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Resumen

El café es un cultivo que genera una cantidad importante de divisas, sin embargo esta actividad, presenta
riesgos en caso de que el café no sea procesado adecuadamente y sufra contaminaciones por hongos
filamentosos. En este trabajo se estudiaron, los mecanismos de interaccion entre las bacterias acido lacticas
(BAL) del género Lactobacillus, para limitar el desarrollo de hongos como Aspergillus carbonarius y la
produccion de ocratoxina A en cerezas de café. Se estudio la interaccion entre ambos microorganismos
mediante microscopia electrénica de barrido y se encontrd que las bacterias se adhieren sobre la superficie
de las esporas con la consecuente inhibicidn de su germinacion. Por lo que es necesario determinar los
mecanismos responsables en este fendmeno adhesivo, para lo cual haciendo uso de microscopia de fuerzas
atomicas (MFA) se determind la rugosidad superficial (Ra = 0.097+0.031 pum) de esporas de Aspergillus
carbonarius, como propiedad fisicoguimica que podria estar relacionada en la adhesion. Sin embargo,
este fendmeno de adhesion también puede ser explicado mediante la interaccion con moléculas especificas
(adhesinas), por lo que se realizd un estudio de caracterizacion quimica superficial mediante
espectroscopia infrarroja, al estar en contacto ambos microorganismos para determinar las biomoléculas
que participan en la adhesiéon. Entre las cuales encontramos proteinas, polisacaridos y lipidos
principalmente. Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan informacion para explicar en parte
lo que sucede entre la interaccidn bacteria-espora, sin perder de vista que la adhesion esta en funcion de
distintos factores.

Introduccion

El café es una importante fuente de divisas, aporta un aproximado de 25 000 millones de ddlares
a nivel mundial. Méas del 90% de la produccion de café tiene lugar en paises en vias de desarrollo, en su
mayoria de Ameérica del Sur [1], por lo que el café es considerado un producto de gran importancia
econdmica. En los ultimos 50 afios se han detectado la presencia de micotoxinas producidas por hongos
del género Aspergillus, que contaminan diversos alimentos, no solo el café. La presencia de ocratoxina A
(OTA) en el café se agrava en el procesamiento por via seca o natural [2]. Las micotoxinas, como la OTA,
estan, asociadas a diversos trastornos de tipo neurotoxico, genotoxico, teratogénico, nefrotoxico, entre
otras [3], por lo que, es considerado un problema con varias aristas de cardcter econémico, social y de
salud publica. Con este antecedente, se propuso el uso de bacterias del género Lactobacillus como
microorganismos antagonicos ya que tiene la capacidad de producir biomoléculas como &cidos organicos,
péptidos, exopolisacaridos, entre otros mecanismos, capaces de limitar el desarrollo del hongo
micotoxigénico y la produccion de la OTA [4]. Recientemente ha crecido la atencion sobre el uso de BAL
como microrganismos de control de patdgenos, debido a que han sido incluidas en la lista QPS (Presuncion
de seguridad calificada) para uso en la cadena de alimentos y piensos dentro de la Union Europea (EFSA).
Ademas, en los E.U. se les reconoce como microorganismos GRAS (Generally Recognized As Safe). Lo
cual ha llevado a que las BAL sean una alternativa para el control de patdgenos en sistemas alimenticios.

BIOTECNOLOGIA


mailto:ibqi.uriel@live.com.mx

XL Encuentro Nacional de la AMIDIQ
7 al 10 de mayo de 2019, Bahias de Huatulco, Oaxaca, México.

Cualquiera que sea el entorno en el que se encuentren las bacterias y los hongos, estos presentan
interacciones muy diversas que pueden ir desde el antagonismo hasta el mutualismo. Estas interacciones
comienzan a tomar relevancia para disefiar estrategias de control bioldgico [5,6]. En la actualidad se han
descrito varios mecanismos para controlar el desarrollo de patégenos, los principales y méas comunes son
antibiosis (antagonismo mixto), competencia por nutrientes o espacio, interacciones directas (antagonismo
directo) con el patdgeno (parasitismo y accion de enzimas liticas).

Las bacterias lacticas han demostrado la capacidad de llevar a cabo mecanismos antagénicos de
tipo directo y mixto. Sin embargo, es de interés particular estudiar los mecanismos antagonicos directos
en contra del hongo micotoxigénico A. carbonarius. Se ha reportado que el contacto célula-célula entre
hongos y bacterias puede resultar en cambios importantes en su fisiologia e interacciones, incluso en la
patogenicidad de los hongos [7]. Comprender el modo de accién de L. plantarum y la influencia de los
factores fisicoquimicos en la adhesion bacteria-espora generara alternativas biotecnoldgicas que permitan
hacer recomendaciones para prevenir, controlar o eliminar la ocratoxina A de las plantaciones de cafe.

El objetivo de este trabajo fue estudiar factores fisicoquimicos como las caracteristicas
superficiales, rugosidad, topografia, composicion quimica de la espora del hongo, implicados en la
adhesion entre ambos microorganismos y su asociacion con el biocontrol de A. carbonarius.

Metodologia
Preparacion de cultivos microbianos.

Las BAL se cultivaron en medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) BD Difco™ durante 24h a 30°C,
se realizd una activacion y 3 resiembras en las condiciones indicadas utilizando 10% v/v de inoculo en
cada cultivo. Los hongos se cultivaron en medio PDA (Potato Dextrose Agar) BD Bioxon™ durante 7
dias a 30°C. Posteriormente resuspendieron las esporas en Tween 80 al 0.1% y se resembraron en las
condiciones mencionadas, al cabo de la incubacién, las esporas fueron utilizadas para cada ensayo. Para
el co-cultivo BAL-Hongo se coloco 90% v/v de suspension de esporas [1x10° esp/mL] y 10% v/v de BAL,
en tubos Ependorfs de 2mL y se dejaron en contacto ambos microorganismos durante 8h, para su posterior
analisis.

Tratamiento de muestras.

Para el estudio en microscopia electronica de barrido (SEM) y el estudio de rugosidad en
microscopia de fuerzas atbmicas (AFM) se utilizdé una suspension del co-cultivo BAL-Hongo descrito
anteriormente y esporas de A. carbonarius (1x10° esp/mL) respectivamente para cada técnica.

Las suspensiones microbianas fueron fijadas con glutaraldehido durante 24 h y se lavaron con
amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Posteriormente se adicioné tetradxido de osmio como ultimo
fijador y se realiz6 una deshidratacion con concentraciones crecientes de etanol (30-100%). Las células
deshidratadas se colocaron en capsulas de celulosa, para ser secadas con CO2 al punto critico (Tousimis
modelo Samdri780B). Una vez secas las muestras fueron adheridas con ayuda de cinta doble carbén a un
porta muestras de 25 mm tipo PIN y se recubri6 con oro 60s x 4 tiempos (Dentron Vacum Desk 111).
Métodos analiticos

Para el estudio en microscopia electrénica de barraido (MEB), se utilizé un microscopio JEOL
JSM-5900LV a 15 kV. Utilizando un cafion electronico tipo termoionico a alto vacio. La imagenes se
obtuvieron bajo detectores para imagenes de electrones secundarios (SE) y electrones retrodispersados
(BSE). Para el estudio de MFA se utilizd un equipo Alpha300 RA combinacion Raman-AFM. Modo
tapping; las muestras se analizaron con el software Witec proyect FOUR 4.0.

Para el analisis de las muestras por espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR).
Se prepar6 un co-cultivo de BAL (1x107 cel/ml) y esporas de A. carbonarius (1x107 esp/ml) como ya se
menciono, se lavé con solucion isotonica estéril. Se agregd 0.5-1ml del co-cultivo en portaobjetos de 25.4
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X 76.2mm, se dej6 secar el liquido a temperatura ambiente durante 24h, posteriormente se realizo el
andlisis en infrarrojo a longitud de onda media (1500-4000 cm™).

Resultados y discusion
En la Figura 1, se muestra la adhesion de las BAL a las esporas fungicas determinado por MEB.

biocontrol.

Se determindé mediante MEB que la principal interaccién bacteria-espora se fundamenta en el
fendmeno de adhesidn, el cual es considerado como "antagonismo directo™ cuyo término es utilizado para
describir casos en los cuales el contacto celula-celula del antagonista con el organismo inhibido es esencial
para lograr biocontrol [8]. Cabe mencionar que estudios previos realizados en este grupo de trabajo han
demostrado que la adhesion de la bacteria lactica estudiada sobre el hongo A. carbonarius, estan asociados
a altos grados de biocontrol del hongo micotoxigénico. Las micrografias A, B, mostradas en la Figura 2
representan la reconstruccion tridimensional topogréafica de la superficie de las esporas fungicas obtenido
en MFA.

B

0007477V

0.7116 V
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Figura 2. Micrografia A, reconstruccion tridimensional topografica de la superficie de
esporas fungicas. Micrografia B, seleccién de area rectangular a escanear en modo
tapping AFM; Micrografias C,D, resultado de escaneo modo tapping AFM y su
reconstruccién topografica respectiva a profundidad y altura de valles en um.
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Las micrografias C y D representan el area topografica estudiada mediante MFA modo tapping,
de las cuales se realiz6 la cuantificacion de rugosidad utilizando el método basado en el registro de perfiles
de alturas.

La Tabla 1, muestra los pardmetros de rugosidad estimados sobre la superficie de las esporas fangicas.
Ra= promedio aritmético de los valores absolutos de las alturas y Rrms = promedio de las desviaciones
cuadraticas respecto a la altura media

Tabla 1. Rugosidad superficial de esporas de
Aspergillus carbonarius

Rugosidad A. carbonarius f(x)= 4pum 2
Rrms pm 0.136+ 0.041
Ra um 0.097%0.031

x=distancia de escaneo superficial

Respecto a la rugosidad superficial de las esporas se estimo el paradmetro Ra= 0.097+0.031 um. De acuerdo
alanorma DIN 4769 la rugosidad encontrada en esporas fungicas se puede clasificar como grado N3/N12,
estos grados de rugosidad se crearon en la norma para una mayor facilidad de especificacion y control en
los materiales, y esta en funcidn del valor de Ra en um por ser el parametro utilizado mayoritariamente
en el mundo. Este valor de rugosidad de las superficie de esporas se considera bajo-medio (Ra=0.1-0.2
pum), es decir 25-33% rugoso comparado con el material que es considerado en la norma como valor
méaximo, por lo que se plantea que la rugosidad presentada sobre la superficie de las esporas puede llegar
a influir la adhesién bacteriana ya que las superficies que presentan algin grado de rugosidad exhiben
condiciones como depresiones o valles superficiales, que pueden proporcionar sitios favorables para la
colonizacién bacteriana. Sin embargo, por considerarse una rugosidad baja, podria no ser un factor que
afecte en gran medida la capacidad bacteriana para adherirse sobre la superficie de las esporas fungicas.
Sin embargo, las propiedades de la célula bacteriana también juegan un papel fundamental en la adhesion
y de ellas depende que el anclaje sea reversible o irreversible y esto es de suma importancia ya que de esto
depende el biocontrol. La Figura 3 muestra el espectrograma caracteristico de la composicion quimica
superficial de bacterias, lacticas, esporas fangicas y la interaccion bacteria-espora, analizadas en la region
media del espectro infrarrojo.
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Figura 3. Espectrograma IR de esporas espiculadas, bacterias lacticas, y
bacterias adheridas sobre esporas espiculadas

El andlisis de los espectros infrarrojo (Figura 3) demuestran cambios en los enlaces quimicos respectivos
a la interaccion bacteria-espora, presentes en el nimero de onda entre 2960 a 2850 (cm™), cuyos estados
vibracionales corresponden a los enlaces va CHz, va CH2, v CH terciario, vs CHs, vs CH2 , que podrian ser
aportados por lipidos y acidos grasos [9,10]. De igual manera la region en la cual se aprecia mayores
cambios se encuentran en la region de1600-1555 cm™ (enlaces amida 11, 8 N-H unido a v C-N, amida I, v C=0
unido a & N-H), 1400-1300 cm* (8C-0-H, & sCHs, 5CH, Storsien CHz, Storsion, CH2, Amida 111 (vC-N unido a 5N-H) y 1100-
800 cm™ (v C-0, n C-C, § C-0-H, § CO-C, vsC-OH) que pueden ser aportados por carbohidratos (polisacaridos),
y proteinas [9,10]

La Figura 4, presenta el analisis de componentes principales de los espectros infrarrojos estudiados.
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Figura 4. Analisis de componentes principales (PCA) de
espectrogramas IR

Se logré demostrar mediante PCA (Figura 4) que los enlaces quimicos presentes en la interaccién bacteria-
espora difieren de la composicion quimica de los microorganismos por separado, esto implica que durante
la interaccion o adhesion bacteriana se generan nuevos enlaces quimicos o incluso la composicién
quimica normal de los microorganismos de manera separada se ve modificada o alterada por la adhesion
entre superficies, demostrandose como se describié anteriormente, que los principales grupos funcionales
que presentaron cambios en el espectro infrarrojo, corresponden a carbohidratos (polisacaridos) y
proteinas, por lo que es probable que estas moléculas estén implicadas en la adhesién bacteriana.

Conclusiones
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Los resultados obtenidos en MEB, permitieron determinar el contacto fisico entre ambos
microorganismos, por lo que se determin6 que las BAL pueden presentar antagonismo tipo directo en
contra del desarrollo de A. carbonarius. Por otra parte los factores superficiales como topografia y
rugosidad superficial de esporas de A. carbonarius pueden influir en la adhesion bacteriana, sin embargo
con ayuda de espectroscopia infrarroja se pudo detectar cambios en enlaces quimicos relativos a proteinas
superficiales, polisacéridos y acidos grasos cuando las bacterias estan adheridas sobre la superficie de la
espora fungica, por lo que se concluye que de manera concomitante los factores superficiales y las
biomoléculas membranales estan involucradas en los mecanismos de adhesion célula-célula.
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