Memorias del XXXIX Encuentro Nacional de la AMIDIQ
1 al 4 de mayo 2018, San José del Cabo, BCS.

ANALISIS DE LAS INTERACCIONES FISICOQUIMICAS Y ECOL’C')GICAS EN LOS
MECANISMOS DE ANTAGONISMO ENTRE HONGOS OCRATOXIGENICOS PRESENTES
EN CEREZAS DE CAFE Y BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Josue Uriel Amador Hernandez®, Roberto Lazzarini Lechuga®, Angélica Roman Guerrero?, Isabelle Gaime-Perraud®,
Gabriela M. Rodriguez Serrano®, Gerardo Saucedo Castafieda®
2 Depto. de Biotecnologia, ® Depto. Biologia de la Reproduccién, Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa,
“Institut de Recherche pour le Développement (IRD), Francia
ibgi.uriel@live.com.mx, saucedo@xanum.uam.mx

Resumen

El objetivo de este trabajo es limitar el desarrollo del hongo Aspergillus carbonarius y la produccion de
ocratoxina A en frutos de café, con la aplicacion de bacterias lacticas del género Lactobacillus. Para este
propdsito, se estudian los mecanismos involucrados en el antagonismo entre ambos microorganismos.
Primero se determiné que tipo de interaccion presentan ambos microorganismos al estar en un mismo
habitat, utilizando microscopia de campo claro se encontré que la interaccién predominante es la
adhesidn bacteriana sobre la superficie de la espora fungica, este fendmeno inhibe la germinacion de la
espora fangica. Por otra parte, se estudio el potencial Z de ambos microorganismos para determinar si la
adhesion se da por un fendmeno electroquimico, el resultado fue que ambos microorganismos tienen
cargas negativas de (-2 a -20 mV) en pH de 2 a 7, por lo que la adhesién no se explica por un fenémeno
electroquimico. Considerando una teoria fisicoquimica se evalué el efecto de AICI; 0.007M para alterar
la fuerza idnica del medio y asi modificar la carga superficial de los microorganismos a valores
positivos. El resultado fue que al agregar AICI; la carga de la bacteria y el hongo se vuelven positivas
con magnitudes de 22 y 16.4 mV, respectivamente. Por lo que sera posible favorecer una atraccion
electroquimica entre ambos microorganismos para fomentar el biocontrol del hongo micotoxigenico.
Otro mecanismo de adhesion es por adhesinas que serd analizado con microscopia confocal, pero como
primer paso se comprobd que los blancos (medios de cultivo y microorganismos) no autoflorescen.

Introduccion

Panorama mundial.Entre los ciclos cafetaleros 2005/06 y 2015/16, la produccién mundial de café crecio
a una tasa promedio anual de 2.7 por ciento. En el ciclo 2015/16 la cosecha global ascendi6 a 153.3
millones de sacos de 60 kg, es decir, el mismo nivel de produccion del ciclo previo. Por tipo de café, el
comportamiento de la cosecha fue diferenciado: la produccién de café arabica disminuy6 0.4 por ciento,
mientras que la de café robusta se incremento en 0.6 por ciento a tasa anual.

El 72.1 % de la produccion mundial de café en 2015/16 se concentrd en cinco paises: Brasil (32.2 %),
Vietnam (19.1 %), Colombia (8.9 %), Indonesia (7.7 %) y Etiopia (4.2 %). Entre los principales
productores también estan Honduras (3.7 %), India (3.5 %) y Perd (2.3 %). México se ubico en la
décimo primera posicion, con una participacion del 1.6 % de la produccion mundial segun datos del
Panorama Agroalimentario de Café (BM FIRA 2016/2017).

Panorama nacional. En el ciclo cafetalero 2015/16 se cosecharon 664,963 hectareas de café, de la cual
el 89.7 % se concentrd en cinco entidades: Chiapas (36.0 %), Veracruz (19.7 %), Oaxaca (17.8 %),
Puebla (9.3 %) y Guerrero (6.8 %) (SIAP 2016).

El fruto y su contaminacion. La ocratoxina A (OTA) es una sustancia natural muy toxica asociada a
diversos trastornos de tipo neurotdxico, genotdxico, teratogénico, nefrotdxico, entre otras [1], por lo que,
es considerado un problema de salud puablica.
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La ocratoxina A, es producida por un moho que se puede encontrar en el café crudo o "verde", y que no
se elimina por completo con el tostado o torrefaccion. Ademas el problema se agrava en el
procesamiento por via seca [2].

Datos sobre la OTA. La ocratoxina A es producida por especies de dos géneros de hongos: los
Aspergillus y los Penicillium, que se producen naturalmente en los cereales, las uvas, el café y el cacao.
En el café, los hongos mas importantes en la produccion de OTA son los Aspergillus ochraceus, A.
carbonarius y algunas cepas de los A. niger. La OTA es tan peligrosa que expertos de la FAO y la OMS
han establecido un limite maximo tolerable para los humanos de 100 milmillonésimos de gramo por
kilogramo de peso corporal a la semana. En 2004, la Union Europea establecid limites maximos
admisibles para la OTA de 5 ppb en el café tostado y molido, y 10 ppb en el café instantdneo. No se han
anunciado limites para el café verde (Reglamento de la Comision Europea, 1881/2006).

Actualmente mas de 80 paises cultivan el café en sus diferentes tipos, de los cuales poco mas de 50
paises lo exportan, esto se traduce en que el café es uno de los principales productos aportadores de
divisas (8.6 billones de pesos en 2012) a los paises relacionados en su cultivo, procesamiento y
comercio, ademas de generar mas de 3 millones de empleos, por lo anterior, el café es considerado un
producto de gran importancia en el comercio mundial.

Sin embargo la presencia de micotoxinas en cultivos de café conlleva a pérdidas economicas
importantes a los paises relacionados en su procesamiento y comercializacion.

Por lo anterior, se ha propuesto el uso de bacterias del género Lactobacillus como microorganismos
antagonicos ya que tiene la capacidad de producir biomoléculas como acidos organicos, péptidos,
exopolisacaridos capaces de limitar el desarrollo del hongo micotoxigénico [3].

Metodologia

Preparacion de los cultivos microbianos. Las bacterias acido lacticas se cultivaron en medio MRS
(Man, Rogosa y Sharpe) BD Difco™ durante 24h a 30°C en condiciones aerobias, se realizdé una
activacion y 3 resiembras bajo las condiciones anteriores utilizando 10% v/v de inoculo en cada cultivo.

El cultivo fungico se realiz6 en medio PDA (Potato Dextrose Agar) BD Bioxon™ durante 7 dias a 30°C
en condiciones aerobias. Posteriormente se realizé una re suspension de esporas en Tween 80 al 0.1%
para realizar una resiembra bajo las condiciones anteriormente mencionadas, una vez trascurridos los 7
dias de la resiembra, las esporas fueron utilizadas para cada experimento.

Para el estudio de interaccién entre ambos microorganismos se utilizaron portaobjetos con dos
cavidades, inoculados con una suspension de esporas de Aspergillus (1x10° esp/ml) y un 10% v/v de
suspension de bacterias lacticas. Con el fin de documentar la interaccion predominante entre ambos
microorganismos se utilizd un microscopio éptico Olympus modelo BX40F4, acoplado a una camara
AmScope modelo MU 5000.

Para la evaluacion del efecto de AICI; 0.007M se eliminaron los medios de cultivo centrifugando las
esporas a 10 000 rpm durante 5 min a 4 °C y las bacterias a 6 000 rpm durante 5 min a 4°C retirando el
medio por decantacion. Posteriormente, se resuspendieron los microorganismos en solucion de AlCl3
0.007M vy se llevd a cabo como primera parte la preparacion de muestras en portaobjetos con dos
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cavidades, inoculados con una suspension de esporas de Aspergillus (1x10° esp/ml) y un 10% v/v de
suspension de bacterias lacticas y se adicion6 el volumen necesario de AICI; para obtener una
concentracion final de 0.007M. Las muestras se visualizaron en un microscopio éptico Olympus ya
menciondo . Como segunda parte del ensayo, se llevd a cabo la lectura de la carga superficial de ambos
microorganismos en presencia de AlClz en el equipo Zetasizer nano series (nano-ZS).

En el caso del estudio de potencial Z, una vez crecidos los microorganismos se procedio a eliminar los
medios de cultivo centrifugando las esporas a 10 000 rpm durante 5 min a 4 °C y las bacterias a 6 000
rpm durante 5 min a 4°C retirando el medio por decantacién. Posteriormente, se resuspendieron los
microorganismos en los buffers a estudiar pH 2-7, seguidamente se llevo a cabo la lectura en el equipo
Zetasizer nano series (nano-ZS).

Por ultimo, para la evaluacion de autofluorescencia se prepararon medios de cultivo PDA y MRS como
lo recomienda el fabricante para posteriormente crecer al hongo y la bacteria respectivamente; bajo las
siguientes condiciones, hongo: incubado 30°C durante 14 dias, bacteria incubado a 30°C durante 24h en
condiciones aerobias. Posteriormente, las muestras fueron visualizadas usando un sistema de
microscopia confocal Zeiss LSM780 NLO, una vez evaluados los blancos se procedio a la evaluacion de
2 trazadores fluorescentes (DID, DIL) para inducir fluorescencia a la superficie de la espora fangica y de
la bacteria respectivamente, para ello se cultivaron los microorganismos en las condiciones
anteriormente mencionadas, posteriormente se prepararon los trazadores fluorescentes como lo
recomienda el fabricante Thermo Fisher Scientific-Vybrant Cell-Labeling Solutions. Posteriormente se
llevod a cabo las visualizaciones en un sistema de microscopia confocal Zeiss LSM780 NLO.

Resultados

La Figura 1 y 2 muestran micrografias en microscopia de campo claro en un objetivo 40X y 20X donde
se observa a las bacterias lacticas y a las esporas respectivamente creciendo en condiciones normales y
se estima el incremento de células para las bacterias a través del tiempo, mientras que las esporas
muestran el proceso de germinacion a través del tiempo. Estas micrografias seran utilizadas como
testigos experimentales sin tratamientos.

+ BAL031

Figura 1. Incremento celular de las bacterias lacticas a Figura 2. Desarrollo germinativo de las esporas de
través del tiempo (Oh,15h,18h)(895, 934, 965 cel) Aspergillus a través del tiempo visualizado en el objetivo
respectivamente . Estimado mediante un programa de 20X. Observandose que a las 5h de incubacion las esporas
procesamiento de imagen digital (Image J) comienzan su proceso de germinacion.

La Figura 3 muestra la interaccion entre bacterias y esporas fungicas, observandose que las esporas no
germinan en presencia de bacterias. Sin embargo el nimero de células bacterianas incrementa a través
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del tiempo, por lo que posiblemente las bacterias presentan un fenémeno antagénico contra las esporas
fangicas.

Resultados Teoria DLVO
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Figura 3. Efecto inhibitorio en la germinacion de las esporas en presencia de bacterias
lacticas, observandose que después de 72h las esporas no presentan germinacion
mientras que su control sin bacterias presenta germinacion después de 5h de
incubacion.

La Figura 4 muestra la micrografia correspondiente a un video en microscopia en campo claro que
muestra que la principal interaccion entre bacterias lacticas y esporas fungicas es la adhesion superficial
y es posiblemente un mecanismo responsable del biocontrol de la espora fungica, por lo que se plantea

aumentar la adhesién bacteriana para fomentar el biocontrol.
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Figura 4. Bacterias adheridas sobre la superficie de la espora flingica.
La Figura 5 muestra el efecto del tensoactivo idénico AICI; 0.007M para aumentar la adhesion bacteriana
sobre la superficie de la espora fungica propuesta en la teoria de coloides “teoria DLVO Derjaguin,
Landau, Verwey y Overbeek”, para fomentar la inhibicion en la germinacion de las esporas fangicas.
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Figura 5. Incremento en la aglomeracion celular bacterianas obre la espora flngica por el
efecto de AICI3 a través del tiempo.

La Figura 6 muestra los resultados de potencial Z (carga superficial) en unidades de mV, en funcion del
pH. Se observa que al aumentar el pH el valor del potencial negativo aumenta, siendo el mismo
comportamiento para ambos microorganismos y que se corresponde por lo reportado por [4,5]. De igual
manera se muestra el efecto del electrolito AICI; sobre la carga superficial de los microorganismos, se
observa un cambio en la carga superficial de ambos microorganismos pasando de valores negativos a
positivos, generando una diferencia de potencial que promoveria la atraccion electroquimica de
superficies.
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La Figura 7, muestra las micrografias realizadas con microscopia confocal a 3 diferentes longitudes de
onda de excitacién y emision. Se observa que ningin microorganismo presenta auto florescencia. Lo
cual sugiere que esta técnica sera muy Util para evaluar las interacciones bacteria hongo.
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Figura 6. Potencial Z en funcion del pH y el efecto del Figura 7. Micrografias de microscopia confocal y campo claro
AICI3 sobre el potencial Z de bacterias lacticas y hongos micotoxigénicos evaluando el

efecto de autoflorescencia.

Las Figura 8 y 9 muestran el trazado fluorescente con DIL Y DID de bacterias y esporas fungicas
respectivamente analizados en un sistema de microscopia confocal Zeiss LSM780 NLO; se detectd la
presencia de lipidos en regiones particulares de su superficie, lo cual es de suma importancia para un
estudio de colocalizacion que nos ayudaria a determinar si estos lipidos superficiales estan relacionados
como biomoléculas que ayudan a la adhesién entre ambos microorganismos.

Figura 8. Fluorescencia de las bacterias inducida por el Figura 9. Fluorescencia de la espora fingica inducida por
trazador DIL visualizado en Microscopia Confocal (A) y el trazador DID visualizado en Microscopia Confocal (A)
bacterias acido lacticas en el plano focal en microscopia de Y espora en el plano focal en microscopia de campo claro
campo claro (B) (b)

Conclusiones

Se logré determinar un efecto inhibitorio de las bacterias en contra de la germinacién de esporas
fangicas, de igual manera se encontrd que la principal interaccion es la adhesion superficial de las
bacterias sobre las esporas fungicas y ésta adhesion es la posible responsable del biocontrol. Se probd
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exitosamente el uso de un electrolito i6nico (AICI3) para favorecer esta adhesion superficial y como
consecuencia fomentar el biocontrol del hongo

Por otra parte en el analisis de carga superficial de los microorganismos se encontrd que en condiciones
naturales es negativa y esto no explica la adhesion por fendmeno electroquimico. Sin embargo el uso del
electrolito AICI;0.007M es efectivo para modificar el potencial Z a valores positivos, alterando la carga
superficial de los microorganismos para fomentar una atraccion electroguimica.

Por ultimo se determind que ningin microorganismo y medio de cultivo presentan auto florescencia lo
que hace ideal para visualizar estructuras muy particulares de cada microorganismo, como adhesinas,
marcadas con trazadores fluorescentes usando técnicas inmunoquimicas, es asi como mediante el uso de
trazadores fluorescentes como DIL Y DID aplicadas en bacterias y esporas fingicas respectivamente. Se
logro visualizar en un sistema de microscopia confocal Zeiss LSM780 NLO las regiones en que las
bacterias y esporas poseen lipidos superficiales lo cual es de suma importancia para un estudio de
colocalizacion posterior que nos ayudaria a determinar si estos lipidos superficiales estan relacionados
como biomoléculas que ayudan a la adhesion entre ambos microorganismos.
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