiento. La
evaluacion de la cepa (A1H123A4n) permiti6 identificar la
dentro de la especie Aspergillus niger Van Tieghem la
cual presentd cabezuelas aspergilares de color negro
carbon o pardo negruzco de diversos tonos oscuros
(Figura 4b, d), a partir del cual se describe las
caracteristicas microscopicas (Tabla 1) definidas para la
especie Aspergillus niger Van Tieghem [33, 40]. Estas
caracteristicas son tomadas en cuenta en la clasificacion
de la seccion Nigri; Niger o complejo de especies 4.
niger, que incluye diversos organismos dentro del taxén
en el que se ilustran 132 especies dentro de 18 grupos
[41] los cuales siguen basandose en caracteres
morfoldgicos y fisioldgicos para su distincion [20, 33,
42]. Las evaluaciones microscopicas evidenciaron un
micelio vegetativo con hifas septadas, el micelio
reproductor presentd cuerpos fructiferos donde casi todos
los conidioforos arrancaron a partir de células pie o hifas
sumergidas incoloras (Figura 4b) o amarillentas, con
colores pardos en las proximidades de la vesicula [40].
Las texturas observables del conididforo fueron lisas
(Figura 4 d), con pared gruesa. Normalmente estas
estructuras se rompen con facilidad hendiéndose

longitudinalmente en lacinias, aunque no son tabicadas
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algunas veces pueden presentan algun tabique delgado
[34]. La longitud y grueso fue muy variable de unas
estipes a otras, oscilando entre 400-2500 micras (Tabla 1)
[33]. Las vesiculas del conidiéforo (Tabla 1) presentaron
pared gruesa, con formas redondas, globosas o
subglobosas [43], de 30-75 micras (Figura 4B, D) sin
embargo estas pueden llegar hasta las 100 micras de
diametro [33]. Sobre estas estructura con un centro
globoso esférico se desarrollaron radialmente métulas y
fialides como esterigmas que en las colonias jovenes se
presentaron como pequefias cabezuelas reducidas a una
serie  (uniseriadas) [6, 20, 39]. Sin embargo
corrientemente se observaron dos series (biseridas), casi
siempre de color pardo negruzco, a veces incoloros; los
de la primera serie o0 métulas se encontraron apretados y
midieron entre 12-20 micras por 3-6 micras de diametro;
y los de la segunda serie o fidlides, mas flojos, midieron
7-10 micras por 3-4 de diametro (Tabla 1) [6, 19].

Posterior a estas estructuras se escinden en columnas
radiales cadenas conidiales de conidios o conidias que se
desarrollaron como esporas asexuales con tamafios
evaluados al microscopio optico de 3-4,3 micras de
forma globosa, sub esféricas de color hialino a café [33,
35, 39] Aspergillus niger no es un patdégeno humano
significativo ya que solo se ha reportado ser capaz de
producir reacciones alérgicas, aunque esta especie es
capaz de producir varias micotoxinas, sin embargo, la
produccion de micotoxinas parece ser controlada por las

condiciones de fermentacion [11].
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spergillus niger

Fig. 5. Microanalisis de cepa de Aspergillus niger. (A) Micrografia de cuerpo fructifero, (B) Micrografia de cabeza
conidial o conidiéforo, (C). Micrografias racimos conidiales, (D). Micrografia de conidios o esporas asexuales: H= Hifa,
Estipe ('¥), Conidios o esporas asexuales («).

Tabla 1. Diametro de colonias y dimensiones
estructurales de las especies del género Aspergillus del
Phylum Ascomycota del orden Eurotiales caracterizadas.

Caracteristica A. niger
Estipe (longitud, pum) 400-2500
Vesicula (ancho, um) 30-75
Métula (longitud x ancho, pm) 12- 20x3-6
Fialides (longitud x ancho, um) 7-10x3-4
Conidios (ancho, pm) 3-4,55

El analisis por microscopia electronica mostré diversas
estructuras tipicas del cuerpo fructifero de la especie
Aspergillus niger (Figura 5A) en el que fue posible

identificar hifas y cabezas conidiales en concordancia

con los caracteres propuestos para la especie [6, 20], de
igual manera fue posible evidenciar columnas de esporas
o conidios asexuales [33]. En la figura 5b se evidencia
con mayor detalle la naturaleza cenocitica de las hifas, la
presencia de estipes como parte de la célula
conidiogénica, a 2500X (Figura 5C) se identifico el
conjunto de conidos que forman cadenas abundantes
como racimos de esporas o rizos conidiales desde la
vesicula del conidioforo. También es posible detectar en
la parte superior de la micrografia como grupos de
esporas aisladas que se separan de las cadenas o en el
plano contraste detrds de la estructura del cuerpo
fructifero, la cual es la base de la dispersion de este tipo

de hongo, utilizando estas esporas que son transportadas
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por el aire hacia otros componentes como el suelo y el

agua.

Se identificd (Figura 5D) la naturaleza de los conidios
con forma globosa, una textura rugosa y ornamentacion
espinulosa [20, 35], las proyecciones con pigmento
depositado en los tubérculos o espinas entre las capas de
tegumento es propio de una espora verrucosa

caracteristica propia A. niger [6, 33, 35, 39].

El uso de la herramienta morfométrica de célculo
micrografico en plano de contraste del microscopio
electronico FEI Quanta [44] permiti6 evaluar los diversos
tamarfios de las esporas de la especie en estudio (Tabla 1),
la media de las esporas analizadas fue de 4,06 um con un
minimo de 3,46 um y un nivel maximo de 4,55 um
(Tabla 2) [43]. Los diametros maximos obtenidos son
mas grandes que los reportados para la especie en 3,5
micras [45] lo cual puede ser un indicio del
reforzamiento de la pared fungica frente al estrés
sometido, o una posible modificacion de una cepa
adaptada al uso de HAP, de igual manera estas
construyen una guarnicion de reserva como agentes
remediadores cuando de forma natural sea necesario, o la
base para la extraccién de enzimas capaces de degradar

compuestos de interés ambiental como los HPA.

Tabla 2 Medidas de resumen de estadistica descriptiva
para la evaluacion del didmetro en micras de conidios o
esporas evaluadas por microscopia electronica de barrido.

Media D.E. Min Miax
4,06 0,32 3,46 4,55

Desviacion Estandar (D.E.), Valores Minimos (Min),
Valores Maximos (Méx).

CONCLUSIONES
Se reporta por primera vez el microanalisis de una cepa
identificada como Aspergillus niger Van Tieghem segin

sus caracteres distintivos macro y micro morfologicos,
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obtenida del agua de La Bahia de Amuay. Los ensayos
probados permitieron evidenciar la capacidad de
biotransformar hidrocarburos en especial de HPA los

cuales son contaminantes de interés medioambiental.

La especie resulta un agente efectivo para probar
tecnologias de micorremediacion ambiental, de hecho el
microanalisis evidencid estrategias de adaptacion que
incluyen cambios en el yergue del tamafio de las esporas
en presencia de este tipo de contaminante a
concentraciones que alcanzan el zénit de la toxicidad, es
por ello que se considera la importancia ambiental de este
aislado fungico como base para el uso de sus capacidades
metabolicas en la descontaminacion de ambientes como
La Bahia de Amuay en busqueda de la disminucion de
pasivos ambientales generados por la industria del

petroleo utilizando microrganismos autdctonos.
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