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RESUMEN

Dentro del género Aspergillus se destaca la seccion Nigri, ampliamente distribuido a nivel mundial, el
cual presenta colonias oscuras de color negro caracteristico. Su taxonomia es de las mas complejas
dentro del género, lo que ha derivado en la existencia de errores en la clasificacion de especies, debido
a que las diferencias que se describen entre distintos taxones son muy sutiles, en consecuencia, se
sugiere una clave de identificacibn de las especies mas comunes haciendo uso de criterios
morfolégicos. Asi como las especies de Aspergillus seccién Nigri pueden encontrarse en muchos
hébitats naturales también pueden aislarse en ambientes interiores, siendo causante del deterioro de
alimentos y enfermedad pulmonar humana. Los hongos naturalmente producen extractos pigmentados
caracteristicos especificos de su especie, lo que en cierta medida ayuda a su identificacién, de acuerdo
con esto, las conidias de las especies de Aspergillus seccion Nigri pueden aparecer de color marrén
oscuro u oliva dando como resultado una mezcla de coloracién negruzca.

Acorde a lo descrito, para este trabajo se hizo una caracterizacién morfolégica y quimica para varios
aislamientos ambientales perteneciente a la coleccién de aislamientos del grupo de Biologia Celular y
Molecular Cib-Universidad de Antioquia, obteniendo resultados especificos para el aislamiento
ambiental perteneciente a Aspergillus seccion Nigri M2AR0O2.3, tras la caracterizacion morfolégica fue
posible analizar las caracteristicas de crecimiento macros y microscépicas con el propésito corroborar
las caracteristicas descritas en la literatura para la taxonomia de la seccion Nigri, posteriormente se
realiz6 un ensayo in house donde se evaluaron las condiciones de cultivo y medios BHI y CYA que
favorecieron la produccién de pigmentos secretados al medio, logrando determinar condiciones
Optimas que permitieran estandarizar un método de obtencién. Al no poder establecer las condiciones
de crecimiento que favorecieran la liberacion del pigmento en los medios descritos anteriormente, se
procedi6 a realizar lavados de conidias con agua purificada directamente en las placas de Petri, lo cual
permitié una liberacion instantanea de pigmentacion directa (observable a la vista) para soluciones en
PBS y agua para los aislamientos: MAA-1, MAA-5 y M2AR02.3. Adicionalmente, una vez obtenidos
los extractos fungicos pigmentados, por medio de tamizaje quimico y analisis espectral fue posible
reconocer un metabolito secundario soluble en etanol y de coloracién amarilla, similar a pigmentos
amarillos reportados en la literatura para especies de Aspergillus como niger y flavus, el cual puede
tener utilidad como posible colorante de uso industrial en futuros estudios.

Palabras Claves: Aspergillus niger; seccion Nigri, criterios morfolégicos; metabolitos secundarios;
pigmentos fungicos.

ABSTRACT
Within the Aspergillus genus, Nigri section stands out, which is widely distributed worldwide, for
presenting dark colonies of a characteristic black color. Its taxonomy is one of the most complex within
the genus, which has led to the existence of errors in the classification of species, because the
differences described between different taxa are very subtle, consequently, an identification key is
suggested. of the most common species using morphological criteria. Just as Aspergillus section Nigri



species can be found in many natural habitats, they can also be isolated indoors, causing food spoilage
and human lung disease. Fungi naturally produce characteristic pigmented extracts specific to their
species, which to some extent aids their identification, accordingly conidia of Aspergillus section Nigri
species may appear dark brown or olive in color resulting in mixed coloration blackish.

According to that described, for this work a morphological and chemical characterization was made for
several environmental isolates belonging to the collection of isolates of the Cellular and Molecular
Biology Group Cib-Universidad de Antioquia, obtaining specific results for the environmental isolate
belonging to Aspergillus section Nigri M2ARO2.3, after the morphological characterization it was
possible to analyze the macroscopic and microscopic growth characteristics with the purpose of
corroborating the characteristics described in the literature for the taxonomy of the Nigri section, later
an in-house test was carried out where the conditions were evaluated of culture and BHI and CYA
media, which favored the production of pigments secreted into the medium, managing to determine
optimal conditions that would allow standardizing a method of obtaining. Since it was not possible to
establish the growth conditions that favored the release of the pigment in the media described above,
it was decided to wash the conidia with purified water directly in the Petri dishes, which allowed an
instantaneous release of direct pigmentation (observable by eye) for solutions in PBS and water for the
isolates: MAA-1, MAA-5 and M2AR02.3. Additionally, once the pigmented fungal extracts were
obtained, by means of chemical screening and spectral analysis it was possible to recognize a
secondary metabolite soluble in ethanol and yellow in color, similar to yellow pigments reported in the
literature for Aspergillus species such as niger and flavus, the which may be useful as a possible dye
for industrial use in future studies.

Keywords: Aspergillus niger; Nigri section, morphological criteria, secondary metabolites; fungal
pigments.

este género la capacidad de poder encontrarse
INTRODUCCION en muchos habitats naturales, incluso también
en ambientes interiores (5), razén por la cual
son causantes del deterioro de alimentos y
enfermedades pulmonares en seres humanos,
pero también siendo reconocidos como
grandes productores de enzimas y acidos

En 1729 el género Aspergillus fue descrito por
Micheli, dentro del cual destaca la seccién Nigri
por presentar colonias de color negro con
conidi6foros  uniseriados 0  biseriados,

encontrandose ampliamente distribuido a nivel organicos.

mundial, especialmente en suelos tropicales y . ] )

subtropicales (1,2). La seccién Nigri pertenece La diversidad de pigmentos que son
al subgénero Circumdati (2,3). Su taxonomia sintetizados y secretados por los hongos
es de las mas complejas dentro del género, lo ascomicetos como metabolitos secundarios en
cual ha dado lugar a diferentes propuestas de el citoplasma celular son una respuesta a
clasificacion (2,4). En consecuencia, se han condiciones ambientales adversas (6,7).
presentado errores en la clasificacion de Tienen un papel fundamental en la
especies ya que las diferencias que se supervivencia del hongo, por ejemplo, las
describen entre distintos taxones son muy melaninas le brindan proteccion contra la
sutiles, por lo que ante esta problematica se fotooxidacion que puede ser letal, y las flavinas
sugirié una sencilla clave de identificacion de actian como cofactores en la catalisis
las especies mas comunes, haciendo uso de enzimatica (8).

criterios morfoldgicos (2).
La demanda de pigmentos de origen natural a

nivel industrial a partir de hongos filamentosos
viene en aumento como una alternativa de
sustitucién a los pigmentos sintéticos y sus
limitaciones (9). Los hongos naturalmente
producen extractos pigmentados
caracteristicos, que son especificos de su
especie lo que en cierta medida ayuda a su
identificacion, las conidias de las especies de
la seccién Nigri pueden aparecer de color

Recientemente Samson et. al (5), describieron
nuevas especies dentro de la seccion,
aceptando hasta 15 taxones, basando en la
diferenciacion entre especies por los perfiles de
metabolitos secundarios y caracteristicas
morfolégicas tales como: presencia Yy
coloracion de esclerocios, tamafio de conidias,
coloracion y didmetro de las conidias. Estas
caracteristicas han permitido a los hongos de



marrén oscuro y de oliva a negro (5), dando
como resultado una mezcla de coloraciéon
negruzca (10). Estos pigmentos oscuros
caracteristicos de la especie A. niger son
pertenecientes a la familia de las melaninas
gue consisten en estructuras producidas a
partir de diferentes precursores como L -3,-4
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), L-tirosina, etc.
(11,12).

De acuerdo con lo expuesto y considerando la
disponibilidad limitada de aislamientos
ambientales locales caracterizados a nivel
morfolégico, en este trabajo se planteé como
objetivo realizar la caracterizacién morfolégica
y quimica de aislamientos locales de
Aspergillus seccién Nigri, provenientes de la
coleccibn de aislamientos del Grupo de
Biologia Celular y Molecular CIB-UdeA,
mediante el uso de claves taxonémicas para
confirmar su identidad y aplicando técnicas de
cromatografia de capa fina (CCF) para el
estudio de los pigmentos seleccionados.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos y caracterizacion morfologica

De los aislamientos disponibles de la seccion
Nigri se emplearon las cepas con cdédigo:
MAA1, MAA5 y M2ARO02.3, las cuales se
recuperaron del banco de conidias del grupo
gue se encontraban almacenadas a -80°C en
agua purificada, estas se repicaron en los
medios de Agar papa dextrosa (PDA), extracto
de malta (MEA) y medio Czapek extracto de
levadura (CYA) para lograr su identificacion
segun caracteristicas morfolégicas macro y
microscépicas considerando las claves
taxonémicas para el género Aspergillus
disponibles (13,14).

Se establecieron las condiciones 6ptimas para
el crecimiento en estos tres medios de cultivo,
empleando el sistema de clasificacion Klich &
Pitt (15,16) que establece incubar a dos
temperaturas diferentes (37 °C y 25 °C) por 7
dias y sembrando 2 uL a una concentracién de
conidias 6ptima, en 3 puntos diferentes a igual
distancia dentro de la misma placa de Petri. Se
realiz6 el respectivo seguimiento para el
registro de las caracteristicas morfologicas
macroscopicas y microscépicas para el
aislamiento M2AR02.3 a los 7 dias de
crecimiento.

Ensayo de condiciones de cultivo para
produccién de pigmentos

Para establecer condiciones in vitro adecuadas
que favorecieran una mayor produccion de
pigmentos para los aislamientos seleccionados
(MAA-1, MAA-5 Y M2AR02.3), se tomd
inicialmente un preinéculo de 10 uL sin
considerar la concentracion, a partir del banco
de conidias almacenado en agua purificada a -
80 °C y se cultivé en medio PDA sdlido. Los
medios se incubaron a 25 °C por 5 a 7 dias
segun el tiempo estimado para lograr
crecimiento 6ptimo para hongos filamentosos;
este procedimiento se realizd por duplicado.
Estas colonias fueron utlizadas para
determinar el nimero de conidias en camara
Neubauer, para obtener una concentracion
Optima del hongo en 250 uL para inocular en
150 mL de caldo BHI (Medio infusién cerebro-
corazon, usado para favorecer el crecimiento
de hongos filamentosos) y CYA, con agitacion
a 200 rpm para ambos medios a 25 °C por 72
horas. Este procedimiento se repiti6
disminuyendo el volumen de los medios de
cultivo a 100 mL de caldo CYA y BHI, esta vez
se realizé un lavado de conidias con 1 mL de
agua purificada directamente en la caja,
recuperando el volumen total de 1 mL y
llevandolo a cada erlenmeyer con los caldos
CYA y BHI descritos para cada ensayo, e
incubando a 200 rpm a 25 °C por 72 horas. Se
realiz6 un nuevo ensayo cambiando los cultivos
a crecimiento en columna utilizando 2 tubos
falcon estandar de 50 mL, a los cuales se les
adicion6 15 mL de medio BHI liquido,
inoculando 200 uL del hongo (obtenidos por
lavado de conidias con agua purificada
directamente de la caja) y se incubd en
agitacion constante a temperatura ambiente
por 72 horas.

Obtencion del pigmento

Los aislamientos de la seccién Nigri con cédigo
MAA1, MAA5 y M2ARO2.3 que claramente
produjeron pigmentos fueron lavados con 1 mL
de agua purificada, este lavado fue transferido
a dos tubos conicos estériles y mezclados con
15 mL de PBS 1X o 15 mL de agua tipo lIl.
Finalmente, las conidias presentes en los
lavados fueron aisladas mediante la filtracion



haciendo uso de un filtro de 0,45 um. (Ver
anexos). Este procedimiento se realizdé por
triplicado en 25 mL de solvente (PBS y AGUA
TIPO I1ll) para el aislamiento denominado
M2ARO02.3, ya que se observé una mejor
pigmentacién en solucién de las conidias. Los
extractos fueron sellados, almacenados a -80
°C y liofilizados.

Tamizaje quimico de los extractos de
pigmentos

Se realiz6 un tamizaje quimico para la
identificacion de metabolitos secundarios en
cada uno de los extractos de pigmentos. Dentro
de las sustancias evaluadas se consideré
principalmente la presencia de alcaloides,
esteroides y/o terpenoides, aminoacidos,
lactonas sesquiterpénicas y cumarinas (17).
Para los analisis se pes6 aproximadamente 1 g
de cada extracto liofilizado, los cuales
posteriormente fueron solubilizados en viales
con 1 mL de etanol al 70%. Las soluciones de
los extractos fueron sembradas en 7 placas
cromatogréaficas de silica gel F254 de 5 x5 cm.
Cada una de estas fue revelada con diferentes
reactivos que incluyen Anisaldehido/H2SOa,
Vainillina/ H2S0a4, KOH etandlico,
NP/Polietilenglicol (PEG), Ninhidrina,
Liebermann-Burchard, Dragendorff, Kedde;
ademds, antes de aplicar cada uno de los
reveladores las placas fueron observadas bajo
la luz UV a 254 nm y 365 nm. La fase mévil
usada tenia un caracter polar y estaba
compuesta de acetato de etilo: 4cido férmico:
acido acético: agua en una proporcion de
100:11:11:26. Para cada banda se determino el
Rf o factor de retardo, siendo este la razén
entre la distancia recorrida por la muestra y la
recorrida por el solvente.

Aislamiento de pigmentos por
cromatografia en capa fina (CCF) y analisis
espectrofotométrico UV-Vis.

Las bandas que en el tamizaje quimico
mostraron algun tipo de coloracion en el visible,
fueron posteriormente aisladas mediante el uso
de cromatoplacas de 10 x 10 cm sembrando en
banda y con las mismas condiciones
cromatograficas. Las sustancias fueron
aisladas de la silica mediante solubilizacién con
etanol y analizadas por espectrofotometria

ultravioleta-visible para la adquisiciéon de su
espectro de absorcion (18,19, 20).

RESULTADOS

Identificacion y caracterizacion segun
criterios morfolégicos macro y
microscoépicos

Las caracteristicas registradas para el
aislamiento M2ARO02.3 son acordes a las
establecidas como criterios morfolégicos de
clasificacién para especies de Aspergillus
secciébn Nigri tales como: presencia vy
dimension de esporulacion, el color de (micelio,
conidias y reverso), presencia o no de exudado
y pigmento, textura (parte anterior y reverso),
forma, elevacion, tipo y didmetro de margen
(Figura 1), ver anexos.

Se puede observar en medio PDA y BHI el
micelio ligeramente amarillo con borde blanco,
conidias de color negro caracteristico de la
seccion Nigri, textura granular, con borde
filamentoso, sin elevacion ni presencia de
exudados, se observa un reverso de color
blanco opaco con centro estriado, radial y
concéntrico, sin pigmentacion, con forma
circular y sin presencia de exudados. Los tres
aislamientos analizados poseen caracteristicas
similares entre si y compatibles con las claves
taxonémicas descritas para morfologias de
Aspergillus seccion Nigri (Ver Tabla 1,2y 3 en
anexos).

MAA1 MAA5 M2AR02.3
(Pigmentacion)

Figura 1. Aislamientos de Aspergillus seccién Nigri
productores de pigmentos solubles en agua y PBS.

Ensayo de condiciones de cultivo para
produccion de pigmentos

Inicialmente, se cultivé el aislamiento
M2ARO02.3 en medios de cultivo liquido con el
fin de favorecer la liberacién al medio de los
metabolitos secundarios. Bajo las condiciones
establecidas en medio liquido BHI y CYA se



observé crecimiento micelial para ambos
medios, pero no hubo produccion de pigmento,
este resultado fue igual para el ensayo
empleando el método de montaje en columna
(Figura 2).

M2AR02.3 en BHI M2AR02.3 en CYA

Figura 2. Condiciones de cultivo evaluadas, para el
cultivo en BHI, se presenta pigmentacién solo en las
paredes, la esporulacién fue en botones de biomasa
grandes. Para el cultivo en CYA no se presenta
pigmentacion en el medio, la esporulacion fue en
pellets de biomasa pequefios.

Obtencion del pigmento

No fue posible establecer las condiciones
Optimas que favorecieran la liberacion del
pigmento en los medios descritos
anteriormente, por lo tanto, se realizaron
lavados de conidias con agua purificada
directamente en las placas de Petri
conteniendo colonias de 5 a 7 dias de
crecimiento, tiempo adecuado para que los
hongos estén en una etapa adecuada de
maduracién y esporulacion. Este lavado fue
llevado a tubos cénicos con PBS y agua tipo I,
lo cual permitid observar una pigmentacion
instantdnea para ambas soluciones (PBS y
agua tipo Ill) del aislamiento M2AR02.3. Se
determiné que hay mayor solubilidad en agua,
es decir que el o los componentes del pigmento
presentan un caracter hidrosoluble (Figura 3 y
3.1 en anexos). Por el contrario, los
aislamientos MAA1 y MAA5 no presentaron el
mismo resultado, sugiriendo que el pigmento
no esta presente en igual intensidad para los
tres aislamientos de Aspergillus seccion Nigri
analizados.

Solucion 1: PBS Solucion 2: Agua

Figura 3. Lavados en PBS y agua para obtencién
del pigmento para el aislamiento M2ARO2.3.

Tamizaje quimico de los extractos de
pigmentos

Las muestras suspendidas en agua y PBS
fueron evaluadas a través CCF en placas de
silica gel 5x5 cm. Seguln los resultados del
tamizaje quimico realizado a los extractos
fungicos obtenidos de la cepa M2ARO02.3
seccién Nigri, los tipos de metabolitos
presentes incluyen esteroides y/o terpenoides,
alcaloides y flavonoides o nucleos similares a
estos. Ver en anexos los perfiles
cromatograficos.

Aislamiento de pigmentos por
cromatografia en capa fina (CCF) y analisis
espectrofotométrico UV-Vis.

Transcurrida la separacién cromatografica y al
hacer el revelado bajo la lampara UV, se
obtuvieron 3 franjas con pigmentacion
denominadas A, By C, las cuales presentaron
los siguientes factores de retardo y coloracién:
- A: Franja superior, amarilla. Rf: 8,1.
- B: Franja intermedia, verde. Rf: 7,4.
- C:franja inferior zona de siembra, café. Rf:
0.

Cada franja con coloracién observada fue
separada de la placa por medio de un raspado
y aislada de la silica mediante solubilizacion
con etanol y filtracién. Cada solucién etandlica
fue analizada por espectrofotometria UV-Vis en
un rango A de 200 a 500 nm. La fraccion A fue



soluble en etanol, sin embargo, las fracciones
B y C fueron menos solubles por lo que no se
obtuvo una medicion éptima de los espectros
de absorcién para estos pigmentos, de esta
manera se hace necesario emplear otras
técnicas confirmatorias como HPLC para
determinar de manera mas eficaz los espectros
obtenidos para las fracciones A, By C.

El espectro de absorcion evidencia la presencia
de diferentes maximos de absorcion tanto en la
region del espectro visible como la del
ultravioleta; esto sugiere que la sustancia
aislada si posee un grupo croméforo
fluorescente, caracteristicas que se evidencian
en la franja de color amarillo cuando esta es
observada bajo la luz visible y ultravioleta a 365
nm.

El espectro de absorcion obtenido para la
banda denominada como “A” posee maximos
de absorcion cercanos a los reportados para el
pigmento de color amarillo presente en
especies de Aspergillus como niger y flavus
(27).

No fue posible caracterizar los compuestos fungicos
extraidos de M2AR0O2.3 denominados “B” y “C”.

Figura 4. CCF para los extractos obtenidos a partir
de M2ARO02.3; se observan tres placas reveladas en
la luz visible, a 364 nmy a 254 nm.

Cromatografia CCF

~A

Revelado UV visible

Figura 5. Espectro de absorcion de la Fraccion (A)
obtenida de A. seccién Nigri M2AR02.
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Figura 6. Espectro de absorcién reportado para el
pigmento amarillo de A. niger.
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DISCUSION

La coloracién negra caracteristica observada
en las conidias de las especies de Aspergillus
seccién Nigri, esta influenciada por muchos
factores, ademas de los medios y las
condiciones en que se cultiva, pues parece que
genes involucrados en la sintesis de
metabolitos secundarios son silenciosos o solo
se expresan en condiciones de cultivo a nivel
industrial o laboratorio estandar (25). Por esta
razén se busc6 establecer un protocolo in
house a nivel de laboratorio que facilitara la
extraccion de pigmentos extracelulares
secretados por las conidias en solucion de la
cepa de Aspergillus seccién Nigri M2AR0O2.3,
sin embargo, esta no fue 6ptima para todas las
cepas evaluadas, debido probablemente a que
los medios (BHI y CYA) utilizados para cultivar
los aislamientos brindaban los nutrientes
necesarios para el crecimiento miceliar de los
hongos evitando condiciones de estrés
ambiental que permitieran su esporulacion al
medio. Ante esto, se optd por realizar lavados
de conidias con agua purificada directamente
en las placas de Petri con los aislamientos, lo
que permitio obtener una pigmentacion para las
soluciones (PBS y agua tipo Ill) del aislamiento
M2ARO2.3. El resultado para el aislamiento
M2ARO2.3 fue mejor que para los aislamientos
MAA-1 y MAA-5, por lo que los ensayos de
caracterizacion quimica solo se usaron los
extractos obtenidos para el aislamiento
M2ARO2.3.

Los extractos fungicos obtenidos de
M2ARO2.3 en agua y PBS fueron sometidos a
tamizaje quimico y analisis espectral mediante

espectrofotometria UV-Vis. Asi, se pudieron
reconocer moléculas coloreadas que poseen
propiedades de absorcion a longitudes de onda
del ultravioleta cercanas a 365 nm y en el
visible alrededor de 400 nm. Adicionalmente,
estas bandas poseen coloracion, la fraccion
denominada como “A” por ejemplo posee color
amarillo, presentando segun lo reportado para
la literatura transiciones Opticas calculadas a
264 nm y 386 nm, similares a los diferentes
maximos de absorcion para flavoglaucina y
asperflavina, las cuales sugieren coloracién
amarilla reportada para el tipo estructural de
sustancias del tipo hidroquinona, lo que de
cierta forma confirma el resultado positivo para
la prueba de quinonas realizada con el
revelador de KOH etandlico (21, 22). Por otro
lado, el fragmento “A” aislado al parecer posee
un grupo croméforo fluorescente similar al
pigmento amarillo reportado en la literatura
para especies de Aspergillus como niger y
flavus. (18, 27).

Cabe resaltar que los espectros de absorcion
reportados en la literatura cientifica no indican
de manera especifica la presencia de
pigmentos puros, si no de mezclas de
pigmentos que efectivamente absorben luz en
el espectro del visible entre (400 a 700 nm); por
lo que es factible determinar de manera
hipotética por similitud en los resultados
obtenidos que compuestos como la funalenona
aislada en otros estudios a partir de Aspergillus
niger (23, 24), esté probablemente presente en
el extracto flngico obtenido en este estudio.
Dentro de las quinonas se incluye la
flavoglaucina, que es un pigmento amarillo
encontrado dentro del grupo de las
hidroquinonas mas simples (21, 22, 26).

Se conoce por la literatura cientifica que los
espectros de metabolitos secundarios que
puede llegar a producir Aspergillus esta
relativamente caracterizado y revisado en
medio YES (extracto de levadura), después de
8 dias de incubacion a 25°C, para cepas con
mutaciones de color en Aspergillus niger, con
identificacion de genes involucrados en
pigmentacién y formacion de metabolitos
secundarios, en especial policétidos como las
nafotpironas ciclicas, que al dimerizarse con
otros mondmeros como fonsecina tienen



relacion con la produccion de pigmentos en las
conidias de Aspergillus. Conociendo lo anterior
para este trabajo se reportan en los extractos
evaluados por tamizaje quimico, presencia de
compuestos esteroidales y/o terpenoides,
ademas de flavonoides y posibles compuestos
nitrogenados como aminodcidos producidos
por el aislamiento M2ARO2.3, pero aun se
necesita un mayor enfoque molecular para
poder establecer si los metabolitos
encontrados en la cepa de estudio son
intermediarios en vias sintéticas para genes
involucrados en la pigmentacion de cepas de
Aspergillus seccion Nigri, tal y como otros
metabolitos detectados reportados en la
literatura (10).

En wuna introduccion a la composicion
bioquimica de Aspergillus, se propuso que la
aspergilina se forma a partir de precursores.
Uno es un componente quinoidepentaciclico de
pigmento verde, con maximo de absorcion a
575 nm, el otro es un pigmento de melanina
marrén con un maximo de absorcién a 425 nm
(18, 23), ambos componentes similares en
color de pigmento a los obtenidos en la CCF
para la mezcla fangica extraida de M2AR02.3,
en las bandas B y C, pero que difieren en los
espectros de absorcion revelados ya que
mostraron picos de absorcion maximos de
menos de 200 nm (Ver figura 4 y 5 en anexos).

Es importante la inclusién de caracterizaciones
morfolégicas como la realizada en este trabajo,
que permitan mediante el reconocimiento de
claves taxonémicas descritas en la literatura,
obtener una clasificacion mas precisa para
aislamientos locales catalogados dentro de
Aspergillus secciéon Nigri, apoyandose en
herramientas como la  secuenciacién
gendmica.

CONCLUSIONES

Las variables de ensayo utilizadas para
incentivar la produccién de pigmentacion en las
cepas del género Aspergillus seccion Nigri no
pudieron ser estandarizadas. No obstante, el
procedimiento de extracciébn usado permitié
extraer del aislamiento M2ARO2.3 sustancias
con coloracibn o pigmentos de caracter

hidrosoluble, aunque estas al parecer se
encuentran a muy baja concentracion. De
acuerdo con los resultados, si se pretende
lograr una competitividad a nivel industrial, es
pertinente mejorar las condiciones de cultivo y
andlisis para garantizar la obtencion de
pigmentos del extracto empleando condiciones
de produccion diferentes con aislamientos
fungicos ambientales locales, a través del uso
de solventes especificos méas afines, técnicas
instrumentales mas robustas como la
cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), entre otras.

Aunque las condiciones no fueron las mas
Optimas, la obtencién de pigmentos derivados
de cepas ambientales locales clasificadas
dentro de Aspergillus seccion  Nigri,
pertenecientes a la coleccién de aislamientos
del grupo de biologia celular y molecular CIB-
UdeA, podria ser una alternativa simple para la
blsqueda y caracterizacion de pigmentos con
potencial para reemplazar los de origen
sintético, y mediante el andlisis de las
condiciones de produccion, optimizar los
niveles de sintesis para su posterior
escalamiento. Este protocolo podria ser
utilizado para una amplia diversidad de
especies fungicas y una gran variedad de
metabolitos.

PERSPECTIVAS

Se puede proyectar a futuro un estudio para
determinar si este tipo de pigmentos obtenidos
son comunes en los aislamientos locales
catalogados dentro de Aspergillus seccion Nigri
o por el contrario son especificos de las cepas
de analisis evaluadas en este trabajo.

Se obtuvo un espectro cromatografico con
banda de color amarillo para un extracto
fungico derivado de una cepa de Aspergillus
seccion Nigri, el cual es soluble en agua y facil
de recuperar, se plantea entonces poder
realizar ensayos de tincion en papel ecologico
u otras matrices de interés industrial, ademas
de posibles ensayos de  actividad
antimicrobiana del extracto obtenido a partir del
aislamiento M2ARO2.3.
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ANEXOS

Tabla 1. Identificacion y caracterizacion microscépica M2AR02.3

Registro fotografico

Descripcién

Se detalla la cabezuela radiada totalmente fértil y
vesicula globosa, generalmente biseriadas o
monoseriadas, que acompafia a la cabezuela.

Se detalla la célula pie asimétrica parte basal del
conidi6foro, unida a una hifa generalmente septada y
hialina.

Se detalla el conidi6foro, son lisos generalmente
hialinos, aunque también pueden ser pigmentados.

Se detalla las metulas o células soporte de los
conidios




Tabla 2. Identificacion y caracterizacion segun criterios morfolégicos macroscopicos

S ; - Color Textura
Identificaci | Mediode |Esporulacio = : =
on cultive (cm) Micelio Conidia Reverso Frontal Reverso p:in:r::) Forma t:senm Elevacidn | Margen DI?;":N
SB-1 0,1 Amarille | Negro, Jr— L T NA NO Plana Filiforme 7.1
L Blanco estriado, —
SB-2 0,3 micelioy borde onaco borde dialy MO NA NO Plana Filifarme 2,4
borde blanco P filamentosa| oC° Y
conrentrirn
MEA-1 03 Amarilla 6l Granular CEF.ItrD NO Circular NO Plana Filiforme 4
e} MEA-2 0,4 borde Negro ance borde Estrlladu, ND Circular NO Plana Filiforme 6
S blanco opaca filamentoso radlal\lr
g CYA-1 ND Blancocon | Blanca NO Circular NO Flana Filiforme 0,5
g CYA-2 NO borde inmaura sin Blanco |Sinconidias NO NO Circular NO Plana Filiforme 03
hialing | crecimiento
PDA-1 01 Blanco Blancocen | Granular Lisa radial NO Circular NO Flana Filiforme 47
PDA-2 0,2 tonos Megro centre borde 153,18 |.ay NO Circular NO Planz Filiforme 32
. K concentrica
amarillos amarille | filamentaso
Tabla 3. Identificacién y caracterizacion segun criterios morfolégicos microscépicos.
TCHLEW
Identificacio | Grosor Ramific | _. Asimetr | Yesicul | . |Fertilida Conidias Penicili | Celulas de Hiille
d Testwra| . |Pigmento| Metula i i
n are acion ica H - -
p Foima | Teztura | Color Drganizaciud pr::ner Color | Color | Forma Presenc|a|
M2ARD23 | muesa | rugoss | simple [pigmentado| W | oloboss | biseriada | fetl | piforme | rugoea |pigmentad] redisda | presencis | ausencia | X # asta | algncly |
Figura 3.1. Resultados del lavado de conidias para los aislamientos de estudio.
Lavado de conidias comparativo para las 3 cepas cultivadas
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Figura 4. Espectro de absorcién de la Fraccion (B) obtenida del aislamiento M2ARO2.3
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Figura 5. Espectro de absorcién de la Fraccion (C) obtenida del aislamiento M2ARO2.3
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Resultados Tamizaje Quimico de los extractos de los pigmentos para M2AR02.3
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