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RESUMEN

El café es considerado un producto de gran importancia en el comercio mundial. Sin
embargo, desde 1960 se ha detectado la presencia de micotoxinas en diversos alimentos no
solo el café. Las micotoxinas, como la ocratoxina A (OTA), estd asociada a diversos
trastornos de tipo neurotdxico, genotdxico, teratogénico, entre otros desordenes en animales
y humanos. Ademas, los granos contaminados ocasionan importantes pérdidas econdémicas
para el sector agricola (932 millones de dolares/ afio). Los principales microorganismos
productores de micotoxinas son hongos del genero Aspergillus, Penicillium y Fusarium.
Objetivo. Con este antecedente, el objetivo de este trabajo es determinar las interacciones
fisicoquimicas y ecoldgicas implicados en el biocontrol del hongo Aspergillus carbonarius
(considerado como mayor productor de OTA en alimentos) y la produccién de ocratoxina A
en frutos de café, con la aplicacion de bacterias acido lacticas “Lactobacillus plantarum”
endémicas de pulpa de café. Comprender el modo de accién de L. plantarum y la influencia
de los factores fisicoquimicos en la interaccion bacteria-hongo generard alternativas
biotecnoldgicas que permitan hacer recomendaciones para prevenir, controlar o eliminar la
ocratoxina A de las plantaciones de café. Métodos. Para tal propdsito haciendo uso de
microscopia electrénica de barrido (MEB), microscopia de barrido laser confocal (CLSM),
microscopia de fuerzas atdbmicas (MFA), microscopia en campo claro (MCC), potencial Zeta
(PZ), espectrometria infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) se estudian los
mecanismos fisicoquimicos en la interaccién célula-célula realizando caracterizaciones
superficiales como rugosidad, topografia, composicion quimica, carga superficial e
hidrofobicidad de ambos microorganismos, que pudiesen estar implicados en la adhesion
entre ambos microorganismos y su asociacion con el biocontrol de A. carbonarius.
Resultados. Determinamos que L. plantarum inhibe el desarrollo (radial) fungico en medio
solido por encima del 50% durante 5-6 dias (biocontrol fungistatico). La méxima inhibicion
(84%) se alcanza al cuarto dia, utilizando in6culo bacteriano de 5x10* cel/mL. En los co-
cultivos en medio liquido pudimos observar efecto de biocontrol en la germinacion de
esporas fungicas de hasta 72 h. Por otra parte, se caracterizdé por HPLC la produccién de
acido L-lactico, acido D-lactico, acido formico, &cido acético, acido propionico y etanol,

como productos de fermentacion de trehalosa por L. plantarum, moléculas sugeridas en
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bibliografia con relacién al biocontrol fungico. Los estudios de interaccion (co-cultivo),
mostraron adhesion bacteriana sobre la superficie de esporas fingicas como mecanismo
antagonico, clasificado en bibliografia como antagonismo directo. Aunado a esto se
determind posible dafio sobre la superficie de esporas fungicas por la presencia de poros
membranales de aproximadamente 140 £ 22.3 nm, que podrian estar relacionadas con el
biocontrol del hongo micotoxigénico. Aunado a este estudio se determiné la capacidad de
adsorcion de OTA sobre la superficie de L. plantarum.

Por dltimo se analizaron los mecanismos responsables de adhesion superficial de
bacterias lacticas sobre esporas fungicas. EI PZ de bacterias y hongos (-11a-18 mVy 0Oa -
10 mV respectivamente), no apoyan la hipotesis de atraccion electrostatica como mecanismo
responsable de la adhesion (observada en MEB). Por otra parte, la rugosidad y topografia
tedricamente sugieren que la rugosidad podria ser un factor condicionante en la adhesion
bacteriana. Sin embargo el valor numérico de rugosidad superficial de esporas fangicas
estimados bajo el promedio aritmético de los valores absolutos de las alturas Ra =
0.097+0.031 um, no relaciona en gran medida la rugosidad con la adhesion observada. Por
otra parte, mediante CLSM y FTIR, se determinaron enlaces quimicos superficiales los
cuales se asociaron a proteinas y polisacaridos como posibles biomoléculas membranales
implicadas en la adhesion de L.plantarum sobre esporas de A. carbonarius.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo proponen el uso eficaz de
Lactobacillus plantarum como alternativa para el control de A. carbonarius. Asi mismo los
mecanismaos fisicos, quimicos y ecoldgicos de biocontrol estudiados en este trabajo permiten
comprender el modo de accidn de L. plantarum lo cual amplia posibilidades y oportunidades
para generar nuevas alternativas biotecnoldgicas en contra de los hongos contaminantes de

cultivos y sus micotoxinas.
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ABSTRACT

Coffee is considered a product of great importance in world trade. However, since 1960 the
presence of mycotoxins has been detected in various foods, not just coffee. Mycotoxins, such
as ochratoxin A (OTA), is associated with various neurotoxic, genotoxic, teratogenic
disorders, among other disorders in animals and humans. In addition, the contaminated grains
cause significant economic losses for the agricultural sector (932 million dollars / year). The
main microorganisms that produce mycotoxins are fungi of the genus Aspergillus,
Penicillium and Fusarium. Objective. With this background, the objective of this work is to
determine the physicochemical and ecological interactions involved in the biocontrol of the
Aspergillus carbonarius (considered as the largest producer of OTA in food) and the
production of ochratoxin A in coffee beans, with the application of lactic acid bacteria
"Lactobacillus plantarum™ endemic of coffee pulp. Understanding the mode of action of L.
plantarum and the influence of physicochemical factors on the bacterium-fungus interaction
will generate biotechnological alternatives that allow making recommendations to prevent,
control or eliminate ochratoxin A from coffee crops. Methods. For this purpose, using
scanning electron microscopy (SEM), confocal laser scanning microscopy (CLSM), atomic
force microscopy (AFM), light field microscopy (LFM), Zeta potential (ZP), Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), the physicochemical mechanisms in the cell-cell
interaction are studied making surface characterizations such as roughness, topography,
chemical composition, surface charge and hydrophobicity of both microorganisms, which
could be involved in the adhesion between both microorganisms and their association with
the biocontrol of A. carbonarius. Results. We determined that L. plantarum inhibits fungal
(radial) development in solid medium above 50% for 5-6 days (fungistatic biocontrol). The
maximum inhibition (84%) is reached on the fourth day, using bacterial inoculum of 5x10*
cell/mL. In the co-cultures in liquid medium we observed the effect of biocontrol on the
germination of fungal spores up to 72 h. On the other hand, the production of L-lactic acid,
D-lactic acid, formic acid, acetic acid, propionic acid and ethanol was characterized by
HPLC, as fermentation products of trehalose by L. plantarum, molecules suggested in

literature regarding fungal biocontrol. Interaction studies (co-culture) showed bacterial
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adhesion on the surface of fungal spores as antagonist mechanism, classified in literature as
direct antagonism. In addition to this, possible damage to the surface of fungal spores was
determined by the presence of membrane pores of approximately 140 + 22.3 nm, which could
be related to the biocontrol of the mycotoxigenic fungus. In addition to this study, the

capacity of OTA adsorption on the surface of L. plantarum was determined.

Finally, the mechanisms responsible for superficial adhesion of lactic acid bacteria on fungal
spores were analyzed. The PZ of bacteria and fungi (-11 a-18 mV y 0 a -10 mV respectively)
they do not support the hypothesis of electrostatic attraction as the mechanism responsible
for adhesion (observed in SEM). On the other hand, the roughness and topography
theoretically suggest that roughness could be a determining factor in the bacterial adhesion.
However the numerical value of superficial roughness of fungal spores estimated under the
arithmetic average of the absolute values of the heights Ra = 0.097+0.031 um, it does not
relate to a great extent the roughness with the adhesion observed. On the other hand, by
LCSM and FTIR, superficial chemical bonds were determined, which were associated to
proteins and polysaccharides as possible membrane biomolecules involved in the adhesion

of L.plantarum on spores of A. carbonarius.

Finally, the results obtained in this work propose the effective use of L. plantarum as an
alternative for the control of A. carbonarius. Likewise, the physical, chemical and ecological
mechanisms of biocontrol studied in this work allow us to understand the mode of action of
L. plantarum, which broadens possibilities and opportunities to generate new

biotechnological alternatives against fungal contaminants of crops and their mycotoxins.
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Glosario de abreviaturas

15Acdon: 15-acetil DON

ACB: Agentes de Control Bioldgico

ACN: Acetonitrilo

ADN: Acido desoxirribonucleico

AFB: Aflatoxina B

AFB1: Aflatoxina B1

AFLA: Aflatoxinas

AFM: Microscopia de fuerzas atémicas
AMECAFE: Asociacion mexicana de la cadena
productiva de café A.C

ANA-K: Acido naftalen acético

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosina trifosfato

BAL: Bacteria acido lactica

BPA: Buenas practicas agricolas

CC: Co-cultivo

CLSM: Microscopia de Barrido Laser Confocal
CODEX: Cadigo Alimentario

CYA: Agar extracto de levadura de Czapek

DAD: Detector de arreglo de diodos

DAS: Diacetoxyscirpenol

DLVO: Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
DON: Deoxynivalenol

DON: Desoxinivalenol

ECD: Detector de captura de electrones

EE.UU: Estados Unidos

ELISA: Ensayo por inmunoabsorciéon ligado a
enzimas

EM: Espectrometria de masas

EPS: Sustancias poliméricas extracelulares

ES: Espafa

EUA: Estados unidos de américa

FAO: Organizacion de Naciones Unidas para la
Alimentacion y Agricultura
FD: Detector de fluorescencia
FDA:  Administracion  de
Medicamentos

FID: Detector de ionizacion de llama

FTIR: Espectrometria infrarroja de transformada
de Fourier

FusX: Fusarenona X

GC / MS: Cromatografia de gases acoplada a
masas

GC-FID: Cromatografia en fase de observacion de
la deteccion por ionizacién de la llama

GMP: Buenas précticas de fabricacién

GRAS: Generalmente es reconocido como seguro
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HACCP: Punto de control critico de analisis de
riesgos

HFB: Heptafluorobutirilo

HPLC: Cromatografia liquida de alta presién
HPLC-Fluo: Cromatografia liquida a alto
rendimiento con detector de fluorescencia
HPLC-UV: Cromatografia liquida de alto
rendimiento con detector ultravioleta

HSCAS: Aluminosilicatos de calcio y sodio

HT2: Toxina HT2

ICO: Organizacion Internacional del Café
INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia

IR: Espectroscopia infrarroja

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acopladaa un
espectrometro de la masa del tipo triple cuadrupolo
en tandem

LC-MS: Cromatografia de liquidos con
espectrometro de masas

LTSEM: Microscopia electrénica de barrido a baja
temperatura

LTSM: Microscopia electronica de barrido a baja
temperatura

MADR: Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural

MATH: Prueba de adhesion microbiana a
hidrocarburos

MEB: Microscopia electronica de barrido

MEC: Matriz extracelular

MeOH: Metanol

MET: Microscopia electrénica de transmision
MLC: Microscopia laser confocal

MM Sac: Miles de millones de sacos

MMT: Miles de millones de toneladas

MRS: Medio de cultivo de Man, Rogosa y Sharpe
Mt: Miles de toneladas

MX: México

NEO: Neosolaniol

NIV: Nivalenol

ODM: Objetivos de Desarrollo del Milenio
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONU: Organizacion de las Naciones Unidas
OPA: O-ftaldialdéhido

OTA: Ocratoxina A

PCD: Muerte celular programada

PDA: Agar papa dextrosa

PFP: Pentafluoropropionilo

PIB: Producto interno bruto

PMF: Fuerza motriz protdnica
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QPS: Presuncion de Seguridad Calificada
RASFF: Sistema de Alerta Rapida para la
Alimentacion humana y animal

RID: Detector de indice de refraccion
SAGARPA: Secretaria de Agricultura vy
Desarrollo Rural

SEM: Microscopia electronica de barrido

SIAP: Sistema de informacién de agentes
promotores

SIAVI: Sistema de Informacion Comercial Via
Internet

SPMs: Microscopias de barrido de sonda

STM Microscopia de barrido de efecto tinel

T2: Toxina T2
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TBS: Escirpentriol

TFA: Trifluoroacetilo

TLC: Cromatografia en capa fina

TMAC: Tasa Media Anual de Crecimiento
TMS: Trimetilsililo

UE: Unién Europea

UFC: Unidades formadores de colonias
US: Estados unidos

USDA: Departamento de agricultura de los
Estados Unidos

UV: Ultravioleta

VER: Verrucarol

WGA: Aglutinina del germen de trigo
ZEA: Zearalenona
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1. Introducciodn

La presente tesis se compone de 7 capitulos, los cuales estructuran el cuerpo principal de
la tesis.

El Capitulo 2 presenta una revision bibliogréafica respectiva a la importancia econémica
y social del café a nivel mundial y nacional, destacando los principales paises productores y
consumidores de café y la derrama economica aunada al comercio de este producto, asi
mismo se exponen las caracteristicas fisioldgicas del fruto de café y las condiciones dptimas
para su cultivo. Seguidamente se abordan los dos procesos de beneficiado del grano de cafe,
profundizando de manera particular en el beneficio por via seca. Por otra parte, se expone la
principal problematica a nivel mundial de contaminacion de cultivos de café por hongos
micotoxigénicos y el impacto negativo que genera en los aspectos de salud, econémico y
social sobre las personas y paises relacionados en el cultivo, procesamiento y comercio de
este producto. Posteriormente se hace una revision de los diversos métodos y técnicas
utilizadas para la prevencion y tratamiento de la contaminacién por micotoxinas, entre las
cuales destacan el uso de tratamientos pre-cosecha como herramientas para la seguridad
alimentaria y pos-cosecha como tratamientos fisicos, quimicos y biotecnoldgicos, siendo este
ultimo el método desarrollado en la tesis con el uso de BAL como agentes de control
bioldgico.

En el Capitulo 3, se expone la importancia de realizar un estudio que permita una
comprensidn mas profunda de los mecanismos fisicos, quimicos y ecoldgicos llevados a cabo
por BAL en particular Lactobacillus plantarum en el biocontrol del hongo micotoxigénico
A. carbonarius considerado como el mayor productor de OTA. Con la finalidad de hacer
recomendaciones sobre como prevenir, controlar o eliminar la ocratoxina A de las
plantaciones de cafe.

En el Capitulo 4, se plantea la hipotesis de trabajo y que es utilizada como base para
proporcionar soluciones alternativas al problema de contaminacién de café por micotoxinas.
En el Capitulo 5, se presentan los objetivos de trabajo los cuales nos permiten dirigir

todos los esfuerzos de investigacion hacia una misma direccion.
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En el Capitulo 6, se enfoca en determinar la capacidad, el grado y el tipo de biocontrol
llevado a cabo por la BAL L. plantarum contra el hongo micotoxigénico A. carbonarius,
ademas se estudia mediante HPLC los productos de fermentacion de trehalosa por L.
plantarum que pueden fungir como biomoléculas para el biocontrol del hongo.

En el Capitulo 7, se estudian los cambios morfoldgicos sobre la superficie del hongo
A. carbonarius, como consecuencia de la interaccion directa en co-cultivo con L. plantarum,
para lo cual con ayuda de microscopia electronica de barrido (MEB) se busca identificar
cambios morfolégicos o dafio superficial que relacionen al antagonismo directo (adhesién
BAL/HONGO) como mecanismo de biocontrol llevado a cabo por L. plantrum. Para tal
proposito se analiza la morfologia del hongo de manera cualitativa y cuantitativa pre-
interaccion y post-interaccion con BAL. Asi mismo en este capitulo se estudia la capacidad
de adsorcién de OTA sobre la superficie de L. plantarum como mecanismo que coadyuve a
limitar la disponibilidad de la toxina en el cafe.

El Capitulo 8 se enfoca en estudiar los mecanismos fisico-quimicos de la superficie
bacteriana y fungica responsables de la adhesion presentada, se hace uso de técnicas
biofisicas superficiales como potencial Zeta de bacterias y esporas fungicas para evaluar la
relacién de atracciones electrostaticas que pudiesen estar implicadas en la adhesion
observada, asimismo mediante el uso de microscopia de fuerza atdbmica, se estudio la
influencia de la rugosidad superficial de ambos microorganismos como factor condicionante
de adhesion. Por otra parte, mediante el uso de microscopia de barrido laser confocal y
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier, se estudian cambios en enlaces
quimicos que pudiesen corresponderse con biomoléculas superficiales como proteinas,
lipidos, polisacaridos que pueden ser responsables de la adhesion entre ambos
microorganismos realizando como paso ultimo un estudio estadistico de analisis de
componentes principales para el analisis de los espectros obtenidos en FTIR.

El Capitulo 9 presenta la conclusion general, la cual expone de manera puntual las
conclusiones de los principales resultados mostrados en cada capitulo.

Finalmente, los Capitulos 10-16 presentan la seccion de anexos correspondiente a
informacién detallada del café y su importancia econémica y social, preparacion de medios
de cultivo, datos sin procesar utilizados en la realizacion de tablas, graficas, figuras y estudios
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estadisticos mostrados en el cuerpo de la tesis, ademas se muestra informacion detallada de
teoria y funcionamiento de las técnicas avanzadas en microscopia y espectroscopia.
Finalmente, se muestran los trabajos presentados en congresos durante el desarrollo del

trabajo de investigacion.
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2. Revision bibliografica

2.1. Panorama mundial

El producto tropical mas comercializado en el mercado internacional es el café. La
produccién de café a nivel mundial en 2017 registro un volumen de 150 millones de sacos
de 60Kkg, el cual representa un monto aproximado en divisas de 25 000 millones de ddlares.
Debido a la gran importancia econémica del café, en 1963 se cred la Organizacion
Internacional del Café (OIC) la cual se integra por 77 paises miembros (45 exportadores de
café y 32 importadores).
El café es un producto que funciona como fuente de divisas, mas del 90% de la produccion
de café tiene lugar en los paises en desarrollo, en su mayoria de América del Sur, mientras
que el consumo se produce principalmente en las economias industrializadas.
El sector cafetero ha empleado alrededor de 26 millones de personas en 56 paises productores
y en mas de 100 paises exportadores en todo el mundo (Ponte y Stefano, 2002). Brasil
produce casi un tercio de todo el café del mundo, mas de 5 millones de personas estan
empleadas en el cultivo y cosecha (FAO 2007). En Colombia la produccién de café genera
alrededor de 800 000 empleos directos en el sector rural (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, MADR), 32% de empleo generado por actividades agricolas, ademas, de
los empleos generados a lo largo de la cadena de valor (comercializacién, trilla, transporte,
industrializacion y exportacion) lo que se traduce en aproximadamente 1.6 millones de
empleos indirectos (MADR 2013) (FAO 2007). En México, el café proporciona trabajo a
510 mil 544 productores en 14 estados, 480 municipios, (AMECAFE-SIAP), de los cuales el
41% de los hombres y el 24% de las mujeres dedicadas a la produccion de café se concentran
en el estado de Chiapas, entidad con mayor produccion de café en el pais. Ademas Chiapas
es el principal productor mundial de café organico, 18 millones de toneladas anuales son
producidas por mas de 60 mil productores una tercera parte son mujeres indigenas (Mariscal,
2011).



https://en.wikipedia.org/wiki/Coffee_production
https://en.wikipedia.org/wiki/Coffee_production
https://en.wikipedia.org/wiki/Developing_countries
https://en.wikipedia.org/wiki/Developing_countries
https://en.wikipedia.org/wiki/South_America
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2.1.1. Consumo mundial de café

El consumo mundial de café en el ciclo 2016-2017 se ubico en 155.1 millones de sacos de
60 Kg (Figura 2.2).

®155.5 e155.1 Importacion
e151.8 Exportacion
e149 Mundial
107.2 106.
104.5 0 06.8 Tras haber aumentado
102.9 durante dos afnos
consecutivos, el consumo
se mantuvo estable
alrededor en 155 millones
2013/14 2014/15 2015/16 2016/17

Figura 2.1 Consumo mundial de café. Fuente: © 2017 International Coffee Organization (www.ico.org).

Dentro de los 16 principales paises consumidores de café en el mundo. Alemania ocupa el
primer lugar, consumiendo 6.5 kg por persona, seguido de Brasil con un consumo de 5.9 kg
por persona, en tercera posicion se encuentra Italia con 5.6 kg. Mientras que México se ubica
en décimo primer lugar en consumo de café a nivel mundial con consumo per capita anual

de 1.4 kilogramos.

2.1.2. Produccién mundial de café

La produccién mundial de café en el ciclo 2017/18 estimado por la OIC es de 158.56
millones de sacos, un 0.3% menor que el afio pasado. La produccién de Arabica se estima en
6.6% menor, correspondiente a 97.16 millones de sacos, mientras que la produccion de
Robusta se estima en 61.4 millones de sacos, 11.5% mas que en 2016/17. La OIC estima que
la produccion ha crecido en todas las regiones, excepto en Sudamérica, que es 8.2% menor,
con 70.57 millones de sacos. Brasil es el mayor productor de café del mundo y su produccién
se estimo en 51 millones de sacos en 2017/18; un 10.2% menor que en 2016/17. Sin embargo,

se espera que su cosecha 2018/19 aumente como consecuencia de condiciones climaticas
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favorables. La produccion de Colombia, el segundo productor méas grande de la region y el
tercero del mundo, se estimé en 14 millones de sacos, un 43% menor que en la temporada
2016/17.

2.1.3. Principales paises productores.

La Figura 2.3 muestra los principales paises productores de café en el mundo. Se estima
que el 74 por ciento de la produccion mundial de café en 2017/18 se concentr6 en cinco
paises: Brasil (32.16 %), Vietham (18.6 %), Colombia (8.8 %), Indonesia (6.87 %) vy
Honduras (5.25 %). México se ubico en la décima posicién, con una participacion del 2 %

de la produccién mundial.
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Figura 2.2 Principales paises productores de café. Fuente: © 2018 International Coffee Organization

(www.ico.org)

Asi mismo, la principal variedad de café (Tabla 2.1) producida en el mundo es Arabica con
una produccion de 97.16 millones de sacos de 60 Kg, representando el 61.27% de la
produccion mundial. Por otra parte, la variedad Robusta se produce cerca de 61.4 millones
de sacos de 60 Kg aportando un 38.72% de la produccién mundial. EI Anexo A presenta mas
informacién relacionada al comercio internacional del café y su importancia social y

econdémica.
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2.2. Panorama nacional

El café es un cultivo de gran importancia en México. El café representa el 0.66% del PIB
nacional, este producto emplea a mas de 500 000 productores de 14 entidades federativas y
480 municipios, este producto se consume a razén de 1.4 kg per capita a nivel nacional. Sin
embargo, México ha dejado de ser el productor principal de café organico del mundo en los
ultimos diez afios desplazandose al quinto lugar, utilizando aproximadamente el 3.24% de la
superficie cultivada del total de este producto para esta variedad (SIAP 2017). Siendo
honduras el principal productor de café organico en el mundo.
El café (Coffea arabica L.) es originario de Etiopia, su introduccion en México fue alrededor
de 1790 (Medina et al., 2016), se cultiva en altitudes sobre el nivel del mar que oscilan entre
900 y 1 500 m (Ojien et al.2010). Existen mas de 500 000 cafeticultores localizados en 12
estados del pais, minifundistas la mayoria, dado que cerca 90% de ellos poseen superficies
menores a cinco hectareas (Flores, 2015). Se cultivan 700 000 ha, siendo Chiapas, Veracruz,
Puebla y Oaxaca (Figura 2.5), los principales estados productores que en conjunto aportan
cerca de 90% de la produccion (SIAP, 2016).
La mayor parte de la produccion de café se genera en el tropico mexicano, esta region
presenta condiciones agroecoldgicas apropiadas para el desarrollo de cultivos perennes como
el cafée, a pesar de esto, la produccion de café ha venido disminuyendo (Figura 2.4) en los
ultimos afios al pasar de 1 836 882.5t en el 2000 a 1 166 025.8 t en 2014, que representa una
caida cercana a 3.7% promedio anual (SIAP, 2016), datos que muestran la crisis de la
produccidn de café en México. De acuerdo con Ortega (2013) y Temis et al. (2011) las causas
de esta crisis son la presencia del hongo de la roya y la plaga de la broca, el envejecimiento
de los cafetales, la falta de programas y de politicas publicas efectivas, asi como los bajos
precios internacionales del café. Ortega, (2013) argumenta que esta problematica induce a
los productores de café a abandonar esta actividad agricola y migrar a otras actividades
econdmicas. A pesar de esta problematica las perspectivas para este cultivo son alentadoras,
dado que los productores se enfrentan a una ventana de oportunidad ante el crecimiento del
consumo del café a nivel mundial, de acuerdo con cifras de OIC (2016), el consumo per
capita de café en México crecié a una tasa promedio anual de 0.6% durante el periodo de
2012 a 2015.
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La Figura 2.6 resume los principales indicadores del comercio y la situacion productiva del
café en el pais.
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Figura 2.5 Indicadores 2012-2017. Fuente: SIAP, SIAVI 2017

2.3. El fruto, procesamiento y su contaminacion

Café cereza, nombre cientifico Coffea arabica L. Se llama café o cafeto a un género de
arboles de la familia de las rubiaceas. Hay mas de treinta especies, pero destacan tres: la
arabica, la canephora y la iberica. El arbusto mide entre 4 y 6 m de altura. En la madurez
tiene hojas aovadas, lustrosas, verdes. Sus flores son blancas, y permanecen abiertas pocos
dias. Seis o siete meses después de que aparece la flor, se desarrolla el fruto, el proceso de

formacion y maduracion de fruto se ejemplifica en la Figura 2.7, en el cual se aprecia el
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cambio de color de verde claro cuando el fruto es recién formado a color rojo cuando el fruto

se encuentra maduro.

Figura 2.6 Proceso de maduracién, cerezas de café.
Fuente:
https://deskgram.net/p/1951556893189132820_ 8232362306

El siguiente esquema representa la clasificacion para el Reino Plantae hasta el género Coffea
L.
Reino plantae— Plantas
Contiene 6 especies y 3 taxones aceptados en general.

Especies Coffea arabica L. — Café arabe

Especies Coffea_benghalensis Heyne ex Schult. — café de bengala

Especies Coffea_canephora Pierre ex Froehner — café robusta

Especies Coffea_congensis Froehner— café congo

Especies Coffea_libericaW. Bull ex Hiern. — Cafe liberiano

Especies Coffea stenophylla_G. Don — café
Fuente: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA).

Al fruto se le dice cereza, y esta recubierto por una cascarilla llamada pergamino.

La planta requiere un clima calido, pero con alto nivel de humedad; su altitud debe ser entre
los 1,000 a 1,300 msnm (USDA). Dentro de sus requerimientos nutricionales, necesita un
suelo rico y hiumedo que absorba bien el agua y drene con rapidez el exceso de precipitacion.
Se cultiva en regiones frias, con temperaturas de crecimiento entre 13 y 26 °C.



https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=COAR2
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=COBE6
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=COCA39
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=COCO27
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=COLI8
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=COST17
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2.4. Procesamiento o transformacion.

Una vez realizada la cosecha del fruto del café, es sometido a un proceso o beneficiado

por una de las dos vias existentes: el método humedo y el método seco (Figura 2.8). El
primero, también llamado café lavado es el méas costoso y complejo. Este método emplea a
los cafés arébicas de alta calidad, con la finalidad de conservar todas sus propiedades, por tal
razén son los cafés mas caros o mejor pagados (FAO, 2012).
De los dos procedimientos de trasformacion del café: a) La via himeda, incluye las etapas
de beneficiado humedo y seco para la obtencidn de café pergamino y verde; b) en el caso de
la via seca, se obtiene el café oro natural (SAGARPA, 2005). Hacia el afio 2002, existian
cerca de 2 mil unidades de beneficio himedo y mas de 440 unidades para el beneficio seco.
En Chiapas y Veracruz se encuentran el 70.0% de beneficios himedos y el 53.0% de
beneficios secos nacionales (AMECAFE, 2012).

Plantacion de café

l Despulpado — Pulpa de café
I Granos de café |
Proceso Fermentacién — Mucilago
l—* humedo
Granos de café +
Cascarilla (humedad) Lavado :g::cﬁg
Proceso | | Ll
——>* seco Descascarillado Cascarilla

Granos de café tipo
comercial

Figura 2.7 Diagrama de procesamiento del grano de café y sus subproductos

Fuente: Cadena agroalimentaria del café 2013.

Por otra parte, México se ha caracterizado por la exportacion de cafes denominados
suaves o lavados, por lo que cerca del 90 % de la produccion nacional se beneficia a traves
de la via himeda (AMECAFE, 2012). No obstante el interés principal de este proyecto de
investigacion se centra en el beneficio del café por via seca, por lo que no se profundizara en

el beneficio por via himeda.

10
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2.4.1. Método por via seca

Este proceso es el mas antiguo y simple, consta de las siguientes etapas: la cosecha
de las cerezas, el secado (comdnmente al sol), el morteado, la clasificacion y el ensacado.
Los Estados que procesan el café por via seca son: Guerrero, Puebla, Veracruz, Chiapas,
Nayarit y San Luis Potosi; sobresaliendo Guerrero con mas del 20 % de la produccién total
nacional (SAGARPA, 2005). Ademas, gracias a la optimizacion de este proceso se han
mejorado las condiciones de venta, sobre todo al exportarse tanto a EE.UU. como a Europa,
particularmente a Holanda y Alemania (SAGARPA, 2005). El beneficio seco se distingue
del beneficio himedo por la eliminacién de actividades como el despulpado y lavado. Para
su obtencion de manera tradicional, la cereza cosechada se deshidrata hasta un valor de 12.5
% de humedad, mediante la exposicion al sol en patios de cemento o similares, acomodando
el grano en capas de 2 a 5 cm de grosor durante 10 a 15 dias, dependiendo de la madurez del
fruto y las condiciones climaticas. De este proceso se obtiene el café conocido como bola o
capulin. Posteriormente con el objetivo de obtener el café verde u oro natural de calidad, se
lleva al cabo un beneficio seco (Fundacién PRODUCE, Chiapas, A.C. y Tecnoldgico de
Monterrey, 2003).

Aproximadamente el 90% del café Arabica producido en Brasil se procesa por la via seca,
de igual manera para la mayoria del café de Etiopia, Haiti y Paraguay y también para algunos
cafés Arébicas de la India y Ecuador. Sin embargo este método no es practico en zonas muy
lluviosas, en las que la humedad atmosférica es demasiado elevada o en las que llueve con

frecuencia durante la cosecha (International Coffee Organization).

2.5. Contaminacion del café

Algunos hongos que crecen en el cultivo o en post-cosecha de cerezas, tienen la capacidad
de producir metabolitos secundarios conocidos como micotoxinas. Bennett (1987) definio
las micotoxinas como “compuestos naturales de bajo peso molecular producidos por hongos
que presentan toxicidad en humanos y animales”. Dependiendo de su grado de toxicidad y la
cantidad ingerida, pueden producir, distintas respuestas fisicas que van desde un simple

malestar hasta la muerte de humanos o animales.

11
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La Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAQ) estima que
el 25% de los cultivos en el mundo son afectados por micotoxinas. Los principales
productores son hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Teniendo en
cuenta que son toxinas naturales y que se ha demostrado complejidad para eliminarlas por
completo, se acepta cierto grado de contaminacion apto para el consumo humano, pero las
concentraciones maximas permitidas varian segun el pais; por ejemplo la legislacion europea
ha establecido un nivel méximo de OTA en café tostado de 5 mg / kg y en café instantaneo
de 10 mg / kg (Comision Europea, 2006). Lo que implica una limitante en el comercio
internacional para los paises exportadores de granos. En Europa pueden llegar a existir
normas hasta diez veces mas exigentes que las que se existen en América.

El impacto correspondiente a la presencia de micotoxinas en alimentos incluye la pérdida de
vidas humanas y animales, pérdidas econdmicas aunadas a la pérdida de produccion agricola,
entre otros (Wu et al.2014). Por lo que se ha puesto especial atencion en métodos para
controlar y salvaguardar la salud pablica en todo el mundo (Wu et al.2014).

A modo de ejemplo podemos sefialar que en el afio 2013, las pérdidas asociadas a
micotoxinas en los mercados de forrajes y piensos en los Estados Unidos y Canada se
estimaron alrededor de 5500 millones de euros (Training and Reference Centre FAO / IAEA,
Rome).

Actualmente, mas de 400 toxinas producidas por 350 especies de hongos han sido aisladas y
caracterizadas. La Tabla 2.2 muestra las principales micotoxinas presentes en alimentos y los
hongos responsables de su produccion, de éstas, las investigaciones se han enfocado en
aquellas que causan dafos significativos a humanos y animales (Brase et al. 2009). La Tabla
2.3 muestra los principales efectos en la salud causados por micotoxinas, infiriendo que las
enfermedades mas comunes por micotoxinas se centran en hepatotoxicidad, nefrotoxiciadad,

teratogenicidad y posible carcinogénico.

12
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Tabla 2.1 Lista de las micotoxinas mas frecuentes encontradas y los hongos responsables de su produccion.

Micotoxinas Estructura quimica

Hongo productor

Sustratos

Aflatoxina B1

Aspergillus  flavus,  Aspergillus
parasiticus, Aspergillus ombycis,
Aspergillus ochraceoroceus,
Aspergillus  nomius, Aspergillus
pseudotamarii

Cereales, cacahuetes y semilla de
algoddn, pastel de almendra de
palma y girasol, semillas de
salvado de arroz, soya, gluten y
germen harina de maiz pescado

Ocratoxina A

Penicillium verrucosum,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus
carbonarius

Maiz, avena, trigo, cebada, torta
del corazon de palma, salvado de
arroz, guisantes y frijoles secos

Acido ociclopiazdnico
(CPA)

Aspergillus versicolor, Aspergillus
nidulans, A. flavus, Penicillium
griseofulvum, Penicillium
camemberti, Penicillium urticae

Cereales, productos carnicos,
queso

Esterigmatocistina (STG)

A. versicolor, A. nidulans, A. flavus

Cereales, maiz, pan,
queso, soya, ensilaje

Fumonicina (FB1)

Fusarium verticilloides, Fusarium
proliferum, Fusarium nygamai, P.
griseofulvum, P. camemberti, P.
urticae, Penicillium chrysogenum,
Penicillium nalgiovense,
Penicillium crustosum, Penicillium
hirsutum, Penicillium viridicatum,
A. flavus, Aspergillus oryzae,

Principalmente maiz

Aspergillus fumigatus, A
versicolor, Aspergillus tamarii
Deoxynivalenol Fusarium spp. (Fusarium  Avena, cebada, trigo, maiz.

(DON)

graminearum, Fusarium culmorum,
Fusarium crookwellense, Fusarium
sporotrichioides, Fusarium poae,
Fusarium tricinctum, Fusarium
acuminatum, Fusarium langsethiae)
Myrothecium spp., Phomopsis spp.,
Stachybotrys spp., Trichoderma
spp., Memnoniella spp.

Zearalenona OH O CH,

HO

F.  graminearum,  Aspergillus
clavatus, A. fumigatus, Penicillum
puberrelum, P. crustosum

Maiz, trigo, avena,
productos de soya, ensilaje
hierba, heno, paja

Caruso D, Talamond P, Moragua Y, 2013. Micotoxinas y piscicultura: ;un riesgo olvidado? Cah Agric 22: 165-73. doi :

10.1684/agr.2013.0627
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Tabla 2.2 Especies fungicas productoras de micotoxinas de importancia biolégica y econémica en humanos,
animales y agricultura.

Micotoxina Efecto Especie
Aflatoxinas Carcinogénico y  Aspergillus spp.
teratogénico
Tricotecenos Hepatotdxico, inhibicién de  Fusarium spp.
sintesis de proteinas
Fumonicinas Hepatotoxico y nefrotéxico  Fusarium spp.
Ocratoxina Nefrotoxico, Hepatotoxico, Aspergillus spp.
Carcinogénico Petromyces alliaceus
Penicillium
verrucosum
Zearalenona Estrogénico Fusarium spp
Beauvericina Citotoxico Fusarium spp.
Patulina Citotoxico Penicillium expansum
Acido tenuazonico Hematotoxico Alternaria spp.
Fomopsina Hepatotoxico Phomopsis
Leptostromiformis
Citrinina Nefrotoxico Monascus ruber

El particular interés de este estudio se centra en la OTA producida por Aspergillus
carbonarius, por lo que es importante describir los problemas asociados a esta toxina.
Investigadores como Wu et al. (2014) han asociado la presencia de esta toxina con problemas
renales. Aunque el rifién es el érgano principalmente afectado por las ocratoxinas, otros
efectos adversos han sido observados en hamsteres. Estudios realizados por Hagelberg et al.
(1989) han reportado anomalias cardiacas y hepaticas, asi como lesiones del tracto
gastrointestinal y de tejido linfoide.

Por otra parte, estas micotoxinas pueden cruzar la placenta y acumularse en el tejido fetal,
induciendo malformaciones del feto conocido como teratogenesis (Wu et al.2014). Debido a
la evidencia en estudios con animales, las ocratoxinas estan consideradas como un grupo 2B
de posibles carcindgenos para humanos (Agencia Internacional para la Investigacidn en
Cancer por sus siglas en inglés-WHO-1ARC, 1993).

Segun datos de la FAO-OMS, los alimentos que mas contribuyen a la ingesta humana de
OTA en Europa son los cereales, el vino y el café: 50%, 13% y 10%, respectivamente.
Ademas de las consecuencias para la salud, los granos contaminados ocasionan importantes

pérdidas econdémicas para el sector agricola.
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Por otra parte, profundizando aun mas en el entendimiento de la contaminacion del café se
ha optado por estudiar la ecologia de la relacion planta-hongo para conocer el problema de
raiz. Se cree que los residuos de cultivos anteriores son la principal fuente de indculo ya que
el hongo puede sobrevivir saprofiticamente en forma de micelio y en condiciones
desfavorables producird conidios (asexuales) o ascosporas (sexuales); que posteriormente
seran las fuentes de indculo para los cultivos en proceso (Champeil et al.2004a)

El modo de propagacion de las esporas puede ocurrir por el viento, las salpicaduras y el
contacto entre las hojas (Figura 2.9). La etapa de la antesis (periodo de floracién de las
plantas) se reconoce como particularmente sensible para la colonizacién (Champeil et
al.2004a).

Residus de culture
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Figura 2.8 Ciclo de vida de los hongos Fito patdgenos de Fusarium. Abbas et al. (2009).

Por otra parte, se considera que los artropodos pueden fungir como otra forma de propagacion
de esporas sobre los cultivos, siendo criticos en la contaminacion de los brotes de maiz. La
contaminacion por hongos del genero Aspergillus, son los Ilamados patdgenos oportunistas,
gue no son muy agresivos en plantas sanas y fuertes. Pitt (1992) sefiala que pueden

desarrollarse en plantas bajo estrés, especialmente de calor 0 agua. Estos hongos pueden tener
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un estilo de vida saprofito sobre residuos vegetales (Horn et al.2005). Se cree que la fuente
primaria de contaminacion parece ser el suelo. Ya que las estructuras de supervivencia
invernal compuestas de micelio compacto, germinan de forma micelial o esporogénica en la
superficie del suelo, produciendo esporas que se propagan por el viento (Figura 2.10).

De igual manera, las lesiones producidas por insectos a los cultivos estd asociada con la
presencia de hongos y micotoxinas (Dowd et al.2003). Estas heridas permiten la entrada del
inéculo fangico transmitido por el viento y por otro lado, los insectos pueden incluso portar
el indculo fungico sobre su superficie, los cuales al entrar en contacto con el cultivo depositan

los indculos sobre las plantas (Kabak et al.2006).
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Figura 2.9 Ciclo de vida de los hongos Fito patogenos del tipo Aspergillus.
Abbas et al. (2009).

2.6. Prevencion y tratamiento de la contaminacion por micotoxinas.

Prevenir los riesgos de micotoxicosis incluye la implementacién de estrategias antes y
después de la cosecha. Estos ultimos suelen ser clasificados como fisicos, quimicos y
bioldgicos. Jouany (2007) hace una revision exhaustiva. Estas estrategias de pre-cosecha se

basan principalmente en la aplicacion de Buenas Practicas Agricolas (BPA) y Buenas
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Practicas de manufactura (GMP). Sin embargo, se considera que el mejor tratamiento es el
que se logra evitando o reduciendo la contaminacion de la planta por hongos. Ademas la
aplicacion de GMP y un plan adecuado de Punto de Control Critico de Analisis de Riesgos
(HACCP) desde la recoleccidon hasta el transporte, el secado y el almacenamiento es esencial
para evitar la contaminacion posterior a la cosecha, se recomienda que este plan debe cubrir

todas las etapas del proceso productivo (FAO, 2001, Binder, 2007).

Mitigacion de la contaminacion en los cultivos

En vista del mayor riesgo causado por heridas relacionadas con insectos, la estrategia de
mitigacion se basa en una reduccién notable de los ataques de insectos que alcanzan érganos
de interés, como el insecto perforador del maiz, Ostrinia nubilalis, o el gorgojo del maiz,
Sitophilus zeamais (Dowd et al. 2005). Para tal propdsito se ha optado por el uso de
insecticidas. Sin embargo, esta no es una tarea facil ya que los insecticidas también pueden
tener influencia sobre la produccién de micotoxinas. Estudios de las décadas de 1970, 1980
y 1990 reportan estimulaciones en la produccion de toxinas por el uso de varios insecticidas

(D'Mello et al.1998), por lo que este campo aln se encuentra en investigacion.

Control quimico-biotecnolégico

Principalmente como control quimico se hace uso de fungicidas para el control de hongos
Fito patogenos, los cuales aportan resultados significativos en la enfermedad, algunos
fungicidas que son utilizados para controlar la proliferacién de hongos productores de
micotoxinas pueden ser triazoles, metconazol y tebuconazol, ya que han demostrado ser
efectivos para el control de Fusarium en trigo (Edwards, 2004). Sin embargo, los efectos de
la aplicacion de fungicidas en la produccion de micotoxinas son contradictorias y en
ocasiones irregulares, ademas bajo ciertas condiciones, algunos fungicidas pueden incluso
estimular la produccion de micotoxinas (D'Mello et al.1998). Kabak et al. (2006) sugiere usar
con precaucion los fungicidas utilizados contra las enfermedades fungicas, ya que también
inhiben la proliferacibn de microorganismos benéficos, permitiendo un mejor

establecimiento de los microorganismos toxigenos.
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El inconveniente de los métodos quimicos o sintéticos es que se le han asociado problemas
de contaminacion ambiental y el desarrollo de la resistencia de hongos y otros patdégenos
importantes, ademas se ha observado que los productos quimicos tienen propiedades
acumulativas y residuales, tales propiedades son perjudiciales para la vida humana (Zhang,
Wang, Zheng, & Dong, 2007).

Por otra parte, los métodos fisicos como el uso de materiales adsorbentes, han sido los
métodos maés utilizados en la industria de piensos con la finalidad de mitigar el problema de
micotoxinas, incluso se ha empezado a utilizar bacterias capaces de reducir la
biodisponibilidad de las micotoxinas de forma mas o menos selectiva debido a sus
propiedades fisicas superficiales (Leibetseder, 2005). Algunos compuestos como los
filosilicatos hidratados, como el aluminosilicato de calcio y sodio (HSCAS), bentonita o
sepiolita también son utilizados para adsorber las micotoxinas. Las propiedades inherentes
del material como su estructura porosa y su carga eléctrica positiva, favorecen la adsorcion
de micotoxinas, y como consecuencia se reduce asi su biodisponibilidad. A través del tiempo
se han registrado patentes cuyo fundamento se basa en el uso de materiales adsorbentes, como
por ejemplo la patente ES 2 080 338, se basa en un método para identificar arcillas de
montmorillonita brutas que exhibirian una elevada afinidad para la adsorcion in vitro de
aflatoxina B1. Asi mismo la patente USA 6.376.001 se basa en el uso de café bajo
condiciones de temperatura y humedad controlada para conseguir una porosidad y
permeabilidad que permita la adsorcién de micotoxinas, entre otras patentes que persiguen
el mismo objetivo. Sin embargo la principal problematica del uso de materiales adsorbentes
se debe a que podrian reducir atributos sensoriales tales como color, sabor, aroma y otras
propiedades deseables (Grazioli et al.2006).

Por lo que el tnico método prometedor y seguro para controlar la OTA y a otros patdgenos
sin efectos nocivos para el medio ambiente y humano consiste en emplear métodos biol6gicos
0 a traves de “Agentes de Control Biologico (ACB)”, estos métodos se basan en el uso e
investigacion de microorganismos como levaduras, bacterias y hongos no toxicos por su

capacidad antagdnica contra otros microorganismos.
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En el mundo biolodgico existe una interaccion continua entre los patégenos potenciales y sus
antagonistas, finalmente esta propiedad natural puede ser aprovechada como una forma de
control biolégico de patdgenos que infestan cultivos alimenticios.

Los agentes de control bioldgico (ACB) han demostrado ser exitosos en el control de hongos
productores de OTA, entre los cuales las levaduras antagonistas desempefian el papel
principal (Chalutz y Droby 1998; Spadaro y Droby 2016). Sin embargo, estudios como los
de Dickinson (1986) sugieren que para que la aplicacion pre-cosecha de ACB sea exitosa, el
microorganismo antagonista seleccionado debe poseer la capacidad de anclar o unirse a la
superficie del fruto, ya que la adherencia persistente por el antagonista ofrece una mejor
colonizacion y evita que las condiciones climéaticas como el viento o la lluvia desalojen al
microorganismo limitando su efectividad. Bajo esta condicién se ha ampliado el uso e
investigacion de cepas bacterianas del genero Lactobacillus, ya que son considerados
microorganismos por excelencia capaces de colonizar superficies, haciendo uso de diversos
mecanismos que los ayudan a anclarse a superficies de interés. Ademas de esto, las BAL
poseen caracteristicas que evocan a que sean consideradas como excelentes agentes de
control bioldgico, por ejemplo las BAL son generalmente reconocidas como seguros (GRAS)
segun la FDA. Por lo cual gue han recibido atencion significativa como un enfoque novedoso
para el control de patdgenos en alimentos, asi mismo se ha probado su eficacia y altos grados
de bio-control, ubicandose por encima del 90% de biocontrol de hongos (Valerio et al. 2009).
Se cree que la capacidad de las BAL para producir una amplia variedad de compuestos
antimicrobianos coadyuvan al biocontrol de microorganismos patdgenos, p.e., los productos
de fermentacion reductores de pH (acidos organicos) como &cido lactico, acetico,
bacteriocinas entre otras biomoléculas (Lindgren y Dobrogosz, 1990). Estas propiedades
confieren a las BAL no solo la capacidad de mitigar el problema de colonizacion y desarrollo
de hongos micotoxigénicos, sino que también tienen la capacidad limitar la biodisponibilidad
de las micotoxinas, mediante la union o la degradacion a limites aceptables por la legislacion
(Bleve, Grieco, Cozzi, Logrieco y Visconti, 2006). Se cree que esta caracteristica de
degradacion bioldgica reside en la composicion de los polisacaridos de membrana de estos
microorganismos, que modulan la capacidad selectiva de la absorcion de micotoxinas. Esta

propiedad ha sido demostrada principalmente en Lactobacillus rhamnosus y Saccharomyces
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cerevisiae; incluso se ha demostrado que esta capacidad se mantiene después de la muerte de
estos microorganismos shetty et al. (2006).

Es importante para este estudio conocer ademas los diferentes mecanismos de accion que
pueden llevar a cabo las BAL para mitigar el problema de contaminacion de hongos
micotoxigénicos en particular de A. carbonarius ya que el modo de accion y la variedad de
estos es una caracteristica importante para la seleccion de cepas como agentes de control
bioldgico.

En otras palabras, si el antagonista posee varios modos de accién reduce los riesgos de
desarrollo de resistencia en el patdgeno.

En la actualidad se han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para
controlar el desarrollo de patdgenos, los principales y mas comunes son antibiosis,
competencia por nutrimentos o espacio, interacciones directas (antagonismo directo) con el
patdgeno (parasitismo y enzimas liticas). Sin embargo, el mecanismo preciso de la accion
antimicrobiana es dificil de dilucidar debido a las interacciones complejas y comunmente
sinérgicas entre diferentes compuestos (Corsetti, Gobbetti, Rossi y Daminani, 1998; Niku-
Paavola, Laitila, Mattila-Sandholm y Haikara, 1999). Las investigaciones se han dirigido
principalmente hacia la identificacion de diferentes sustancias antimicrobianas, en sistemas
simples in vitro, pero se sabe poco acerca de los mecanismos generales de los sistemas de
preservacion complejos en alimentos (Earnshaw, 1992). Hasta ahora, muy pocos estudios
han reportado la caracterizacion de compuestos 0 mecanismos de biocontrol, por lo que este
proyecto de investigacion se enfoca no solo en probar la actividad antagonica de la cepa
Lactobacillus plantarum en contra del hongo micotoxigénico Aspergillus carbonarius sino
que también es de sumo interés estudiar los mecanismos antagonicos implicados en esta
interaccién bacteria-hongo. Los métodos mas comunes utilizados para evaluar las
propiedades interactivas de bacterias son mediante analisis microscopicos (Caldwell y
Germida, 1985; Evans-Hurrell et al.1993). Como el uso de microscopia electronica (Knutton,
1995), y microscopia laser confocal (Manning, 1995) y en los Gltimos afios se ha hecho uso
de microscopia de fuerzas atomicas.

Por altimo, es importante mencionar que en esta seccion no se profundizara mas en los

estudios antagonicos de BAL, mecanismos antagonicos y herramientas de microscopia
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avanzada utilizadas para desarrollar el proyecto de investigacion, por lo cual en cada capitulo
de esta tesis se hard una descripcion bibliografica de cada etapa de investigacion que

coadyuvara a un entendimiento mas completo y particular de cada seccion.

2.7. Métodos analiticos de determinacion de micotoxinas

El diagnostico temprano y oportuno es un punto crucial para la prevencion. Los métodos
mas rapidos, simples y econdmicos de deteccién de micotoxinas son realizados mediante
inmunoensayos enzimaticos (ELISA). Sin embargo a veces es necesario utilizar métodos méas
precisos y oficiales, como la cromatografia en capa fina (TLC) o la cromatografia liquida
combinada con espectrometria de masas (LC-MS), estos métodos permiten una mejor
identificacion y cuantificacion de las micotoxinas.
Los métodos de cromatografia de gases que utilizan detector de ionizacién de llama (FID),
detector de captura de electrones (ECD) y la espectrometria de masas (EM) son los métodos
gue mas se utilizan cuando se busca una deteccion simultanea de varias micotoxinas
(Huybrechts et al.2013).
Hoy en dia, la cromatografia de liquidos acoplada a detectores de ultravioleta (UV), arreglo
de diodos (PDA) o de fluorescencia (FD) y HPLC acoplado a un espectrémetro de masas
(LC-MS vy especialmente LC-MS/MS) se utiliza cada vez mas para cuantificar varias
micotoxinas o metabolitos porque permite la deteccion simultanea de varias moléculas

contenidas en una muestra (Razzazi-Fazeli et al.2002).
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3. Justificacion.

En la actualidad el sector cafetero emplea alrededor de 26 millones de personas en 56
paises productores y en méas de 100 paises exportadores en todo el mundo, el café es uno de
los principales productos que aporta divisas, con una suma que asciende a 25000 millones de
dolares, a los paises relacionados con su cultivo, procesamiento y comercio. Por lo que el
café es considerado un producto de gran importancia social y econdmica a nivel mundial.
Sin embargo, desde hace mas de 50 afios se han detectado la presencia de micotoxinas
producidas por microorganismos del género Aspergillus, que contaminan, diversos
alimentos, no solo el café. La Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAO) estima que el 25% de los cultivos en el mundo son afectados por
micotoxinas, el impacto econdmico debido a la pérdida de produccion agricola desmesurado.
A modo de ejemplo podemos sefalar que las pérdidas debidas a micotoxinas en los mercados
de forrajes y piensos en los Estados Unidos y Canada se estimaban ya en 2013 en 5500
millones de euros (Training and Reference Centre FAO / IAEA, Rome).

El problema se agrava en el procesamiento del café por via seca. Ademas, estas micotoxinas
estan asociadas a diversos trastornos de tipo neurotoxico, genotdxico, teratogénico,
nefrotoxico, entre otras, por lo que, es considerado un problema de salud publica.

Por lo anterior se vuelve imprescindible realizar un estudio que brinde una comprension mas
profunda de los mecanismos fisicos, quimicos y ecoldgicos de inhibicién realizada por las
bacterias acido lacticas, generalmente reconocidos como seguros (GRAS), contra los hongos
productores de ocratoxina A y que contribuya a generar una solucion tecnologica.

Esto permitird hacer recomendaciones sobre como prevenir, controlar o eliminar la

ocratoxina A de las plantaciones de café.
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4. Hipotesis.

Mediante el uso de técnicas biofisicas de superficies celulares y técnicas avanzadas en
microscopia sera posible determinar los mecanismos fisicoquimicos y ecoldgicos
involucrados en la inhibicién del crecimiento, esporulacion y produccion de OTA por hongos
micotoxigénicos en presencia de bacterias acido lacticas (BAL).
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5. Objetivos.

5.1. Objetivo General:
Determinar las interacciones fisicoquimicas y ecologicas involucradas en los mecanismos de

antagonismo de hongos ocratoxigénicos en presencia de bacterias acido lacticas.

5.2. Objetivos especificos:

a) Determinar la capacidad, el grado y el tipo de biocontrol llevado a cabo por la BAL
Lactobacillus plantarum contra el hongo micotoxigénico Aspergillus carbonarius.

b) Especificar la interaccion predominante al coexistir ambos microorganismos en un mismo
habitat.

c) Definir los mecanismos fisicoquimicos responsables de esa interaccion.

d) Identificar las biomoléculas membranales involucradas en esa interaccion.

e) Determinar los mecanismos antagonicos involucradas en la inhibicion del crecimiento,

esporulacién y produccién de OTA en presencia de la BAL.
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6. Ensayos de Antagonismo entre Lactobacillus plantarum y hongo
micotoxigénico Aspergillus carbonarius

6.1. Resumen

En los ultimos afios la creciente atencion sobre el uso de BAL como microrganismos de
control de patdgenos se debe en parte a que las BAL son microorganismos generalmente
reconocidos como seguros (GRAS). Asi mismo se ha probado su eficacia y altos grados de
bio-control, ubicdndose por encima del 90%. Hasta ahora, muy pocos estudios han
informado sobre los mecanismos de biocontrol llevados por las BAL. La mayoria solo
describe la actividad inhibitoria de BAL por accién de sus bioproductos. Sin embargo, el
mecanismo preciso de accion es dificil de dilucidar, debido a los mecanismos complejos y
sinérgicos que puede presentar. Objetivo. El objetivo de esta seccidn consiste en determinar
la capacidad, el grado y el tipo de biocontrol llevado a cabo por L. plantarum contra el hongo
micotoxigénico A. carbonarius considerado como uno de los mayores productores de (OTA)
en alimentos. Ambos microorganismos endémicos de café (Djossou et al. 2011). Métodos.
Para ello se evalud el efecto de 5 concentraciones de bacterias lacticas sobre la capacidad
inhibitoria del hongo Aspergillus carbonarius en medio sélido, cuya variable respuesta se
report6 en inhibicién del crecimiento radial del hongo (%). Asi mismo se evalué la capacidad
inhibitoria de la germinacion de esporas en medio liquido, por dltimo se realizé una
caracterizacion por HPLC de productos de fermentacion de L. plantarum. Resultados. Los
resultados obtenidos en esta seccion aluden a biocontrol por parte de L. plantarum de tipo
fungistatico en medio solido, manteniendo inhibicion por encima del 50% durante 5-6 dias.
La maxima inhibicion (84%) se alcanza al cuarto dia, utilizando indculo bacteriano de 5x10*
cel/mL. respecto a los ensayos antagonicos en medio liquido se determiné biocontrol en la
germinacion de esporas fungicas al menos hasta 72 h, comparados con su control (Sin BAL,
condiciones 6ptimas nutrimentales y ambientales) cuyo inicio del proceso germinativo se
determind alrededor de 5h. Por otra parte se realizd una caracterizacion por HPLC de
productos de fermentacion de bacterias lacticas, se demostrd que el uso de trehalosa como
fuente de carbono propicié la produccion de &cidos organicos como acido L- lactico, acido
D- lactico, acido formico, &cido acético, acido propionico y etanol, las cuales de acuerdo a

reportes bibliograficos coadyuvan al biocontrol de A. carbonarius.
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Finalmente, lo encontrado en esta seccion permiten aludir el uso eficaz de L. plantarum para
alcanzar un alto grado de biocontrol de A. carbonarius como una estrategia biotecnoldgica

novedosa y segura para mitigar el problema de contaminacién por ocratoxina A en alimentos.

6.2. Introduccion

En los dltimos afios se ha incrementado considerablemente el nimero de investigaciones
respectivas al control de hongos micotoxigénicos en alimentos y la erradicacion de
micotoxinas como la ocratoxina A (OTA) en alimentos. Para tal proposito se han utilizado
métodos quimicos (Belli et al.2006), fisicos (Var et al.2008) y microbioldgicos (Peteri et
al.2007). Sin embargo, el inconveniente de los métodos quimicos o sintéticos es que se le
han asociado problemas de residualidad lo cual es considerado perjudicial para los seres
vivos, ademas de inducir resistencia de hongos y otros patdgenos importantes, incluso
presentar problemas de contaminacion ambiental, por lo que no es considerado una
alternativa del todo viable (Zhang, Wang, Zheng, y Dong, 2007). De igual manera, los
métodos fisicos comunmente utilizados (filtracion o adsorcién) para reducir la
biodisponibilidad de micotoxinas por sus propiedades porosas, estdn asociados a
problematicas como la reduccién de los atributos sensoriales del alimento, tales como color,
sabor, aroma y otras propiedades deseables (Grazioli et al.2006). Por lo que el inico método
prometedor y seguro para controlar la OTA y a otros patdgenos vegetales sin efectos nocivos
para el medio ambiente y humano consiste en emplear métodos biolégicos o como
actualmente se conoce “Agentes de Control Bioldgico” (BCA, por sus siglas en inglés), lo
que lleva a realizar investigaciones sobre microorganismos con capacidades antagonicas
contra hongos micotoxigénicos para mitigar la problematica de contaminacion (Bleve et al.
2006).
En los ultimos afios la creciente atencion sobre el uso de BAL como microrganismos de
control de patogenos se debe en parte a que las BAL se han incluido en la lista QPS
(Presuncién de seguridad calificada) para uso autorizado en la cadena de alimentos y piensos
dentro de la Unién Europea (EFSA, 2012; EC, 2008). Ademas, en los E.U. Se les otorga el
estado de generalmente reconocidas como seguras (GRAS) por parte de la Administracion
de Drogas y Alimentos de USA. Lo cual ha llevado a que las BAL reciban atencion

significativa como una alternativa novedosa para el control de patégenos en sistemas
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alimenticios. Asi mismo, se ha probado su eficacia y altos grados de bio-control de
patdgenos, ubicandose por encima del 90% (Valerio et al. 2009), se cree que la capacidad de
las BAL para producir una amplia variedad de compuestos antimicrobianos coadyuvan al
biocontrol de microorganismos patdégenos. Sin embargo, el mecanismo preciso de la accion
antimicrobiana es dificil de dilucidar, debido a las interacciones complejas y sinérgicas que
presentan diferentes compuestos (Corsetti et al, 1998; Niku-Paavola et al. 1999).

Las investigaciones en su mayoria se enfocan en los efectos asociados entre los antagonistas
bacterianos contra los patdgenos fungicos como principal interaccion ecoldgica utilizada para
el biocontrol. Por ejemplo varios estudios han demostrado el efecto antagonico de diversas
cepas bacterianas contra hongos patdgenos, por citar algunas investigaciones relacionadas al
biocontrol mediante antagonismo, Blakeman et al. (1971) ha demostrado el efecto antagonico
de una comunidad bacteriana contra la inhibicion de la germinacién de esporas del hongo
Fito patdgeno Botrytis, por otra parte Krechel et al. (2002) y Tariq et al. (2009) reportan que
aislados bacterianos de los géneros Pseudomonas y Streptomyces demuestran antagonismo
contra cepas de V. dahliae, M. incognita, Meloidogyne javanica, Macrophomina phaseolina,
R. solani., Fusarium solani y F. oxysporum. Por lo que teniendo en cuenta el amplio espectro
de antagonistas microbianos reportados en las Ultimas décadas, y las ventajas que presenta la
formulacién y aplicacién de nuevos productos biotecnoldgicos contra el control de hongos
contaminantes, las investigaciones se han centrado en el descubrimiento de nuevas
interacciones ecoldgicas que propicien un buen control contra hongos contaminantes en los
cultivos.

Las investigaciones en los ultimos afios se han dirigido principalmente hacia la identificacion
de diferentes sustancias antimicrobianas en sistemas simples in vitro. Los estudios enfocados
a moléculas antifungicas sigue siendo bajo y la mayoria solo describe la actividad inhibitoria
de BAL por accion de sus bioproductos. Hasta ahora, muy pocos estudios han informado
sobre la caracterizacion de compuestos 0 mecanismos de biocontrol, algunos de ellos se
encuentran resumidos en la Tabla 6.1, en su mayoria atribuyen el bio-control a compuestos

bioquimicos.
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Tabla 6.1 Publicaciones sobre actividad anti-fingica de BAL

BAL

Microorganismo(s)

blanco

Compuestos

Referencias

Lactococcus lactis C10

L. lactis subsp.
CHD 28.3

L. casei
L. plantarum

L. lactis
diacetylactis DRC1

Lactobacillus
sanfrancisensis CB1

Lactobacillus
acidophilus R
Pediococcus
acidilactici

L. plantarum
E78076

L. rhamnosus

Lactobacillus pentosus
L. plantarum MiLAB

393
L. plantarum

Lactobacillus
subsp.

Lactobacillus
coryniformis Si3

L. plantarum MiLAB14

Lactobacillus
paracaseisubsp.
paracasei M3

lactis

subsp.

VTT

casei

Aspergillus parasiticus

Aspergillus flavus,
parasiticus, Fusarium
spp.

Penicillium spp.
Saccharomyces
cerevisiae

Aspergillus  fumigatus,

Aspergillus parasiticus,

Rhizopus stolonifer
Fusarium
Penicillium
Aspergillus
Monilia spp.
Aspergillus fumigatus

Saccharomyces

cerevesiae
Fusarium avenaceum

Penicillium
Aspergillus
Candida albicans
Amplio espectro

Amplio espectro

Aspergillus flavus

Amplio espectro

Amplio espectro

Candida
Saccharomyces
cerevisiae

Spp..
Spp..
Spp..

Spp.,

Spp.,

ND

Probablemente proteico

Probablemente proteico
ND

Probablemente proteico

Acido  caproico,  &cido
propidnico, acido butirico,
acido valérico

Probablemente proteico

Acido
metilhidantoina,
mevalonolactona ciclo (Gly-
L-Leu),

Acetato de sodio®

benzoico,

Pentocin TV35b

Acido 3-feniléctico, ciclo
(Phe-Pro), ciclo (Phe-OH-
Pro)

Acido fenilactico, acido 4-
hidroxifenilactico
Probablemente proteico <
1kDa

Péptido, acido fenilactico,
ciclo (Phe-Pro), ciclo (Phe-
OH-Pro), reuterin

acidos grasos, acido
fenilactico, ciclo (Phe-Pro),
ciclo (Phe-OH-Pro),

Proteinico

Wiseman and Marth
(1981)
Roy et al. (1996)

Gourama (1997)
Makanjuola, Thymon,
and Springham (1992)
Batish et al. (1989)

Corsetti et al. (1998)

Batish, Lal, and
Grover (1990)
Vandenbergh and
Kanka (1989)
Niku-Paavola et al.
(1999

Stiles et al. (2002)
Okkers et al. (1999)

Strom et al. (2002)

Lavermicocca et al.

(2000)

Gourama and
Bullerman (1995,
1997)

Magnusson  (2003),
Magnusson and
Schnurer (2001),
Magnusson et al.
(2003)

Magnusson et al.

(2003), Sjogrenet al.
(2003), resultados no
publicados
Atanassova et al.
(2003)

ND: no determinado.

Fuente: Schnurer, J.,

biopreservatives. Trends in Food Science & Technology 16: 70-78

Magnusson, J. (2005). Antifungal lactic acid bacteria as
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Por otra parte, es importante tener presente que los mecanismos descritos en la tabla anterior
(basado en compuestos bioactivos), no son exclusivos y Unicos, ya que las BAL tienen la
capacidad de utilizar mecanismos de accidén diversos para controlar el desarrollo de
patogenos. Algunos de estos son, competencia por espacio 0 por nutrientes, interacciones
directas con el patdgeno (mico parasitismo y lisis enzimatica), antibiosis e induccion de
resistencia (Orieta y Larrea 2001).

Por lo que el objetivo principal de este capitulo se basa en evaluar la capacidad, el grado y el
tipo de antagonismo llevado a cabo por Lactobacillus plantarum para inhibir el desarrollo

del hongo micotoxigénico Aspergillus carbonarius.

6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Microorganismos y condiciones de cultivo.

Las cepas utilizadas fueron:

Aspergillus carbonarius. Aislada de cerezas de café

Lactobacillus plantarum. Aislada de ensilado de pulpa de café de Costa de marfil, por
Djossou et al. (2011)

La cepa de BAL Lactobacillus plantarum se activd de la siguiente manera. Se
inocularon 9 mL de medio MRS (Man Rogosa Sharpe, Anexo B), en condiciones estériles
con 50 L del conservado de la cepa BAL en medio crioprotector, posteriormente se incub6
durante 24 h a 30 °C. Seguidamente, se inoculo a 9 mL de medio MRS estéril con 1 mL del
cultivo del medio de activacion de BAL de 24 h; cultivo que se denomind primera resiembra,
se incubo por 24 h a 30 °C. Por ultimo, se repitid el subcultivo en las mismas condiciones y
se denomind segunda resiembra. Despues de finalizado esto, el cultivo de BAL se utilizo
para las pruebas experimentales. La concentracion celular dependié de cada estudio en
cuestion.

Para los cultivos fangicos (Aspergillus carbonarius), se inoculé 1 matraz de 250 mL con
50mL de PDA (Potato Dextrose Agar-Anexo B) con 50 pL de suspension de esporas de A.
carbonarius del medio crio protector de activacion, se incubdé durante 7 dias a 30 °C.
Posteriormente, se agregaron 10 mL de Tween 80 0.01% estéril a un matraz con un cultivo
de hongos de 7 dias en PDA. Las esporas se resuspendieron con la ayuda de un agitador
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magnético durante 5 min. Se utilizaron 500 pL de esta suspension de esporas para inocular
un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de PDA (resiembra) y se incubd durante 7 dias
a 30 °C, una vez transcurrido este tiempo, las esporas fueron utilizadas para los ensayos

experimentales. La concentracion celular dependié de cada estudio en cuestion.

6.3.2. Pruebas de antagonismo en medio sélido a nivel macroscdpico

Se agregd agar PDA en tubos de vidrio y se esterilizaron a 120°C durante 15 min. Se
prepararon suspensiones bacterianas (de los cultivos descritos en la seccion anterior), en
tubos con 30 mL de agar previo a gelificar a concentraciones de 5x10%, 1x10°, 1x10°, 1x10,
4x10" BAL/mL. Se homogenizd cada tubo con ayuda de un vortex durante 1 min.
Posteriormente se vaciaron 30 mL de cada concentracion en cajas Petri por triplicado.
Después de gelificar, con ayuda de un molde se formaron pozos en forma conica en el agar
con un volumen maximo de 50uL; cada pozo se inocul6 con 35uL de suspension de esporas
[1x10°esp/mL]. Posteriormente, se incubd a 30 °C y se evalug la inhibicion cada 24h durante
8 dias. Los tratamientos se presentan en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2 Tratamientos experimentales.

TRATAMIENTO BAL (cel/mL) HONGO (esp/mL)
T1 1x10°
T2 5x10* 1x10°
T3 1x10° 1x10°
T4 1x10° 1x10°
T5 1x107 1x10°
T6 4x10’ 1x10°

6.3.3. Cuantificacion de la inhibicion (%).

Con ayuda del programa de procesamiento de imagen digital (ImageJ version 1.49
desarrollado por Institutos Nacionales de la Salud U.S), se estimd el area de crecimiento

radial del hongo en cada tratamiento y se compar6 contra el control (hongo sin bacterias).
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Posteriormente, se determind la inhibicion (%) con la siguiente ecuacion: Inhibicion (%) =
[1-(a/b)] X100 en cada tiempo, todas las mediciones se realizaron por triplicado.
Donde: a= Crecimiento radial de colonia fangica en medio con BAL

b=Crecimiento radial de colonia fungica en medio sin BAL

6.3.4. Caracterizacion de productos de fermentacion por HPLC

Los cultivos de BAL de la segunda resiembra se incubaron durante 4 dias a 30 °C en
condiciones anaerobias en medio MRS y PDA, utilizando trehalosa como fuente de carbono;
después de transcurrido este tiempo se realizd ruptura celular de bacterias mediante perlas
de vidrio y agitacion con ayuda de vortex durante 10 min. La biomasa fue separada por
sedimentacion y el sobrenadante se concentrd en un Sistema Rotavapor® R-100 B.U.C.H.1,
acoplado a recirculador Chiller F-105, bomba de vacio V-100 con Interface 1-100 bajo una
presion de 150 mbar a 60°C. El extracto concentrado se filtr6 en membranas de nitrocelulosa

de 0.2pm y se analizé en HPLC.

6.3.5. Tratamiento de muestras y métodos analiticos

Métodos analiticos para HPLC.

El analisis se realizo en un sistema HPLC Shimadzu Prominence (Shimadzu Corp. Kyoto,
Japdn) equipado con un horno CTO-20? una bomba LC-20AT, una unidad desgasificadora
DGU 20AS, y un automuestreador SIL-20A HT.

Se utiliz6 una columna Aminex HPX-87H (300x7.8mm) + Bio-Rad con pre-columna con
micro Cartucho Cation H Guardia, la temperatura de la columna fue 60°C, la fase movil
utilizada fue agua ultra pura acidificada con H2SOs 5 mM, se filtr6 en membranas de
nitrocelulosa de 0.45 pm y se trabajé con un flujo de 0.6 mL min’* en modo isocrético; se
usé un detector de arreglo de diodos a A=210nm , Detectores: DAD detector de indice de
refraccion de la serie 1200; en modo positivo durante 25 min de tiempo de analisis. El
andlisis de datos se realiz6 utilizando el software de analisis: LabSolutions Shimadzu version
5.71 SP1.

El estudio de &cidos organicos (acido L- lactico, acido D- lactico, acido férmico, acido

acetico, acido propionico y etanol.) se realiz6 como primer paso mediante un analisis
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cualitativo y semi cuantitativo con ayuda de la técnica de normalizacion por area

(http://www.chromatography-
online.org/quant/Quantitative%20Analytical%20Methods%20for%20GC%20and%20LC/Quantitative%20%20Analysis%20Using%20R
eference%?20Standards/The%20Normalization%20Method.php).

Tratamiento de muestras para microscopia optica (campo claro).
Se colocaron 40 pL de suspension en portaobjetos doble concavo de 25.4 x 76.2mm, se
colocO cubreobjetos con las mismas dimensiones y se sellaron los bordes con barniz

transparente para evitar derrames.

Meétodos analiticos para microscopia optica.

Se utilizdé un microscopio OLYMPUS modelo BX40F4, Cabezal trinocular para la fijacion
de una camara. Oculares 10x / 22mm. Lentes objetivos acromaticos 4x, 10x, 20x, 40x, y
100x (aceite de inmersién).

Programa de procesamiento de imagen digital ImageJ version 1.49 desarrollado por
Institutos Nacionales de la Salud U.S.

6.3.6. Pruebas de antagonismo a nivel microscépico

El tratamiento control de hongo, se prepard medio CYA como se describe en el anexo
B, el cual se contd con una solucion de esporas 1x10® esp/mL de A. carbonarius.
Posteriormente se realizo la preparacién de muestras como se describe en la seccion 6.3.5
Para su visualizacion en microscopia en campo claro se utilizé un microscopio OLYMPUS
modelo BX40F4 descrito en la seccion 6.3.5, se tomaron micrografias a un aumento de 20X
al tiempo cero, 5y 10 h.
Para el co-cultivo BAL-Hongo se colocé 90% v/v de suspension de esporas con 1x10°
esp/mL y 10% v/v de BAL obtenidas del punto 6.3.1. Para la preparacion de las muestras en
el portaobjetos concavo y su visualizacion en el microscopio se siguid el procedimiento ya
descrito en la seccion 6.3.5.
Se tomaron micrografias a un aumento de 40X al tiempo 3, 15y 72 horas.
Por ultimo, para el co-cultivo BAL-Hongo, se realizé un analisis de particulas por cuadro de

enfoque con ayuda del programa de procesamiento de imagen digital ImageJ version 1.49
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6.4. Resultados y discusion

6.4.1. Pruebas de antagonismo en medio solido a nivel macroscépico

El uso de bacterias &cido lacticas (BAL) que generalmente se reconocen como seguras
(GRAS), ha recibido una atencién significativa como alternativa novedosa para el control de
patdgenos en los sistemas alimenticios.

Los resultados de la Figura 6.1 y 6.2, muestran la inhibicion del crecimiento de Aspergillus
carbonarius causado por L. plantarum a diferentes concentraciones. Del analisis de los
tratamientos B, C, D correspondientes a 10, 10°y 10° cel/mL de BAL, respectivamente; se
deduce que existe control del crecimiento y de la formacion de micelio, de igual manera se
logra inhibir parcialmente la esporulacion en comparacion con el control. La concentracion
de BAL que mas inhibe la formacion de esporas es el tratamiento B (10° cel/mL) ya que
hasta el dia 6, se aprecia un menor nimero de esporas comparado con los demas tratamientos.
La concentracion de BAL que menos inhibe la formacion de esporas es D (10° cel/mL) ya
que desde el dia 2, se aprecia la produccion de esporas, que los demas tratamientos no

presentan en ese tiempo.
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Tiempo 2 4 6 8
(dias)

BAL/mL

CONTROL

*A

*B

Figura 6.1 Imagen *A, crecimiento radial de Aspergillus carbonarius sin BAL; Imagen *B, Inhibicion del
crecimiento de A. carbonarius en co-cultivo con bacteria acido lactica BAL [4x10* cel/mL]; Imagen *C,
Inhibicion del crecimiento de A. carbonarius en co-cultivo con bacteria acido lactica BAL [1x10° cel/mL].
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Tiempo 6 8
(dias)

BAL/mL |

1X106 SN, \:\1\“ ‘ -

*D

1x107

*E

4x10°

*F

Figura 6.2 Imagen *D, co-cultivo L. plantarum BAL [1x10° cel/mL] y A. carbonarius; Imagen *E, co-cultivo L. plantarum BAL
[1x107 cel/mL] y A. carbonarius; Imagen *F, co-cultivo L. plantarum BAL [4x107 cel/mL] y A. carbonarius.

Respecto a los tratamientos E, F (1x107, 4x107 ce/mL), se aprecia una mayor densidad de

micelio desde el dia 2 con una tonalidad blanca y algodonosa; ademas se presenta crecimiento

acelerado y repentino respecto al control, la Figura 6.3 muestra un analisis de la produccién

de esporas por dia de A. carbonarius sin BAL (Control) y la produccion de esporas en

presencia de BAL (1x107 cel/ml).
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Dia 2 Dia4 Dia 8

CONTROL | /

A N s
N° esporas | 1604 3716 4365 4418

4x107 )

BAL/mL
*E |
N° esporas |1 1306 4246 5304

Figura 6.3 Produccion de esporas de A. carbonarius en ausencia y presencia de BAL.
*Imagenes experimentales convertidas a sistema binario, y cuantificacion de esporas en

software de procesamiento digital Image J.

La Tabla 6.3 muestra el nimero de esporas producidas por dia de A. carbonarius y el aumento

relativo (%) respectivo a cada dia. Se determino que el aumento en la produccion de esporas

del dia 2 al dia 4 fue mayor en presencia de BAL respecto al control, de manera similar el

aumento en la produccién de esporas del dia 4 al dia 6 fue mayor en presencia de bacterias,

lo que implica que la presencia de bacterias induce a que el hongo aumente su crecimiento y

la produccion de esporas.

Tabla 6.3 Produccion de esporas en presencia y ausencia de BAL y aumento (%) por dia.

Produccion de esporas en ausencia de

Produccion de esporas en presencia de

BAL BAL
Incremento Incremento
Dia No esporas  por dia (%) Dia No. esporas por dia (%)
2 1604 2 Al menos 1
4 3716 56.8 4 1306 99.9
6 4365 14.8 6 4246 69.2
8 4418 1.1 8 5304 19.9
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Cabe mencionar que el nimero de esporas cuantificado mediante analisis de particulas en
Image J para este sistema no es preciso, sin embargo, nos proporciona una representacion del
comportamiento en la produccion de esporas, el cual corresponde con lo observado de
manera cualitativa. Por lo que se podria sugerir que el desarrollo micelial y de esporas fue
formado de una manera acelerada en presencia de bacterias.

De igual manera se determind que la interaccion bacteria-hongo, propicia la formacion
irregular de conidios ya que se determiné la ausencia de halos concéntricos en presencia de
bacterias (Figura 6.4). Los cuales suelen estar presentes en el desarrollo del hongo bajo

condiciones optimas de desarrollo (sin BAL).

La Figura 6.4._Esquematiza la formacion de conidios en ausencia y presencia de BAL.
A e ESPORAS VIEJAS

ESPORAS RECIEN
FORMADAS

Figura 6.4 La Figura A muestra el crecimiento radial caracteristico de hongos con
formacion de halos concéntricos de esporas en condiciones ambientales normales. La
Figura B muestra la sobre produccion de esporas bajo condiciones de estrés.

Este comportamiento de crecimiento acelerado y formacion irregular de conidios se puede
explicar mediante el fendmeno de competencia interespecifica, que ocurre entre individuos
de diferentes especies que comparten un recurso comun en la misma area. La competencia
interespecifica puede alterar la evolucidén de las especies involucradas, esto se explica
mediante el principio de exclusion competitiva, donde las especies deben adaptarse para
competir o de lo contrario mueren (Begon et al. 1996). Por ejemplo, cuando en un nicho

ecoldgico se encuentran dos microorganismos de diferente especie por ejemplo dos plantas
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diferentes, estas compiten por luz, por lo cual se deben adaptar para ser las mas altas, o por
nutrientes lo que implica que deban adaptar el crecimiento de raices para alcanzar mayores
profundidades para obtener nutrientes (Robbins, 1995). Sin embargo, Bastidas y Camacho
(1969) han demostrado que, al aumentar el grado de competencia entre plantas, la altura
aumenta pero el rendimiento por planta y el niUmero de vainas por planta disminuyen, lo que
implica que acelerar el desarrollo con el fin de desplazar al microorganismo competente
posiblemente repercute en la maduracion fisioldgica adecuada. Esto pudo ocurrir con los
tratamientos E y F (1x10” y 4x10” BAL/mL), por la ausencia de halos concéntricos de esporas
y por la coloracion verde-café que presentaron las esporas comparado con el color negro
caracteristico del género Aspergillus y que se observan en el control; posiblemente estas
esporas cafés no alcanzaron un estado de madurez adecuado debido a la presencia de BAL,
carencia de nutrientes, entre algunos otros factores. Este comportamiento de crecimiento
acelerado pudo presentarse como mecanismo de defensa del hongo para atacar el desarrollo
de las bacterias lacticas. Sin embargo, el cambio de color de las esporas de negro a verde-
café, puede ser una manifestacion a la presencia de las bacterias para inhibir al hongo. Se
sabe que la melanina es la molécula responsable de la coloracidn obscura de las esporas de
hongos, y ademas esta molécula tiene la capacidad de conferir resistencia contra la luz UV,
agentes oxidantes y ambientes adversos (Rosa et al. 2010; Zalar et al.2011).

La disminucién o ausencia de melanina en esporas y micelio implica debilidad y exposicion
de las esporas fungicas al ser atacadas por compuestos proteicos bacterianos; esto fue
estudiado por Bloomfield y Alexander (1967), quienes describieron que al retirar las
espiculas que contenian melanina de la superficie de esporas de Aspergillus phoenicis,
enzimas bacterianas como quitinasas y glucanasas digirieron parcialmente los componentes
estructurales superficiales. Mientras que las esporas que conservaban melanina no fueron
capaces de ser dafiadas facilmente. Sin embargo, se seguird estudiando los posibles
mecanismos implicados en esta interaccion. Cabe sefialar que los tratamientos E y F (1x10’
y 4x10" BAL/mL) analizados de manera cualitativa no se consideran adecuados para el
biocontrol del hongo. Sin embargo, se hace un estudio de inhibicién cuantitativo mas
exhaustivo para establecer cual es el mejor tratamiento para alcanzar la maxima inhibicion.

La Figura 6.5 muestra las pruebas cuantitativas que evaluaron el efecto de la densidad

bacteriana inoculada sobre la capacidad inhibitoria (%). Se muestra la concentracion
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bacteriana que obtuvo mejor inhibicion (5x10% cel/mL) alcanzando un méaximo de inhibicion

de 84% del hongo y la segunda mejor concentracion de BAL fue de 1x10° cel/mL inhibiendo
un 79%.

o~

~

—
©~
N
|r\

Figura 6.5 Inhibicion (%) del crecimiento radial de Aspergillus carbonarius a diferentes
concentraciones de BAL (cel/mL). Los datos utilizados para construir la grafica se pueden
consultar en el Anexo C

m5.00E+04 = 1.00E+05 1.00E+06 1.00E+07 m4.00E+07

©
Io

De igual manera, se estudio el comportamiento del efecto antagonista de la BAL a través del
tiempo, como se muestra en la Figura 6.6, se determiné que el maximo nivel de inhibicion se
alcanzo al cuarto dia, con una inhibicién del 84%; a partir del quinto dia se observé una
disminucion en el efecto antagonico, esto se puede deber a muerte celular de las bacterias y
a la pérdida de actividad (labilidad) de compuestos quimicos producidos por las BAL. Esto
permite que el hongo se desarrolle a partir del sexto dia, por lo que se concluye que L.
plantarum presenta bio-control de tipo fungistatico por encima del 50% durante los primeros

5 dias de contacto.
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Figura 6.6 Cinética de inhibicion (%) en funcién del tiempo. Evaluando 5 diferentes
concentraciones bacterianas.

Estos resultados contrastan con lo reportado por diversos autores como Saladino et al. (2016),
ellos reportan el efecto inhibitorio de 3 cepas de bifidobacterias y 13 BAL, mostrando bio-
control sobre especies de hongos micotoxigénicos como Aspergillus y Penicillium. Saladino
et al. (2016) determind que la cepa L plantarum CECT 749 presentdé mayor capacidad de
inhibicion, estos resultados concuerdan con lo reportado en este estudio sobre mecanismo de
biocontrol del tipo fungistatico, estos autores evallUan la aparicion de micelio de los hongos
estudiados, en el tiempo, usando pan como sustrato, en presencia y ausencia de BAL. El
desarrollo de micelio se ve retrasado 3 y 4 dias por la presencia de las bacterias L. bulgaricus
y L. plantarum respectivamente, posterior a esos dias el hongo se desarrolla sobre el sustrato.
Asi mismo, Matei et al. (2015), reportaron la inhibicion (%) de A. ochraceus para 6 cepas de
BAL, con biocontrol maximo de 85 y 84 % en contra del desarrollo de este hongo; por otra
parte, también estudiaron la evolucién de la inhibicion de A. ochraceus a través del tiempo.
Se determino que el biocontrol pierde actividad después de los 5 dias.

Aunado a todo esto, los resultados obtenidos por Belkacem-Hanfi et al. (2014), apoyan el

uso eficaz de BAL para el bio-control de hongos micotoxigénicos como Aspergillus,
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Penicillium, Fusarium entre otros, reportando una inhibicion de 60% empleando
Lactobacillus plantarum.

Por ultimo, se han estudiado una gran cantidad de BAL por diversos autores, por ejemplo
Valerio et al. (2009), concluyen que Lactobacillus citreum, Lactobacillus mesenteroides, L.
plantarum y Lactobacillus rossiae, son cepas que inhiben mas del 90% del crecimiento de
hongos y de levaduras como Endomyces fibuliger; por lo que es creciente la atencion que se
ha puesto al uso de BAL como agentes de control biolégico por su eficacia y alto grado de

bio-control.

6.4.2. Caracterizacion por HPLC de productos de fermentacion de BAL.

Los productos de fermentacion producidos por la bacteria lactica Lactobacillus
plantarum, fueron caracterizados utilizando dos medios de cultivos diferentes. La Figura 6.7
y 6.8 se muestran los cromatogramas obtenidos con medio MRS y CYA utilizando trehalosa
como fuente de carbono (20 g/L)

Para este estudio, se planed utilizar trehalosa por su amplia distribucion en la
naturaleza. Se tiene evidencia de su presencia en angiospermas como tabaco, arroz entre
otros, lo cual implica que se encuentra en todas las plantas superiores y que podria ser
aprovechada mediante procesos biotecnolégicos, permitiendo formular un medio de
crecimiento econémico y sustentable para BAL.

Por otra parte, la trehalosa es fermentada por las bacterias, para producir acidos organicos
como &cido L- lactico, acido D- lactico, &cido férmico, acido acético, acido propionico y
etanol (Figura 6.7), productos que fueron detectados de la fermentacion de medio MRS,
ademas se presenta aparentemente una mayor produccion de acido formico, como se muestra
en la Tabla 6.4, la cual muestra la proporcion de area (%) correspondiente a cada compuesto,
se determind que el compuesto con mayor proporcion en area (%) es el acido formico, con

un poco mas del 50 % del total de areas de los compuestos detectados.
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Figura 6.7 Cromatograma de productos de fermentacion por L. plantarum en medio MRS.

Tabla 6.4 Area (%) representativa de cada producto
de fermentacion del medio MRS

Tiempo.

Retencion ) )
Compuesto (min) Area Area (%)
ND 0.74 2580 0.04
ND 4.509 8792 0.13
ND 8.024 796102 11.58
ND 9.394 157632 2.29
Glucosa 10.36 689177 10.02
ND 11.67 80813 1.18
Acido L- lactico  12.454 21702 0.32
Acido D- lactico  13.615 11335 0.16
Acido foérmico 15.038 3711982 53.98
Acido acético 16.032 872848 12.69
Acido propionico  17.741 321922 4.68
Etanol 19.534 192223 2.80
ND 23.675 9766 0.14
Total 6876873

ND: compuesto no determinado

Por otra parte, los productos de fermentacion del medio CYA por L. plantarum fueron acido-
D-lactico, acido propionico y etanol (Figura 6.8). Favoreciéndose aparentemente la

produccién de &cido propidnico como se muestra en la Tabla 6.5 la cual muestra la
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proporcion de area (%) correspondiente a cada compuesto, se determind que el compuesto
con mayor proporcion en area (%) es el acido propidnico (75%).
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Figura 6.8 Cromatograma de productos de fermentacion por L. plantarum en medio CYA.

Tabla 6.5 Area representativa (%) de cada compuesto
de fermentacion del medio CYA

Tiempo

retencién ) )
Compuesto (min) Area Area (%)
ND 5.689 52277 0.31
ND 14.158 44681 0.26
Acido D- lactico 14.89 1165277 6.84
Acido propiénico 17.45 12798524 75.12
Etanol 19.146 333544 1.96
ND 23.029 16772 0.10
ND 25.521 17187 0.10
ND 27.977 2582747 15.16
ND 31.045 22599 0.13
ND 34.869 4855 0.03
Total 17038462 100.00

ND: compuesto no determinado

Sin embargo, se planea comprobar esta premisa como experimentacion futura mediante
cuantificacion de los compuestos por método de patrén externo.
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Por otra parte, estos acidos organicos proporcionan un ambiente acido desfavorable para el
crecimiento de muchos microorganismos patdgenos  (Rattanachaikunsopon vy
Phumkhachorn, 2010). De hecho, los acidos debiles entre ellos la mayoria de los acidos
organicos permite que sean liposolubles, lo que les permite atravesar la membrana celular y
alcanzar el citoplasma de patdgenos (Djadouni y Kihal, 2012; Haller et al.2001). En su forma
hidréfoba no disociada permite liberar iones H* para reducir el pH citoplasmico y detener las
actividades metabolicas (Axelsson, 1990; Piard y Desmazeaud, 1991). Ademas, se piensa
que los acidos organicos neutralizan el potencial electroquimico de la membrana plasmatica
y aumentan su permeabilidad que conduce a la muerte de organismos susceptibles (Batish et
al.1997). Esta propiedad se demostro para los acidos acético y propiénico (Eklund, 1989) los
cuales son producidos por la bacteria estudiada en este trabajo. Sin embargo, se ha reportado
que las BAL heterofermentativas producen acido acético en presencia de aceptores de
electrones externos en niveles relativamente altos. Mientras que el acido propionico sélo se
produce en cantidades traza, pero bajo las condiciones estudiadas en este trabajo se ha
demostrado que la produccion de acido propidnico aparentemente se ve favorecida, al igual
que la produccion de acido férmico, sin embargo, es necesario comprobar esta premisa
mediante cuantificacion de compuestos por el método de patron externo.

Al &cido propidnico se le atribuye la reduccion en el crecimiento de hongos, especialmente
a un pH mas bajo (Woolford, 1984a), afecta las membranas de hongos a valores de pH por
debajo de 4.5 (Hunter y Segel, 1973). El acido propidnico y el acido acético también inhiben
la absorcion de aminoacidos (Eklund, 1989; Freese et al.1973). También es importante
mencionar que las sales de los &cidos, como el propionato de sodio y el propionato de amonio,
muestran un efecto similar contra la levadura y los mohos filamentosos a valores bajos de
pH (Woolford, 1984b).

Se ha tratado de averiguar cuél es la molécula responsable de la inhibicion. Sin embargo, es
muy dificil de dilucidar, ya que se sabe que los compuestos antifungicos producidos por las
bacterias pueden presentar interacciones quimicas entre ellas. Por ejemplo, el &cido lactico
producido durante el crecimiento de BAL y el acetato de sodio encontrado en el medio MRS
(Man, Rogosa y Sharpe, 1960), sinérgicamente presentan efecto antifungicos (Cabo et
al.2002; Stiles et al. 2002). Asi mismo el acetato de sodio en MRS puede actuar en sinergia

con compuestos producidos por las BAL (Stiles et al.2002). Incluso Moon, (1983) determino
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que la mezcla de varios &cidos organicos (acido lactico, acético y propionico) presentan
efectos antifungicos diferentes en la inhibicion de levaduras comparado con el efecto
antifungico de los &cidos individuales.

Otros posibles compuestos producidos por las bacterias lacticas estudiadas y que pueden
coadyuvar en el biocontrol de hongos micotoxigénicos son las flavoproteinas oxidasas, que
son producidos por la mayoria de las BAL, lo que les permite producir peroxido de hidrégeno
(H202) en presencia de oxigeno. El peroxido de hidrégeno (H202) se acumula en el medio
ambiente ya que las BAL no producen catalasa (Condon, 1987). El efecto antimicrobiano del
H>0O> esta bien documentado (Davidson et al.1983) y se atribuye a un fuerte efecto oxidante
de la célula bacteriana y a la destruccion de las estructuras moleculares basicas de las
proteinas celulares. Sin embargo, Rodriguez et al. (1997), sugirieron que el medio MRS
deberia usarse como sustrato cuando se seleccionan sustancias antimicrobianas distintas del
H>0>, ya que encontraron que el H20- se descompone rapidamente en MRS, probablemente
debido a la actividad de la catalasa presente en el extracto de levadura, descomponiéndolo en
2H>0 y O,. En particular, en este estudio, se propone al medio CYA como mejor medio para
alcanzar mejor biocontrol, ya que demostrd favorecer la produccion de acido propidnico (con
fuertes propiedades antifingicas), ademas la literatura sugiere que los compuestos oxidantes
producidos por las BAL no se ven afectados por los componentes de este medio lo cual
coadyuva a mejorar el biocontrol.

Por ultimo, es importante mencionar que las BAL no solo tienen la capacidad de producir
acidos organicos que pueden ser usados como compuestos antifingicos, también poseen la
habilidad de producir biomoléculas con la misma capacidad inhibitoria. Estas biomoléculas
pueden ser &cidos grasos de cadena larga (Rao y Reddy, 1984; Woolford, 1975; Baird-Parker,
1980) y compuestos proteicos los cuales son péptidos antimicrobianos sintetizados
ribosomalmente a los cuales se les ha asociado como causantes del principal efecto de
biocontrol. Autores como Batish et al. (1989); Roy et al. (1996) y Gourama, (1997) han
reportado que la actividad antifungica se pierde después del tratamiento con enzimas
proteoliticas por lo que sugirieren que la sustancia antifingica producida por las BAL es de

naturaleza proteica.
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6.4.3. Pruebas de antagonismo en medio liquido a nivel microscopico

Las micrografias A de la Figura 6.9, muestran la evolucion temporal del proceso
germinativo de las esporas de A. carbonarius bajo condiciones ambientales y nutricionales
favorables en medio liquido. Estas fueron observadas en microscopia Optica a 20X, después
de 5 horas el proceso germinativo se inici6 y posteriormente a las 10 horas se vuelve evidente
la formacién de células vegetativas. Estos tiempos caracteristicos, son comparables con lo
reportado por Schmit y Brody, (1976) y Novodvorska et al. (2013), Quienes estudiaron el
proceso germinativo de A. niger, reportaron que la sintesis y el procesamiento de ARN es un
evento temprano en la germinacién que se inicia en la primera hora, posteriormente la mitosis
ocurre mas tarde entre las 2 y 4 h (Osherov et al.2001, Novodvorska et al.2013), antes de la
aparicion del tubo germinal que ocurre alrededor de las 6 h en condiciones tipicas de
Aspergillus spp. De igual manera Hayer, (2014) estudiaron el proceso de hinchamiento de
esporas a través del tiempo asociado al proceso germinativo, determinaron que el area

méaxima de las esporas durante la germinacion, es de 39.994+9.57 pum? cuando el tubo

germinativo esté presente, lo que corresponde a un didmetro aproximado de 8-9 pm.

Figura 6.9 Micrografia A, serie de tiempo del proceso germinativo de esporas de Aspergillus carbonarius bajo
condiciones nutrimentales y ambientales favorables. Micrografias B, co-cultivo (cc) de esporas de Aspergillus
carbonarius y BAL. *El conteo bacteriano y la determinacion del diametro de esporas se describen en el Anexo D
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Por otra parte, las micrografias B de la Figura 6.9, muestran el co-cultivo BAL-esporas
fangicas y su interaccion a través del tiempo. Se observé en microscopia éptica a 40X y se
monitoreo el crecimiento bacteriano a través del tiempo con ayuda del software de
procesamiento de imagen digital (Image J) realizandose conteo celular bacteriano en cada
campo de observacion. Por otra parte, se monitoreo el incremento en el didmetro de esporas,
que esta relacionado con el inicio de los procesos bioquimicos relacionados con la
germinacion de esporas fangicas. Los resultados de este experimento, muestran evidencia de
efectos antagdnicos de las bacterias en contra de la germinacion de esporas fungicas en medio
liquido; el diametro de las esporas se mantuvo constante alrededor de 8 um durante 72h;
mientras que en ausencia de bacterias las esporas inician su proceso germinativo a las 5h.
Cabe mencionar, que las bacterias no se ven afectadas por la presencia de las esporas, ya que
el nimero de bacterias incremento de 2544 a 4849 en funcion del tiempo, lo que implica que
su desarrollo no se ve afectado. El estado de dormancia que presentan las esporas fungicas
en presencia de BAL se presenta como mecanismo ante un ambiente que puede ser no 6ptimo
o incluso dafiino. En principio, se podria pensar que una de las causas de inhibicion se debe
al fendbmeno de competencia por nutrientes, que ocurre cuando dos microorganismos
coexisten en un mismo habitat.

Sin embargo, se ha demostrado que algunos hongos inician su proceso germinativo bajo
condiciones nutrimentales adversas, por ejemplo A. niger puede comenzar a germinar en
agua, sin presencia de nutrientes, aunque no se logrard un crecimiento adecuado. Para el
crecimiento se requiere d-glucosa, 6-manosa o d-xilosa (Hayer, Stratford y Archer, 2013). En
el caso particular del hongo estudiado, Aspergillus carbonarius, se ha demostrado
experimentalmente en este estudio la capacidad de germinar bajo limitaciones nutrimentales

incluso en ausencia de fuentes de carbono (Tabla 6.6).
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Tabla 6.6 Capacidad germinativa de A, carbonarius en presencia y ausencia de fuente de carbono.

RAGENCE
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t=0h

Con fuente de
carbono
(glucosa
20g/L)

Sin fuente

de carbono

t=24 h

t=48 h

t=72h

t=96 h

Por altimo cabe mencionar que los estudios respectivos a los mecanismos de biocontrol

Ilevados a cabo por L. plantarum y que fueron demostrados en este capitulo seran discutidos

en el Capitulo 7.
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6.5. Conclusiones y perspectivas
En este capitulo se evalud la capacidad antagonica de BAL del género Lactobacillus
plantarum, en contra del hongo micotoxigénico Aspergillus carbonarius, se determiné que
la concentracion de L. plantarum en medio sélido para alcanzar el maximo biocontrol (84%)
es de 5x10* cel/mL, el mayor efecto inhibitorio es alcanzado en el cuarto dia, y la segunda
mejor concentracion bacteriana es de 1x10° cel/mL inhibiendo un 79% en el quinto dia. L.
plantarum tienen la capacidad de inhibir el desarrollo fungico por encima del 50% durante
5-6 dias, posterior a ello el biocontrol disminuye, el hongo crece, por lo que se determind que
el biocontrol llevado a cabo por las bacterias es del tipo fungistéatico.
Por otra parte, las pruebas de antagonismo a nivel microscopico en medio liquido, muestran
evidencia de que la presencia de BAL propicia que las esporas de A. carbonarius se
mantengan en estado de dormancia al menos durante 72h. Lo que implica que las bacterias
llevan a cabo biocontrol de la germinacion de esporas del hongo micotoxigénico.
Las BAL estudiadas demostraron capacidad para fermentar trehalosa como fuente de carbono
en los medios MRS y CYA, producen mayoritariamente acido formico y acido propiénico,

respectivamente, que podrian estar implicados en el biocontrol observado.

Perspectivas.

En trabajos futuros se podria disefiar una estrategia que consista en usar la concentracion
Optima bacteriana a inocular y la adicion de un extracto libre de células concentrado como
factores para formular un bioproducto bacteriano, eficaz para el control biolégico de A.
carbonarius y la produccion de ocratoxina.

Asi mismo es relevante estudiar la cinética de produccion de OTA y biomasa flngica en
funcién del tiempo, con la finalidad de encontrar mediante un disefio factorial cuales son las
combinaciones de variables que propicien el mayor biocontrol.

De igual manera, una vez demostrada la capacidad de las bacterias para fermentar la trehalosa
como fuente de carbono para la produccion de acidos organicos, seria interesante formular
un medio de cultivo a base de sustratos como tabaco, arroz entre otros, que han demostrado
la presencia de trehalosa, con la finalidad de contar con un medio econémico y sustentable.
Finalmente es de interés ampliar el estudio de inhibicion y de mecanismos antagonicos a un

namero mayor de cepas de bacterias lacticas con diferentes grados de inhibicion, aisladas de
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ensilaje de pulpa de café antes y durante el proceso de secado. Con la finalidad de determinar
similitudes y diferencias en los mecanismos de accion y los niveles de biocontrol de cada

cepa.

52



@ R = b K

ANGELICA RechErcHe rémmian rancusCONACYT

6.6. Referencias

Axelsson, L. (1990). Lactobacillus reuteri a Member of the Gut Bacterial Flora (Ph.D. thesis). Swedish University
of Agricultural Sciences, Uppsala, Sweden.

Baird-Parker, A. C. (1980). Organic acids. In J. H. Silliker (Ed.), Microbial ecology of foods (pp. 126—-135). New
York: Academic press.

Bastidas y Camacho (1969). Competencia entre plantas y su efecto en el rendimiento y otras caracteristicas del frijol
variedad caraota. Acta Agronomica 19: 69-88.

Batish, V.K., Roy, U., Lal, R., Grover, S. (1997). Antifungal attributes of lactic acid bacteria a review. Critical
Reviews in Biotechnology 17: 2009-2225.

Begon, M., Harper, J. L., Townsend, C. R. (1996) Ecology: Individuals, populations and communities. Blackwell
Science.

Belkacem-Hanfi, N., Fhoula, 1., Semmar, N., Guesmi, A., Perraud-Gaime, I., Hadda-Imen Ouzari , Boudabous, A.,
Roussos, S. (2014). Lactic acid bacteria against post-harvest moulds and ochratoxin A isolated from stored
wheat. Biological Control 76, 52-59

Belli, N., Marin, S., Sanchis, V., y Ramos, A. J. (2006). Impact of fungicides on Aspergillus carbonarius growth
and ochratoxin A production on synthetic grapelike medium and on grapes. Food Additives and
Contaminants, 23: 1021-1029.

Blakeman, J.P. y Fraser, A. K. (1971). Inhibition of Botrytis cinerea spores by bacteria on the surface of
chrysanthemum leaves. Physiological Plant Pathology, 1: 45-54

Bleve, G., Grieco, F., Cozzi, G., Logrieco, A., y Visconti, A. (2006). Isolation of epiphytic yeasts with potential for
biocontrol of Aspergillus carbonarius and. niger on grape. International Journal of Food Microbiology,
108: 204-209.

Bloomfield, B.J y Alexander, M. (1967) Melanins and Resistance of Fungi to Lysis. ; 93 (4): 1276-1280.)

Cabo, M. L., Braber, A. F., y Koenraad, P. M. (2002). Apparent antifungal activity of several lactic acid bacteria
against Penicillium discolor is due to acetic acid in the medium. Journal of Food Protection, 65: 1309-
1316.

Condon, S. (1987). Responses of lactic acid bacteria to oxygen. FEMS Microbiology Reviews, 46: 269-280.

Corsetti, A., Gobbetti,M., Rossi, J., y Damiani, P. (1998). Antimould activity of sourdough lactic acid bacteria:
identification of a mixture of organic acids produced by Lactobacillus sanfrancisco CB1. Applied
Microbiology and Biotechnology, 50: 253-256.

Davidson, M. P. (2001). Chemical preservatives and natural antimicrobial compounds. In M. P. Doyle, L. R.
Beuchat, y T. J. Montville (Eds.), Food microbiology: Fundamentals and frontiers.(pp. 593-627).
Washington: ASM press.

Djadouni, F., y Kihal, M. (2012). Antimicrobial activity of lactic acid bacteria and then spectrum of their biopeptides
against spoiling germs in foods. Brazilian Archives of Biology and Technology, 55: 435-443.

Eklund, T. (1989). Organic acid and esters. In: Gould, G.W. (Ed.), Mechanisms of Action of Food Preservation
Procedure. Elsevier, New York, 161-200.

Eklund, T., (1989). Mechanisms of Action of Food Preservation Procedure. Organic acid and esters. 161-200.

Freese, E., Sheu, C. W., y Galliers, E. (1973). Function of lipophilic acids as antimicrobial food additives. Nature,
241: 321-325.

Gourama, H. (1997). Inhibition of growth and mycotoxin production of Penicillium by Lactobacillus species.
Lebensmittel-Wissenschaft und-Technologie, 30: 279-283.

Gourama, H., y Bullerman, L. B. (1997). Anti-aflatoxigenic activity of Lactobacillus casei pseudoplantarum.
International Journal of Food Microbiology, 34, 131-143.

Grazioli, B., Fumi, M. D., y Silva, A. (2006). The role of processing on ochratoxin A content in Italian must and
wine: a study on naturally contaminated grapes. International Journal of Food Microbiology, 111: 93-96.

Haller, D., Colbus, H., Ganzle, M. G., Scherenbacher, P., Bode, C., y Hammes, W. P. (2001). Metabolic and
functional properties of lactic acid bacteria in the gastrointestinal ecosystem: A comparative in vitro study
between bacteria of intestinal and fermented food origin. Systematic and Applied Microbiology, 24: 218-
226.

53



@ R = b K

ANGELICA RechErcHe rémmian rancusCONACYT

Hayer K., Stratford M., Archer D.B. (2013). Structural features of sugars that trigger or support conidial germination
in the filamentous fungus Aspergillus niger. Applied and Environmental Microbiology. 79:6924-6931.

Hayer K., Stratford M., Archer D.B. (2014). Germination of Aspergillus niger conidia is triggered by nitrogen
compounds related to I-amino acids. Applied and Environmental Microbiology. 80:6046—-6053.

Hunter, D. R., y Segel, I. H. (1973). Effect of weak acids on amino acid transport by Penicillium chrysogenum:
evidence for a proton or charge gradient as the driving force. Journal of Bacteriology, 113: 1184-1192.

Krechel A., Faupel, A., Hallmann, J., Ulrich, A, Berg, G. (2002). Potato-associated bacteria and their antagonistic
potential towards plant-pathogenic fungi and the plant-parasitic nematode Meloidogyne incognita (Kofoid
& White) Chitwood. Canadian Journal of Microbiology. 48(9):772-86.

Matei, Cornea, Rodino, lordache y Butu, (2015). Assessment of Antifungal Activity of Lactic Acid Bacteria Strains
Against Bread Spoilage Fungus Aspergillus ochraceus. Food Science and Technology 72(2)

Moon, N. J. (1983). Inhibition of the growth of acid tolerant yeasts by acetate, lactate and propionate, and their
synergistic mixtures. Journal of Applied Bacteriology, 55: 453-460.

Niku-Paavola, M. L., A. Laitila, T. Mattila-Sandholm, y A. Haikara. (1999). New types of antimicrobial compounds
produced by Lactobacillus plantarum. Journal of Applied Microbiology. 86:29-35.

Novodvorska M., Hayer K., Pullan S.T., Wilson R., Blythe M.J., Stam H., Stratford M., Archer D.B.
(2013).Trancriptional landscape of Aspergillus niger at breaking of conidial dormancy revealed by RNA-
sequencing. BMC Genom. 14:246. on the surface of chrysanthemum leaves. Physiological Plant Pathology,
1: 45-54.

Orietta, F. y Larrea, V. (2001). Microorganismos antagonistas para el control fitosanitario. Manejo Integrado de
Plagas (Costa Rica) 62: 96-100.

Osherov N., May G.S. (2001).The molecular mechanisms of conidial germination. FEMS Microbiology.
Letters.199:153-160.

Peteri, Z., Teren, J., Vagvolgyi, C., y Varga, J. (2007). Ochratoxin degradation and adsorption caused by
astaxanthin-producing yeasts. Food Microbiology, 24: 205-210.

Piard, J.C., Desmazeaud, M. (1991). Inhibition factors produced by lactic acid bacteria: oxygen metabolites and
catabolism end-products. Lait 71: 525-541.

Rao, D. R., y Reddy, J. C. (1984). Effects of lactic fermentation of milk on milk lipids. Journal of Food Science,
49: 748-750.

Rattanachaikunsopon, P., y Phumkhachorn, P. (2010). Lactic acid bacteria: Their antimicrobial compounds and
their uses in food production. Annals of Biological Research, 1: 218-228.

Rodriguez, J.M., Martinez, M.l., Suarez, A.M., Martinez, J.M., y Hernandez, P.E. (1997).Research note:
unsuitability of the MRS medium forthescreening of hydrogenperoxide-producinglacticbacteria. Letters in
Applied Microbiology. 25: 73-74. doi: 10.1046/j.1472-765X.1997.00177.x

Rosa, de Almeida, Santiago, Rosa. (2010). Endophytic fungi community associated with the dicotyledonous plant
Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (Caryophyllaceae) in Antarctica. FEMS Microbiology letters.
73:178-189. http://dx.doi.org/10.1111/].1574-6941.2010 .00872.x

Roy, U., Batish, V. K., Grover, S., y Neelakantan, S. (1996). Production of antifungal substance by Lactococcus
lactis subsp. lactis CHD-28.3. International Journal of Food Microbiology, 32: 27-34

Saladino, Luz, Manyes, Fernandez-Franzon, y Meca, (2016). In vitro antifungal activity of lactic acid bacteria
against mycotoxigenic fungi and their application in loaf bread shelf life improvement. Food Control 67.
273-277

Schmit, J.C., y Brody, S. (1976). Biochemical genetics of Neurospora crassa conidial germination. Bacterlological
Reviews. 40: 1-41.

Schniirer, J., Magnusson, j. (2005). Antifungal lactic acid bacteria as biopreservatives. Trends in Food Sience y
technology: 16: 70-78

Stiles, J., Penkar, S., Plockova, N., Chumchalova, J., y Bullerman, L. B. (2002). Antifungal activity of sodium
acetate and Lactobacillus rhamnosus. Journal of Food Protection, 65: 1188-1191.

Tarig, S., khan, R., Sultana V., Ara, j., y Ehteshamul-haque, S. (2009). Utilization of endo-root fluorescent
pseudomonas of chilli for the management of root diseases of chilli. Pakistan Journal of Botany, 41(6):
3191-3198

Valerio, F., Favilla, M., De Bellis, P., Sisto, A., de Candia, S. y Lavermicocca, P. (2009) Antifungal activity of
strains of lactic acid bacteria isolated from a semolina ecosystem against Penicillium roqueforti,

54


http://dx.doi.org/10.1111/j.1574-6941.2010

@ R
ANGELICA e CHE R REanuuu[Fm\Nc s ReiCONACYT

Aspergillus niger and Endomyces fibuliger contaminating bakery products. Systematic and Applied
Microbiology, 32: 438-448.

Var, 1., Kabak, B., y Erginkaya, Z. (2008). Reduction in ochratoxin A levels in white wine, following treatment with
activated carbon and sodium bentonite. Food Control, 19: 592-598.

Woolford, M. K. (1975). Microbiological screening of the straight chain fatty acids (C1-C12) as potential silage
additives. Journal of the Science of Food and Agriculture, 26:219-228.

Woolford, M. K. (1984a). The antimicrobial spectra of organic compounds with respect to their potential as hay
preservatives. Grass and Forage Science, 39: 75-79.

Zalar P, Novak M, de Hoog GS, Gunde-Cimerman N. (2011). A man-made ecological niche accommodating human
opportunistic fungal pathogens. Fungal Biology. 115:997-1007.
http://dx.doi.org/10.1016/j.funbio.2011.04.007.

Zhang, H., Wang, L., Zheng, X., y Dong, Y. (2007). Effect of yeast antagonist in combination with heat treatment
on postharvest blue mold decay and Rhizopus decay of peaches. International Journal of Food
Microbiology, 115: 53-58.

55

4

&


http://dx.doi.org/10.1016/j.funbio.2011.04.007

ANGELICA RECHERCHE Rervstiaus FncnssCONACYT

7. Estudio de cambios morfologicos de A. carbonarius en la
interaccion con L. plantarum asociados al biocontrol y evaluacion
de la capacidad de adsorcion de OTA por BAL.

7.1. Resumen

Se sabe que las bacterias lacticas representan un grupo importante de agentes de control
biolégico y en la actualidad se ha utilizado las diversas interacciones ecoldgicas bacteria-
hongo con un enfoque agrondmico para controlar plagas y patdgenos, estas interacciones
pueden ir desde el antagonismo hasta el mutualismo. Por lo tanto estas complejas
interacciones comienzan a tomar relevancia para disefiar nuevas estrategias para mejorar el
crecimiento y la salud de los cultivos. Sin embargo hoy en dia los estudios sobre mecanismos
de accidn llevados por las BAL para controlar el desarrollo de patdgenos y las interacciones
ecoldgicas que pueden presentar en co-cultivo siguen siendo bajos. Objetivo. Con este
antecedente el objetivo de esta seccion se basa en estudiar los mecanismos antagonicos y las
interacciones ecolodgicas involucrados en la interaccién L. plantarum - A. carbonarius.
Meétodos. Para esto se utilizd microscopia electronica de barrido lo cual nos permitié
visualizar a escala micrométrica los mecanismos antagonicos implicados en la interaccion de
ambos microorganismos. Resultados. Los resultados de esta seccion permitieron determinar
la morfologia de A. carbonarius pre y post interaccion con L. plantarum. El estudio
morfologico pre interaccion permitié determinar el ciclo reproductivo asexual del hongo,
desde la formacion de una hifa aérea hasta la formacion de conidiéforo maduro con
respectivas estimaciones cuantitativas de estructuras reproductivas. Asi mismo se documentd
el proceso de maduracion de esporas fangicas hasta la formacién de hifas. Respecto al estudio
morfoldgico post interaccion, se determind la adhesion bacteriana sobre esporas flungicas
como principal mecanismo de biocontrol en la interaccion (co-cultivo) bacteria-hongo, cuya
interaccion ecoldgica observada es reportado en bibliografia como antagonismao tipo directo.
Aunado a este mecanismo antagénico, se determind posible dafio sobre la superficie de
esporas fungicas por la presencia de poros membranales de aproximadamente 140 + 22.3 nm,
que podrian estar relacionadas con el biocontrol del hongo micotoxigénico. Asi mismo se
hace un analisis de los mecanismos llevados a cabo por parte de las BAL para explicar la

formacion de esos poros membranales y los mecanismos que podrian ser responsables del
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biocontrol presentado. Finalmente se determind la capacidad de adsorcion de OTA sobre la
superficie de L. plantarum, lo cual podria contribuir a disminuir el problema de

contaminacién de micotoxinas en alimentos.

7.2. Introduccion

Cualquiera que sea el entorno en el que se encuentren las bacterias y los hongos, éstos
pueden producir una amplia gama de interacciones ecoldgicas, que pueden ir desde el
antagonismo hasta el mutualismo, y es bien sabido que estas interacciones influyen en gran
medida en el comportamiento bioldgico y ecoldgico de ambos microorganismos, es decir, se
ve afectado el crecimiento, la reproduccion, el movimiento, la nutricion, el estrés, incluso
pueden tener una influencia considerable en la patogenicidad de los hongos, Por lo tanto, las
interacciones entre bacterias y hongos son de importancia central para numerosas cuestiones
bioldgicas en agricultura, silvicultura, ciencias ambientales, produccion de alimentos,

medicina etc. (Figura 7.1)

Figura 7.1 Aplicaciones de interacciones bgteria-hongo. Fuente: Deveau et al. (2018)

Por otra parte se sabe que las bacterias representan un grupo importante de agentes de control
bioldgico y en la actualidad se ha utilizado esta propiedad con un enfoque agronémico para
controlar plagas y patogenos, lo que ha llevado a la formulacion de varios productos
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comerciales a base de microorganismos para mitigar la contaminacion de plantas susceptibles

a patégenos.

Estas complejas interacciones comienzan a tomar relevancia para disefiar nuevas estrategias

para mejorar el crecimiento y la salud de los cultivos (Panke-Buisse et al. 2015; Poudel et al.

2016).

De igual manera en este trabajo se ha demostrado el efecto antagbnico que presentan

bacterias del genero Lactobacillus plantarum contra el hongo micotoxigénico Aspergillus

carbonarius. Por lo que es de interés particular en este trabajo estudiar los mecanismos
antagénicos involucrados entre estos microorganismos. Algunos de estos son antibiosis,
competencia por espacio 0 por nutrimentos, parasitismo, patogénesis, interacciones directas

con el patdgeno (parasitismo y lisis enzimatica) e induccion de resistencia (Orietta, 200;

Schéfer et al.2007; Sikora et al.2013).

Las BAL en particular tienen la capacidad de desplazar patogenos mediante la competencia

por nutrientes, en particular, la competencia por micronutrientes debido a los diversos

mecanismos que limitan la disponibilidad de estos micronutrientes como puede ser:

e Bioacumulacion. ElI metal se transporta al interior de la célula mediante un gasto de
energia y puede ser secuestrado por proteinas o almacenado en organelos (Lovley, 2000);

e Biomineralizacion. Se refiere a la precipitacion del metal

e Biotransformacion. Involucra un cambio de tipo quimico como por ejemplo en el estado
de oxidacion, metilacion, etc. (Lovley, 2000; Srinath, 2002)

e Quimiosorcion. Mediada por microorganismos, en este caso primero se lleva a cabo una
biomineralizacion formandose un deposito primario el cual funciona como ndcleo de
cristalizacion para capturar el metal de interés (Lovley, 2000)

e Biosorcidon. Es la adhesion superficial del metal en la superficie bacteriana, entre otros
mecanismos, que las bacterias lacticas son capaces de llevar a cabo con el fin de competir
y sobrevivir frente a otros microorganismos (Bréant, 2002; Lebeau, 2002).

Estos mecanismos son importantes para considerarse como mecanismos de biocontrol y

reduccion de micotoxinas, si bien porque a pesar de que al limitar la biodisponibilidad de

micronutrientes, muy en particular metales como hierro y zinc por parte de las BAL, ayuda
al biocontrol fangico ya que se ha reportado que son los elementos méas importantes para un
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desarrollo fungico, ademas se considera que estos y otros elementos, pueden ser utilizados
para la sintesis de micotoxinas.

Se ha reportado que las concentraciones dptimas de ciertos microelementos para la
produccidén de ocratoxina A por Aspergillus ochraceus NRRL 3174 se estima en 0.055-2.2
mg/L de zinc; 0.004-0.04 mg/L de cobre; 1.2-2.4 mg/L de hierro (Gimeno, 2002)
(https://www.engormix.com/micotoxinas/articulos/principales-factores-condicionantes-
desarrollo-t26065.htm). Ademas cuando disminuyen las concentraciones de zinc y cobre la
produccién de OTA tiende a ser nula. Por lo que sugiere que la falta de esos microelementos
provoca deficiencia en el crecimiento fungico y la produccién de ocratoxina A se ve
disminuida. En el caso de Aspergillus flavus para la produccion de aflatoxina es necesario el
uso de sustratos ricos en zinc y ciertos aminoacidos.

Deveau et al. (2018) han propuesto una clasificacion de los principales mecanismos
fisicoquimicos de control biologico que ocurren a nivel ecolégico. Dichos mecanismos son

divididos en cuatro clases, es decir,

o I Antibiosis que implica intercambio de metabolitos

o Il Sefializacion y quimiotaxis con deteccion y conversion de metabolitos
o Il Cambios fisicoquimicos después de la adhesion y

o IV Secrecion de proteinas.

Sin embargo, probablemente la categoria de biocontrol mas ampliamente estudiada y
encontrada en la naturaleza serian las clases | y Ill correspondiente a antagonismo de tipo
mixto y antagonismo tipo directo. El antagonismo mixto se basa en la antibiosis, una guerra
quimica que se caracteriza por la difusion de moléculas quimicamente complejas de un
microorganismo a otro por ejemplo antibioticos, enzimas liticas, productos de desecho no
regulados entre otros. Schnurer et al. (2005) realiza una extensa revision sobre el efecto de
bioproductos bacterianos para el control de patdgenos.

Por otra parte el antagonismo directo definido por Neufeld y Kuhn, (1934) citado en Wynne
y Norman (1953) se basa en el contacto fisico o directo entre microorganismos, lo que
implica interacciones que conllevan a hiperparasitismo/depredacion entre individuos
(Lecuona, 1996), incluso el fendmeno de quimiotaxis estd inmerso en este tipo de

antagonismo.
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Si bien las moléculas difusibles (antibiosis) desempefian un papel importante en muchas
interacciones bacteria-hongo, la migracion (quimiotaxis) y el contacto fisico entre
microorganismos también son procesos importantes en el establecimiento de biocontrol.
Nikawa (2001) han reportado que el contacto célula-célula entre hongos y bacterias puede
resultar en cambios importantes en su fisiologia e interacciones, incluso pueden tener una
influencia considerable en la patogenicidad de los hongos. Sin embargo la naturaleza
molecular del contacto bacteriano-fungico ha sido examinada en solo unos pocos sistemas
desde el punto de vista de formacion de biopeliculas.
La finalidad de estudiar los mecanismos de biocontrol causado por esta BAL, ampliaria las
posibilidades y oportunidades para generar nuevas alternativas biotecnoldgicas en contra de
los hongos contaminantes de cultivos y sus micotoxinas.
En las Gltimas dos décadas gran parte de los estudios realizados para la descripcion de
biopeliculas y los procesos de contacto célula-célula se han realizado con la ayuda de la
microscopia electronica de barrido. Recientemente, tres grandes avances han incrementado
substancialmente la comprension de las interacciones célula-célula:
a) La utilizacion del microscopio de barrido laser confocal, que ha permitido
caracterizar la ultraestructura de las biopeliculas
b) La investigacion de los genes involucrados en la adhesion celular y la formacion de
biopelicula
c) Estudios de microscopia electronica de barrido, el cual ha permitido estudiar las
interacciones microscopias de varios microrganismos que interaccionan como
biopeliculas obteniendo observaciones a muy alta resolucion respecto a otros
mMIicroscopios
En el anexo F, se realiza una descripcion mas detallada y amplia del funcionamiento de los

equipos de microscopia y espectroscopia avanzada utilizados en el desarrollo de la tesis.

Finalmente, el objetivo de este capitulo consiste en determinar mediante técnicas en
microscopia avanzada los mecanismos antagonicos llevados a cabo por Lactobacillus
plantarum en el biocontrol de Aspergillus carbonarius. Esto nos permitira mejorar la
comprension de su modo de accion y ayudara a generar alternativas biotecnoldgicas para

mejorar la efectividad de estrategias de control bioldgico.
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7.3. Materiales y métodos

7.3.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

Los microrganismos y las condiciones de crecimiento se realizaron como se describe en la

seccion 6.3.1.

7.3.2. Andlisis de la interaccion fisica como mecanismo antagonico determinado en

microscopia laser confocal modo campo claro

Se utilizd 90% v/v de una suspension de esporas (1x10°esp/mL) y 10% v/v de BAL obtenidas
del punto 6.3.1. Se prepar6 un co-cultivo de ambos microorganismos a las concentraciones
mencionadas en un portaobjetos doble cdncavo de 25.4x76.2mm, se cubri6 con cubreobjetos

y se sell6 por los bordes con barniz transparente para evitar derrames.

7.3.2.1. Métodos analiticos para Microscopia de Barrido Laser Confocal
El estudio en microscopia laser confocal se realizé en un equipo Carl Zeiss LSM780 NLO,

Detector confocal: R/FL (32 GaAsp), Objetivos: EC Plan-Neofluar 10x/0.30 WD=5.2; Plan-
Apochromat 20x/0.8 WD=0.55; LD SC PApo 20x/1.0 Corr WD=5.6; LD C-Apochromat
40x/1.1 W Corr UV-VI-IR; C-Apochromat 40x/1.2 W Korr. FCS; Plan-Apo 40x/1.0 DIC
VIS-IR WD=2.5; Plan-Apo 63x/1.0 VIS-IR WD=2. El software utilizado para anélisis y

obtencion de micrografias Fue ZEN2012 versiones black y blue.

7.3.3. Andlisis de la interaccion fisica como mecanismo antagonico determinado en

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

7.3.3.1. Tratamiento de muestras para analisis MEB
Preparacion de muestras para estructuras fungicas de A. carbonarius.

Se utilizd una suspension de esporas (1x106 esp/mL) de A. carbonarius obtenidas como se
describe en el punto 6.3.1

La suspension de esporas fue colocada en tubos Eppendorf de 2mL, fueron fijadas con
glutaraldehido 2% v/v durante 24 h a 4°C posteriormente se realizaron lavados sucesivos X3
veces con buffer de fosfatos (Na2HPOs, NaH2PO4) 0.1M pH 7.4, el sobrenadante libre de
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células de cada lavado fue eliminado mediante decantacion. Posteriormente se adiciono
tetradxido de osmio durante 2h como fijador complementario, el tetradxido de osmio fue
retirado mediante decantacion. Las células fueron deshidratadas usando soluciones crecientes
de etanol, las concentraciones de (30-70%v/v) de etanol fueron realizadas a 4°C, las
concentraciones (80-100 %v/v) se realizaron a temperatura ambiente, cada concentracion de
alcohol se adiciond a las células en dos ocasiones de 15 min c/u. Posteriormente las células
deshidratadas se colocaron en cdpsulas microporosas con tapa, las cuales contenian en su
interior papel filtro con tamafio de poro de 0.45 um, para retencidn de muestra, seguidamente
las muestras fueron sumergidas en etanol absoluto, para su posterior secado con CO; al punto
critico en un secador Tousimis modelo Samdri780B. Una vez secas las esporas con ayuda de
cinta doble carbon fueron adheridas al porta muestras de 25mm tipo PIN. Por ultimo se
recubri6 con oro 60s x 4 tiempos (Dentron Vacum Desk I11). Finalmente las muestras fueron
analizadas en MEB JEOL JSM-5900LV a 15 kV.

Preparacion de muestras para células bacterianas de Lactobacillus plantarum

Se utilizo una suspension de bacterias (1x10° cel/mL) de Lactobacillus plantarum obtenidas
como se describe en el punto 6.3.1.
Posteriormente se prosiguié con la preparacion de muestras de manera similar como se

describid en la seccion 7.3.3.1 para A. carbonarius.

Preparacion de muestras para co-cultivo bacteria-espora.

Para el co-cultivo BAL-Hongo se colocd 90% v/v de suspension de esporas [1x10° esp/mL]
y 10% v/v de BAL obtenidas del punto 6.3.1, 1ImL de la suspension fue colocada en tubos
Eppendorf de 2mL y se dej6 en contacto ambos microorganismos durante 8h, seguidamente

la preparacion de muestras se llevo a cabo como se describe en la seccion 7.3.3.1

Preparacion de muestras para adsorcion de OTA sobre BAL.

Para la evaluacion de no autofluorescencia de L. plantarum, se utiliz6 una suspension de
BAL descrito en secciones anteriores, se eliminé el sobrenadante (medio MRS) con ayuda
de centrifugacion (centrifuga Allegra X-12R Beckman coulter) a 5000 rpm durante 5min,

posteriormente se resuspendieron las células en solucién isotonica 0.9%, se coloco una
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alicuota de 200ul en un portaobjetos doble concavo de 25.4x76.2mm, finalmente fueron
evaluados en microscopia confocal a las longitudes de onda excitacién/ emision 405/450, el
equipo utilizado se describid en la seccion 7.3.2.1

Para la evaluacion de adsorcion de OTA sobre BAL, se utilizd una suspension de A.
carbonarius en medio liquido, se realiz6 una sedimentacion celular con ayuda de
centrifugacion (centrifuga Allegra X-12R Beckman coulter) a 5000 rpm durante 15min, se
separ0 el sobrenadante libre de células por decantacion y se coloco en un tubo eppendorf de
2mL, posteriormente las células bacterianas fueron adicionadas al sobrenadante fungico
(1x10° BAL/mL), dejandose interaccionar durante 5 horas a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifugaron las células (centrifuga Allegra X-12R Beckman coulter) a
5000 rpm durante 15min, eliminandose el sobrenadante y resuspendiendo las células
bacterianas en solucidén isotonica 15M, se coloco una alicuota de 50ul en un portaobjetos
doble concavo de 25.4x76.2 mm, finalmente fueron evaluados en microscopia confocal a las
longitudes de onda excitacion/ emisién 405/450, el equipo utilizado se describio en la seccion
7321

7.4. Resultados y discusion

7.4.1. Anélisis de la interaccion fisica como mecanismo antagonico determinado en

microscopia de barrido laser confocal modo campo claro

La Figura 7.2, muestra una micrografia caracteristica tomada de un video captado en
microscopia laser confocal del co-cultivo bacterias-esporas en medio liquido, en este
resultado se aprecia la posible adhesion bacteriana sobre la superficie de esporas fungicas,
este resultado preliminar podria relacionar la adhesion bacteriana como posible mecanismo
de biocontrol, ya que la formacién de biopeliculas bacterianas representa una conocida
estrategia de supervivencia procaridtica frente a otros microorganismos. Se ha reportado en
un estudio reciente que tales asociaciones bacteria-hongo pueden ser muy comunes (Hoffman
y Arnold, 2010). Ademas, las interacciones bacteria-hongo se pueden presentar en
condiciones diversas (Frey-Klett et al.2011; Tarkka et al.2009).
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Por lo que en este estudio se pone especial atencion en las interacciones fisicas que pueden

presentar las bacterias lacticas, ya que se sabe que las interacciones bacteria-hongo pueden
alterar la estructura general de la comunidad (Mowat et al.2010), la morfologia celular
fangica (Jarosz et al.2009; Joyner et al.2010; Morales et al.2013), la motilidad bacteriana
como consecuencia de la interaccion (Peters et al.2010) y lo mas importante la supervivencia
de los microorganismos que interactian (Hogan y Kolter, 2002), todos estos factores pueden

influir notablemente en la patogenicidad

oy
otr i.\s\' ‘D

Figura 7.2 Interaccion microscopica de bacterias lacticas y esporas de Aspergillus
carbonarius en medio liquido, micrografia tomadas por microscopia laser confocal.

Sin embargo el resultado obtenido en microscopia laser confocal a 63X carece de detalles
visuales suficientes para comprobar una interaccion fisicapor lo que el estudio continuara
con ayuda de técnicas en microscopia electronica de barrido, ya que permite obtener
imagenes con mayor detalle, resultados que son mostrados en la siguiente seccion.

7.4.2. Andlisis de la interaccion fisica como mecanismo antagénico determinado en

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Morfologia de Aspergillus carbonarius sin tratamiento con bacterias
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Figura 7.3 Estructuras morfoldgicas del ciclo reproductivo asexual (produccion de conidios) de Aspergillus
carbonarius. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido (MEB)

En la Figura 7.3, se muestra un esquema de las estructuras morfoldgicas del ciclo
reproductivo asexual de Aspergillus carbonarius, analizadas en microscopia electronica de
barrido, cuya técnica nos permite estudiar a detalle la morfologia del hongo en condiciones
normales de desarrollo con la finalidad de contrastarlas posterior al contacto con L. plantarum
y asi poder estudiar los mecanismos antagénicos implicados en esta interaccion.

La descripcion del proceso germinativo ejemplificado en la Figura 7.3 comienza con el
engrosamiento de la pared en una célula basal dentro de hifas superficiales especificas, dando
lugar a la célula pie (Adams et al.1998). El tallo surge de la célula pie como una pseudo-hifa
aerea, se ha reportado de 1-2 pm mas ancho que las hifas vegetativas para el género
Aspergillus. Una fase posterior de crecimiento isotropo se produce en la punta del tallo, que
resulta aproximadamente 6 h después, en una estructura globular llamada vesicula, que

alcanza un didmetro de 27-33 um como se muestra en la Figura 7.4. A diferencia de las hifas
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vegetativas, ni el tallo ni la vesicula desarrollan septos o ramas. Ademas, los tallos y las
vesiculas contienen vacuolas grandes que condicionan el posicionamiento nuclear y la
distribucion intracelular de organulos (Etxebeste et al. 2009). A pesar de la ausencia de
crecimiento polarizado, Mims et al. (1988), sugiere que la vesicula alberga multiples
divisiones nucleares, la estructura esférica sirve como plataforma para la brotacion mdaltiple
de métulas que alcanzan una longitud de 12-17um (Figura 7.4) en un patrén que se asemeja
a un proceso de germinacion multipolar, es decir crecimiento apical en varias direcciones.
Las meétulas (célula que se encuentra sobre una vesicula y sostiene las fialides) no se
extienden como hifas, sino que se someten a una division especializada. Después de la
maduracion, estos brotes se convierten en fidlides que miden alrededor de 8um de largo y 6
pum de ancho (Figura 7.4), de las cuales brotan cadenas de conidios (Sewall et al.1990), los
cuales son estudiados més a detalle de manera individual en la siguiente seccion.

Aspergillus carbonarius

esporas ()
30
o°0

"~ largo=6=2 ym
ancho=5=1um

Fidlides

largo=12-17 nm
ancho=5=1um

Meétula

Figura 7.4. Representacion esquematica de las
dimensiones morfoldgicas de esporas y conidiéforos de
Aspergillus carbonarius. Elaboracion propia con
estimaciones de estructuras reproductivas en MEB.
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Morfologia de esporas sin tratamiento con bacterias

Ademas de estudiar la morfologia de las estructuras reproductivas asexuales (conidiéforo) de
A. carbonarius también es importante conocer la morfologia individual de las esporas
asexuales bajo condiciones normales de desarrollo, los resultados mostrados en las Figuras
7.5y 7.6 presenta la morfologia de esporas de A. carbonarius en microscopia electronica de
barrido en aumento de 3000X y 12000X en la cual se aprecian tamafios diferentes en un
rango de 6-11um de diametro, ademas de morfologias diferentes entre si, es decir se aprecia
la presencia de esporas espiculadas y no espiculadas, cuya longitud de las espiculas se estima
entre 0.7-2 um. sin embargo estas diferencias morfoldgicas se consideran normales en la
especie y concuerda con lo reportado por Thom y Raper (1916) quienes realizaron la
descripcidn de la especie en ese afio en la base de datos Mycobank, y es descrita literalmente
como conidios globosos con espinas hialinas, cuyos cuerpos de esporas poseen un diametro
de 5.5 a 12.0 um con rugos (espiculas) que se proyectan hasta 1.5 um mas alla de la pared
de la espora.

Una pregunta por resolver, es por qué la presencia de espiculas se da solo sobre algunas
esporas y no se presenta de manera general y homogénea, sin embargo esta discrepancia se
explica en la siguiente seccidn con los resultados mostrados en la Figura 7.7 en la cual se

ordena por tamafio y morfologia.

Figura 7.5 Morfologia de esporas de Aspergillus carbonarius visualizadas en MEB.
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Figura 7.6 Morfologia de esporas de Aspergillus carbonarius en estado de dormancia

(espiculada) y en vias germinativas (sin espiculas) visualizadas en MEB.

Sucesion morfoldgica de diferentes estados de maduracion de esporas.

La causa de los cambios morfoldgicos presentados anteriormente se debe al proceso
de germinacion. En resumen, los conidios inicialmente se hinchan y luego forman un tubo
germinal, definicion caracteristica de la germinacidn de hongos (Weber y Hess, 1976). Las
hifas que se producen se separan por septos (Harris, 2010). Dado que el conidio y las hifas
en crecimiento polarizado representan morfologias distintas, se pueden distinguir
visualmente mediante microscopia (Taubitz et al. 2007).

El cambio mas evidente es la diferencia de tamafios en las esporas, el cual es un indicador
visual de la germinacion, también se conoce como expansion isotropica (Osherov y May,
2001). La capa hidrdofoba externa que rodea a los conidios se pierde (Dague et al. 2008) y los
conidios se hinchan y, por lo tanto, aumentan de tamafio como se muestra en los resultados
de la Figura 7.7 debido a dos procesos que tienen lugar, la hidratacion y la deposicién de
nuevo material de pared celular alrededor de toda la superficie de los conidios de manera
uniforme (Breakspear y Momany, 2007a). La hinchazon de los conidios también se
acomparfia de un aumento en el nimero de mitocondrias (Campbell, 1971).

Otro cambio morfolégico muy acentuado es la presencia y ausencia de espiculas u
ornamentas rugosas que presentan la superficie de las esporas, se sugiere que estos cambios
se deben al proceso de maduracion de las esporas. En la Figura 7.7 se presenta una sucesion

de micrografias obtenidas en microscopia electronica de barrido que son representativas del
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proceso de maduracion de esporas, en el cual se muestra la morfologia de esporas jovenes

cuyas espiculas son delgadas y bien definidas, y conforme la espora madura a través del

tiempo las espiculas se engrosan y la superficie se torna rugosa hasta ser imperceptibles las

espiculas iniciales. Posterior se inicia el proceso de liberacion de tubo germinativo en las

esporas, estos resultados concuerdan con lo reportado por Thom y Raper (1916) quienes

describen las esporas como globosas con espinas hialinas cuando son jovenes, y en la

madurez, estrecha y muy verrugosa.

@=7.5um
15kU  X12,9080 Hrn 31 SEI

$=5.70 um
1S5kU X1z, 666 e 31 S SkU X =l M 31 SEIl

. ?=7.66 pm
1SkU X1z, 0688 Hm 31 SEI

15kU  Xi8, 58

Figura 7.7 Sucesién morfoldgica de diferentes estados de maduracion de esporas de Aspergillus carbonarius.

La Figura 7.8, muestra una serie de micrografias capturadas en microscopia Optica en campo

claro donde se hace una comparacion morfologica de esporas jovenes en estado de dormancia

y esporas maduras en via de germinacion en medio liquido.
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Figura 7.8 Diferencia morfolégica entre esporas en estado de
dormancia (1) y en vias de germinacion (2).

Las esporas en estado de dormancia es una condicion que permite que las esporas eviten la
germinacién en condiciones que pueden no ser 6ptimas, o incluso podrian ser dafiinas, las
esporas de todos los hongos pueden entrar en una fase inactiva, durante la cual se ve reducido
su metabolismo.

Existen varios tipos de latencia en los hongos; clasificadas como exdgenas o endégenas
(Feofilova et al. 2012). Si una espora se enfrenta a condiciones desfavorables, como falta de
nutrientes, baja temperatura, pH desfavorable o la presencia de un inhibidor o competidor, la
espora permanece latente y retrasa la germinacion. Las esporas en estas condiciones estan
inactivas de forma exdgena y sélo germinaran cuando las condiciones ambientales sean
favorables, bajo este estado de dormancia podemos decir que la morfologia de las esporas se
mantiene espiculada como se muestra en la Figura 7.8.

Por otra parte para que pueda llevarse a cabo la aparicion del tubo germinativo se debe de
llevar una reacomodacién de los polisacéaridos de la pared celular de las esporas que
comienzan a concentrarse en un punto especifico de la superficie conidial, por lo general en
un polo de la superficie del conidio, por lo cual se le conoce como establecimiento de
polaridad (Breakspear y Momany, 2007a). La aparicion del tubo germinal se produce como
una extension de la pared interna a través de la pared conidial existente (Campbell, 1971) y
requiere de la degradacion enzimatica de un area pequefia y localizada en la superficie de la
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espora para suavizar la region que implicara el crecimiento de la pared. La presion fisica
ejercida por el protoplasma facilita la aparicion del tubo germinal (Campbell, 1971), y como
consecuencia de estos cambios la espora presenta modificaciones morfoldgicas sobre su
superficie por lo cual se tornan esporas rugosas, pero sin apreciacion definida de espiculas,

como se observa en la Figura 7.8.

7.4.3. Morfologia de Lactobacillus plantarum en MEB

Es importante para este estudio conocer la morfologia de las bacterias acido lacticas
en condiciones normales de desarrollo. Se procedi6 a estudiar su morfologia con ayuda de
MEB, los resultados se muestran en la Figura 7.9 la cepa utilizada fue Lactobacillus
plantarum la cual presenta forma de bacilos cortos, con extremos redondeados. Se estimo
una longitud de aproximadamente 0.9 a 1.2 um de ancho por 1.0 a 3.0 um de largo. Puede

crecer individualmente o formando cadenas cortas.

Figura 7.9 Morfologia de L. plantarum.

Su pared celular tiene un alto contenido de peptidoglicanos y carece de membrana celular
externa, esta cepa fue descrita por primera vez por Orla-Jennsen en 1919, denominandola
Streptobacterium plantarum. Posteriormente Pederson (1936) la reubica en el género
Lactobacillus. Taxondmicamente esta ubicada en el phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden
Lactobacillales, y la familia Lactobacillaceae,

Funcionalmente esta incluida entre las Bacterias Acido Lécticas (BAL) y es Generalmente
Reconocida Como Segura (GRAS, por sus siglas en inglés). GRAS es una designacion
otorgada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos

de Norte América.
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Hasta este punto se ha estudiado la morfologia de ambos microorganismos bacteria y hongo
de manera separada, lo cual nos proporciona una vision general de cémo son las estructuras
por separado considerandose como control morfol6gico previo a su interaccion, por lo que el
siguiente paso consiste en estudiar los cambios implicados en la consecuente interaccion de

ambos microorganismos en un mismo habitat, el cual se describe en la siguiente seccion.

7.4.4. Adhesion superficial de bacterias lacticas sobre esporas fungicas y dafio
superficial en esporas como mecanismo de biocontrol

En la Figura 7.10, se muestran micrografias de MEB de la interaccion fisica entre ambos
microorganismos en un mismo habitat, las micrografias comprueban la premisa planteada en
la seccién 7.4.1, relacionada con el contacto fisico entre ambos microorganismos, y que es
comprobado en esta seccidn, apreciandose la adhesion de bacterias sobre la superficie de las
esporas fungicas; se observa que la colonizacion microbiana sobre la superficie de las esporas
en una interfaz sélido / liquido pudo ocurrir por alguno de tres modos diferentes:

(i) Transporte difusivo. Las bacterias exhiben un grado no despreciable de movimiento
browniano (desplazamiento promedio de 40 um/h,) (Mei, Weerkamp, y Busscher, 1987),
que se puede observar bajo el microscopio. Este movimiento podria explicar los
contactos aleatorios de las bacterias con superficies en condiciones de reposo como
pueden ser las esporas.

(if) Transporte por conveccion. El transporte convectivo es el transporte de células por el
flujo de liquido. El transporte por conveccion puede ser varios 6rdenes de magnitud mas
rapido que el transporte difusivo. Dexter (1979) ofrece una amplia descripcién del
transporte bacteriano por conveccion.

(iii) Transporte activo. Una vez que una bacteria se encuentra cerca de una superficie, puede
responder de manera quimiotatica a cualquier gradiente de concentracion de nutrientes
que pueda existir en la region interfacial. Dichas respuestas no contribuyen
significativamente al transporte en condiciones de flujo turbulento y para células no
moviles.

Cabe mencionar que la adhesion de bacterias sobre la superficie de las esporas como premisa

inicial dan indicios de tratarse de una adhesion irreversible, ya que si se tratara de una

adhesion reversible la deposicion de bacterias a una superficie presentaria movimiento
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browniano bidimensional y pueden eliminarse de la superficie por los efectos de
cizallamiento de una corriente de agua o por la propia movilidad de la bacteria.

Sin embargo, las observaciones realizadas en microscopia optica y confocal no presentan
movimiento browniano al observarse bajo el microscopio y no pueden eliminarse mediante
una fuerza de corte moderada (aplicadas durante la preparacion de muestras). A menudo este
tipo de adhesion implica que estructuras especiales de la superficie celular (biomoléculas)
puedan formar una fuerte conexion entre la superficie celular y la superficie solida evocando
en adhesiones irreversibles. Por lo que para corroborar la premisa planteada es necesario
realizar un estudio a nivel molecular que relacione directamente la adhesion con
biomoléculas del tipo proteico, lipidico, o sacaridica etc. Por ejemplo Busscher et al. (1984)
ha sefialado a los polisacaridos como biomoléculas esenciales relacionadas en la formacion
de biopeliculas sobre superficies. En particular la adhesion de BAL al epitelio intestinal se
ha determinado la presencia de diversas proteinas con caracteristicas adhesivas (Antikainen
et al.2002), y se ha reportado que estas proteinas o adhesinas se localizan sobre las capas
superficiales de Lactobacillus que es denominada capa S, las cuales representan el 10-15%
de la proteina total de la pared celular bacteriana (Antikainen et al.2002; Jakava-Viljanen et
al.2002; Avall-Jaaskelainen y Palva, 2005). Se ha reportado que estas proteinas median la
adhesion a las células epiteliales intestinales (Hynonen et al.2002; Avall-Jaaskelainen et
al.2003; Johnson-Henry et al.2007), membranas celulares (Vidgren et al.1992; Hynonen et
al.2002; de Leeuw et al.2006).

Ademas, se ha reportado que la produccion de exopolisacaridos por lactobacilos esta
relacionado con la adhesion a la mucosa intestinal. Los exopolisacaridos son polisacaridos
de cadena larga compuestos de unidades ramificadas repetitivas de azucares o derivados de
azucar que se adhieren a la superficie celular o se secretan al medio ambiente (Ruas-Madiedo
y de los Reyes-Gavilan, 2005). En L. acidophilus CRL639, la adhesién a los componentes
de la MEC (membrana extra celular) se ha atribuido a la produccién de diferentes tipos de
exopolisacaridos (Lorca et al.2002) entre otras biomoléculas del tipo lipidicas. Sin embargo
mas adelante serd comprobado mediante técnicas especificas, y que ayuden a comprender de
manera especifica y particular los mecanismos responsables de que Lactobacillus plantarum
se adhieran sobre la superficie de las esporas de Aspergillus carbonarius.
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Figura 7.10 Micrografias representativas de la adhesion bacteriana sobre superficie de
esporas de Aspergillus carbonarius.

Hasta este punto el mecanismo de biocontrol llevado a cabo por L. plantarum se considera
como antagonismo del tipo directo.

Por otra parte se ha encontrado en bibliografia en la que se atribuye que este tipo de
comportamiento de adhesion de bacterias del género Lactobacillus sobre superficies como el
tracto gastrointestinal entre otros se debe a un comportamiento parasitario del cual las
bacterias pueden obtener agua, nutrimentos, temperatura, pH adecuados etc, por lo que seria
importante realizar un estudio futuro que nos ayude a discernir si L. plantarum tiene la
capacidad de actuar de manera parasitaria al adherirse sobre la superficie de las esporas de
A. carbonarius. Se sabe que los conidios inactivos contienen una gran abundancia (~200-
700umol /g de peso seco) de reservas de nutrientes, principalmente D-trehalosa y D-manitol

(d'Enfert et al.1999; Ruijter et al.2003). Ademas la pared celular se compone principalmente
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de glucanos, quitina, mananos y glicoproteinas entre otros (Bowman y Free, 2006), y
probablemente pueden ser aprovechados por las bacterias lacticas.

Este comportamiento del tipo antagénico directo que se propone como mecanismo de
biocontrol de L. plantarum en contra de A. carbonarius se ha estudiado en sistemas in vitro
también para otros microrganismos, uno de los cuales indican que P. aeruginosa se adhiere
preferentemente a la forma filamentosa del hongo C. albicans (Hogan y Kolter, 2002). Se ha
reportado que después de la fijacion, P. aeruginosa puede formar una biopelicula a lo largo
de los filamentos de C. albicans, y esta interaccion provee de nutrientes a P. aeruginosa
(Hogan y Kolter, 2002), de igual manera reforzando esta idea se ha reportado el fendmeno
de quimiotaxis (movimiento dirigido) de bacterias hacia hongos y moléculas derivadas de
hongos que pueden funcionar como nutrientes para la bacteria, el cual ha sido demostrado en
varios casos; por ejemplo, especies de Pseudomonas exhiben taxis hacia exudados miceliales
fangicos (Devagua et al. 2010; Grewal y Rainey, 1991).

Asi mismo Hogan y Kolter, (2002) reporta que la asociacion fisica entre P. aeruginosa y C.
albicans resulta en mecanismos parasitarios y que se ha correlacionado con el biocontrol de
este hongo.

Por altimo también se plantea que no so6lo la adhesion bacteriana es motivo suficiente para
lograr biocontrol total de las esporas fungicas, ya que el entendimiento de los mecanismos
llevados a cabo por las bacterias pueden ser diversos y muchos de ellos sinérgicos para lograr
un efecto antagénico frente a microorganismos competentes, la Figura 7.11, muestra otro
posible mecanismo que podria aportar al biocontrol de la germinacion de las esporas de A.
carbonarius. Se puede apreciar en la Figura 7.11 la presencia de poros membranales
estimando un didmetro de entre 100-150nm, posiblemente las bacterias lacticas generan dafio
superficial a las esporas y como consecuencia contribuyen a limitar su desarrollo. Es probable
que el posible dafio superficial encontrado, se atribuya muy en especifico a plantaricinas
producidas por L. plantarum, las cuales son péptidos bioactivos y tienen la capacidad de
formar poros en la membrana citoplasmatica, cuyo mecanismo corresponde a las
bacteriocinas pertenecientes al grupo Ilb producidas por Lactobacillus plantarum (Sablon,
Contreras and Vandame, 2000).
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Moll et al. (1999) argumenta que la sintesis de la plantaricina es sumamente compleja, esta
regulada por la accion de 5 operones con 21 genes diferentes. Y se sabe que los péptidos
activos para la formacion de poros en la membrana citoplasmatica de las células blanco son
PInE y PInF que conforman la plantaricina E/F y los péptidos PInJ y PInK constituyen la
plantaricina J/K.

Se ha encontrado que esos 4 péptidos catidnicos poseen de 25 a 34 aminoacidos y tienen
actividad antimicrobiana de manera independiente, la cual se potencia cuando interacttan en

pares formando los complejos de poracion E/F y JJK (Moll et al.1999).

- 15kU ¥5.888 . Swmm

Figura 7.11 Micrografias que muestra posible dafio superficial en esporas flngicas por presencia de poros
membranales.
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La formacion de poros finalmente podria ocasionar dafios a la membrana fingica y coadyuvar
al biocontrol. Algunos de los mecanismos probables a causa de la formacion de poros puede
ser la filtracion de fosfatos inorganicos y un desequilibrio idnico (Deegan, Cotter, Hill, Ross,
2006), B-galactosidasa y material de ADN y ARN (Todorov y Dicks, 2006; Todorov,
Meincken y Dicks, 2006). Ademas causa la disipacion de la fuerza motriz protonica por sus
siglas en inglés (PMF), que abarca una disipacion completa o parcial del gradiente de pH y
el potencial transmembrana (Montville y Chen, 1998). La disipacion de la (PMF) por las
bacteriocinas de clase lla puede considerarse su accion principal para ejercer una actividad
letal (Jack et al. 1994).

El transporte activo involucrado en la captacién de aminoécidos se bloquea. La fuga de
aminoacidos pre-acumulados, esta fuga puede deberse a la difusion de aminoécidos a través
de los poros, aunado a todo esto se manifiesta el poder antimicrobiano que causa esta
bacteriocina y que posiblemente sea un mecanismo de accidn que ocurre en el biocontrol de
las esporas de A. carbonarius.

Por otra parte existe otro mecanismo que explique la formacion de los poros y el biocontrol
observados en la Figura 7.11, se plantea la apoptosis que es reconocida principalmente por
sus funciones de desarrollo en los eucariotas superiores, no se limita a los metazoos: parece
ocurrir en la mayoria de los sistemas vivos, incluidas las plantas, los hongos y las bacterias
(Golstein et al.2000; Lu, 2006; Ramsdale, 2006). En general la apoptosis normalmente
ocurre durante el desarrollo y se asocia con el mantenimiento de la homeostasis celular, la
eliminacién de células dafiadas, la respuesta a agentes infecciosos, en este caso pueden ser
las bacterias lacticas, el envejecimiento y la diferenciacion, asi como en las respuestas
adaptativas de las células al estrés bidtico y abidtico (Danial y Korsmeyer, 2004; Green,
2005).

Varias lineas de evidencia conectan la apoptosis con las respuestas al estrés en los hongos.
Aunque desencadenadas por diferentes estimulos, las respuestas al estrés estan conectadas
con el programa genético para el envejecimiento y ambas vias parecen compartir
componentes comunes, que eventualmente conducen a la muerte celular apoptotica. De

manera similar al envejecimiento, las respuestas al estrés generalmente se inician con una
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explosién oxidativa que, segun las condiciones, puede llevar a un aumento de la resistencia
al estrés o al inicio de la muerte celular apoptotica (Green, 2005).

Las condiciones que inducen la apoptosis fungica incluyen varios tipos de estrés, como el
UV o el estrés oxidativo (peréxido de hidrégeno de BAL), el tratamiento con elementos de
amplio espectro como las sales y los acidos (&cidos organicos de BAL), o el desafio con
compuestos especificos (bacteriocinas), incluidos los agentes antifingicos conocidos. Por lo
que se plantea que la exposicion del hongo a células bacterianas (BAL) y sus bioproductos
resultantes de esta interaccion propician las causas que desencadenan la apoptosis del hongo.
Por lo que se apoya la premisa de induccion apoptdtica en esporas de Aspergillus carbonarius
y que puede explicar el biocontrol observado en la seccion 6, para ello se sugiere un
mecanismo similar al presentado por moléculas antifungicas de la familia de los polienos,
que son utilizados como moléculas antifungicas. EI modo de accion de estos compuestos se
debe a la interaccion con el ergosterol en la membrana plasmatica del microorganismo
objetivo, que causa la formacion de poros y la distorsion de la integridad celular (Liao et
al.1999), y como consecuencia de este dafio celular se induce la muerte celular de tipo
apoptotico en hongos, cuyo mecanismo se probd para Aspergillus fumigatus por Mousavi y
Robson, (2004). Por ultimo mientras que hasta hace poco, incluso la mera existencia de
apoptosis en hongos era cuestionable, los ejemplos anteriores muestran claramente que es un
proceso general en todas las especies estudiadas, ademas la abundancia de compuestos
producidos por microorganismos que inducen la apoptosis en otros hongos indica que podria
ser una estrategia general utilizada por los microorganismos para protegerse de especies
patogenas y competidoras como posiblemente este mecanismo es llevado a cabo por las

bacterias lacticas estudiadas.

7.5. Adsorcién de OTA por BAL

Otro mecanismo que posiblemente no tiene relacion directa con el biocontrol del
desarrollo del hongo micotoxigénico, pero que si puede contribuir a mitigar el problema de
contaminacion por micotoxinas es la capacidad de las BAL para adsorber micotoxinas sobre
su superficie, los resultados mostrados en la Figura 7.12 muestran un estudio en microscopia
de barrido laser confocal, el cual consistio en sumergir BAL en sobrenadante libre de células

de Aspergillus carbonarius, asumiéndose que el sobrenadante contiene ocratoxina A
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producida por el hongo y con esto determinar la capacidad de L. plantarum para adsorber
esta OTA. La micrografia A de la Figura 7.12 presenta la fluorescencia emitida alrededor de
450 nm, la cual posiblemente se deba a fluorescencia emitida por la ocratoxina A, la cual de
acuerdo a lo reportado por Semeniuk et al. (2014) esta molécula emite fluorescencia a 450nm.
Enseguida, la micrografia B muestra la aglomeracion de bacterias en el plano enfocado por
el microscopio de barrido laser confocal; la Gltima micrografia muestra la superposicién de
las micrografias A y B que muestra la posicion exacta de la fluorescencia de la micrografia
A sobre la ubicacion espacial de las bacterias de la micrografia B, representando la
fluorescencia de OTA sobre su superficie. Estos resultados muestran evidencia de la
capacidad bacteriana sobre la adsorcién de micotoxinas sobre su superficie y que puede
contribuir a limitar la biodisponibilidad de esta toxina en los alimentos o en la absorcion en

seres humanos.
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Figura 7.12 Micrografia A, fluorescencia debida a OTA adsorbida sobre la superficie de L.
plantarum ; Micrografia B, L. plantarum en campo claro, Micrografia C, combinacion de
los canales A,B.

Para corroborar que la fluorescencia observada a 450nm no se debe a fluorescencia innata de
la bacteria se realizé un estudio en microscopia confocal de L. plantarum pero sin haber
estado en contacto con sobrenadantes fungicos, la Figura 7.13 muestra la ausencia de
fluorescencia de las bacterias lacticas en condiciones normales de crecimiento, lo que implica
que la fluorescencia encontrada en la Figura 7.13 se debe netamente a la posible presencia

de OTA, y se descarta la posibilidad de autofluorescencia por parte de las bacterias.
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Figura 7.13 Micrografia A, fluorescencia nula a 450nm de
longitud de onda. Micrografia B, L. plantarum en plano
enfocado a 40X.

Diversos estudios han demostrado la capacidad de las bacterias del género Lactobacillus
como Lactobacillus rhamnosus GG y LC 705, L. acidophilus, L. gasseri y L. casei Shirota
para eliminar mediante adsorcion micotoxinas de medios de cultivo contaminados (El —
Nezami et al.1998a). A las cuales se les asocian hasta un 80% (p/p) de eliminacion de la
toxina (EI-Nezami, Kankaanpaa, Salminen y Ahokas, 1998a). Mas tarde, se demostré que
muchas otras cepas de BAL se unian a micotoxinas como aflatoxina entre otras de una
manera especifica para cada cepa (Peltonen, EI-Nezami, Haskard, Ahokas y Salminen, 2001).
Por lo que se piensa que la composicion quimica superficial de cada cepa genera diferencias
en la cantidad adsorbida de micotoxinas, por ejemplo, la pared celular de las BAL esta
formada por la matriz de peptidoglicano que forma el componente estructural principal de la
pared celular que alberga otros componentes como el acido asteicoico y lipoteicoico, este
ultimo ha demostrado un papel dominante en la adhesion a micotoxinas, posiblemente por su
caracter hidréfobo que favorece la adhesion de micotoxinas (Shetty and Jespersen, 2006), de
igual manera la capa proteica S y los polisacaridos neutros estan involucrados en este proceso
adhesivo. Estos componentes desempefian diversas funciones, incluida la adhesion a epitelio
intestinal y la union macromoléculas, especialmente la red fibrilar de &cidos teicoicos y

polisacaridos neutros (Shetty and Jespersen, 2006).

Zhang y Ohta, (1991) sugieren que el papel del peptidoglicano y polisacaridos superficiales
estan implicados tanto en la unién a superficies como en la union a toxinas, esto concuerda

con lo reportado por Haskard, Binnion y Ahokas, (2000) quienes asocian la degradacién
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enzimatica de polisacaridos con la disminucion en la capacidad de adhesion de micotoxinas,
por lo que sugieren que los polisacaridos desempefian un papel importante en la adhesion de
igual manera la contribucion de las proteinas superficiales sigue siendo significativa en este
proceso adhesivo. Por otra parte, Gratz et al. (2004) sugiere la posibilidad de que tanto los
mecanismos Yy las biomoléculas implicadas en la adhesion de las bacterias lacticas sobre el
moco intestinal comparten sitios de union con la adsorcion de micotoxinas. Sin embargo es
un campo que aun continua bajo investigacion, por lo que se considera importante
comprender las bases moleculares de la union de diferentes micotoxinas sobre la superficie
de BAL o cualquier otro microorganismo, ya que podria ser una alternativa para disminuir la

presencia de micotoxinas en alimentos y piensos.

7.6. Conclusiones y perspectivas

En este capitulo se determinaron los mecanismos implicados en el antagonismo llevado a
cabo por las bacterias lacticas del género Lactobacillus plantarum en contra del hongo
micotoxigénico Aspergillus carbonarius, Los resultados obtenidos en microscopia
electronica de barrido, permitieron determinar el contacto fisico entre ambos
microorganismos. Se trata de antagonismo tipo directo, por su capacidad de adherirse sobre
la superficie fungica y posiblemente causar dafio superficial sobre las esporas flngicas
(presencia de poros con didmetro aproximado de 100 nm).

Por lo que ambos mecanismos antagénicos pueden ser utilizados de manera coordinada por
las bacterias para lograr el biocontrol del hongo micotoxigénico.

A su vez se determind la capacidad de Lactobacillus plantarum para adsorber ocratoxina A
sobre su superficie, este mecanismo coadyuva a limitar la biodisponibilidad de la toxina y
como consecuencia puede ser una alternativa para disminuir la presencia de micotoxinas en

alimentos y piensos.
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Perspectivas

Respecto a los poros superficiales mostrados en la Figura 7.11, seria interesante
realizar un estudio que profundice en la procedencia de los poros mediante la identificacion
de moléculas o mecanismos bacterianos por parte de Lactobacillus plantarum, con
propiedades para desarrollar poros membranales. Asimismo seria relevante determinar el
grado de dafio debido a los poros, determinando la profundidad mediante finos cortes
celulares transversales, evaluados en microscopia electronica de transmision (MET).
Por otra parte, es de sumo interés estudiar las interacciones a nivel molecular de las capas
membranales de la superficie de bacterias y esporas estando en contacto, con la finalidad de
estudiar cambios estructurales superficiales de las membranas de manera intra y extra celular,
debidos al contacto entre superficies, para ello se plantea realizar finos cortes del co-cultivo
y evaluar la morfologia en MET.
Respecto a la capacidad determinada de adsorber ocratoxina A sobre la superficie de
bacterias del género Lactobacillus plantatum, seria importante realizar un estudio que brinde
una comprension del porcentaje de disminucion de OTA basado en este mecanismo, asi
mismo es de interés dilucidar las biomoléculas membranales responsables de la captacién y
retencion de esta toxina, a su vez es imprescindible conocer si sélo se lleva a cabo el
fendmeno de adsorcion por parte de las bacterias o si pudiese presentarse el fenémeno de
absorcion y biotransformacién de la micotoxina, asociados a la reduccién en la
biodisponibilidad de la micotoxina, proponiendo para este estudio el uso de trazadores
fluorescentes especificos y anélisis en microscopia de barrido laser confocal.
Por altimo es de interés realizar mas estudios en los mecanismos implicados en el biocontrol
del hongo micotoxigénico, como pueden ser la competencia por nutrientes y micronutrientes,
competencia por agua, bloqueo de receptores y/o consumo de sefiales de germinacion por
parte de las bacterias lacticas, y por ultimo biocontrol mediado por enzimas liticas y
bacteriocinas de tipo proteico.
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8. Estudio de mecanismos de adhesion superficial de L. plantarum
sobre esporas de A. carbonarius

8.1. Resumen

La adhesion bacteriana a superficies es un proceso complejo gobernado por muchos
factores, incluidas las caracteristicas de la superficie, como la rugosidad, topografia,
composicion quimica, hidrofobicidad e interacciones eléctricas de superficie, entre otros.
Objetivo. El objetivo de este capitulo se basa en estudiar los mecanismos involucrados en la
adhesion bacteriana sobre la superficie de esporas fungicas. Métodos. Para tal propdésito se
hace uso de microscopia de fuerzas atomicas (MFA), espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier (FTIR), Microscopia de barrido laser confocal (CLSM), Potencial
Zeta (PZ). Resultados. Se determind la carga superficial y la magnitud de bacterias lacticas
y esporas fungicas evaluado en intervalo de pH 2-7, siendo ambas negativas con valores de
-11 a-18 mV para bacterias y de 0 a -10 mV para esporas fungicas. Asi mismo se determiné
que al aumentar el pH del medio el potencial Zeta tienden a valores més electronegativos, lo
que implica que bajo estas condiciones las fuerzas de repulsion electroestaticas predominan
en el sistema, por lo que la adhesion bacteriana no puede ser explicada por una atraccién
electroestatica. Sin embargo, haciendo uso de AICI3 0.001M pH 4 se logré disminuir las
fuerzas de repulsion electroestéticas, fomentandose la aglomeracion bacteriana sobre la
superficie de esporas fungicas.
Posteriormente se evaluo el efecto de las propiedades topograficas y de rugosidad de la
superficie de esporas fungicas. Se determiné el valor de rugosidad promedio Ra (um)=
0.097+0.031. Valor que es considerado medio-bajo de acuerdo a la norma DIN 4769 por lo
que la rugosidad podria ser un factor que no relacione en gran medida la adhesion observada.
Finalmente, ademas de estudiar las propiedades fisicoquimicas que pueden influir en la
adhesion bacteriana sobre superficies, es importante ampliar el estudio hacia las propiedades
inherentes de la celula como lo son las biomoléculas superficiales (adhesinas). Mediante
CLSM y FTIR se determinaron enlaces quimicos superficiales que fueron asociados a
proteinas y polisacaridos como posibles biomoléculas membranales asociadas en la adhesion
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de L. plantarum sobre esporas de A. carbonarius (resultados apoyados mediante analisis de
componentes principales).

Una mejor comprension del mecanismo de adhesion bacteriana sobre la superficie de esporas
fangicas y su correlacion con las caracteristicas de la superficie de anclaje permitiria ampliar
el conocimiento respecto a si la adhesion bacteriana sobre esporas fungicas surge como
consecuencia de las propiedades superficiales fisicoquimicas, o si es una estrategia
antagonica llevada a cabo por las bacterias para competir contra el hongo micotoxigénico

8.2. Introduccidn

Durante la adhesidn de microorganismos célula-célula o a superficies inertes, el substrato
tiene que poseer condiciones adecuadas para la adsorcion de la bacteria a la superficie. Esta
etapa se encuentra gobernada por dos mecanismos que pueden influir en la adhesion.

a) Factores inespecificos de indole fisicoquimico y eléctricos

b) Factores especificos de caracter adhesina-receptor (fimbrias, biomoléculas, polisacaridos,

proteinas, lipidos etc).

Ambos factores pueden estar implicados en la adhesién por lo que es importante ser

estudiados por separado.

a) Se sabe que en esta fase la interaccion inicial entre la célula y la superficie a la cual esta
adherida esta gobernada por fuerzas de largo y mediano alcance ante todo las fuerzas de
van der Waals y las fuerzas electrostéticas (Fletcher, 1996; Razatos et al.1998). Sin
embargo, la bibliografia sugiere que no existe ninguna interaccion entre la superficie
solida y el microorganismo posterior a una distancia de 50 nm, por lo que solo a distancias
menores de 50nm entre superficies (coloides) aparecen las fuerzas atractivas de Van der
Waals, que son debidas a un efecto dipolo entre &tomos o moléculas. A medida que se va
acercando a la superficie de anclaje y a una distancia mas corta que la interaccién por las
Fuerzas de Van der Waals, aparece una segunda fuerza, conocida como fuerza de
repulsion debida a la carga negativa de la bacteria y del material que en ocasiones suelen
ser del mismo signo. De la interaccion de estas dos fuerzas es de lo que depende que un
microorganismos tenga mayor o menor acercamiento a la superficie de adhesion y es
denominada Energia de Gibbs (Abalos , 2005), expresado en la siguiente ecuacion
Energia de Gibbs= Van der Wals — potencial Zeta
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Estas fuerzas dependen de las propiedades fisicoquimicas del sustrato (esporas fungicas),
de la superficie bacteriana y del sistema en que estan inmersas, algunas de estas

propiedades son:

- Carga superficial (Gannon et al.1991)
- Fuerza iénica (Hermansson, 1999)

- Rugosidad (Hermansson, 1999)

- Hidrofobicidad (Gannon et al.1991)

- Energia libre (Busscher et al.1984)

Rugosidad y topografia

Entre las propiedades de la superficie, la rugosidad y la topografia han sido los temas
principales en la investigacion en el estudio de biopeliculas, ya que juega un papel importante
por el cual se puede fomentar la aglomeracion bacteriana. Sin embargo la bibliografia ha
demostrado que la definicién de rugosidad hoy en dia no es lo suficiente mente clara, ya que
basarse en la amplitud promedio de los picos y valles no es lo suficiente para describir las
caracteristicas de una superficie, ademas es necesario contemplar otros factores importantes
como la distribucion de picos y valles que tienen relevancia importante para la formacion de
biopeliculas microbianas (Poncin-Epaillard et al. 2013; Siegismund et al. 2014), sin embargo
el estudio de esta propiedad en la actualidad es relevante para explicar la interaccion entre
superficies.

Este factor estd relacionado directamente con la formacion de biopeliculas ya que la
bibliografia sugiere que un aumento en la rugosidad e hidrofobicidad de la superficie
promueve la union bacteriana, se cree que aumenta el area de contacto entre la superficie del
material y las células bacterianas (Anselme et al. 2010) ademas de que la rugosidad
superficial promueve la proteccion contra las fuerzas de corte, es decir las fuerzas de
deslizamiento estan reducidas y el area de superficie se torna mayor (Teughels et al. 2006).

Por otra parte, por la complejidad que involucra el estudio de la adhesion bacteriana sobre
superficies es importante complementar el estudio con la evaluacién de factores
biomoleculares que también pueden explicar la adhesion superficial de bacterias sobre

superficies.
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b) Factores especificos de cardcter adhesina-receptor (fimbrias, biomoléculas,

polisacéridos, proteinas, lipidos etc).

Se ha descrito que las bacterias, una vez que perciben una superficie, proceden a formar una
union activa via apéndices, como fimbrias, flagelos o pili.

Estudios en microscopia electrénica, han revelado que algunas bacterias se adhieren a
superficies mediante finas fimbrias poliméricas extracelulares. Por lo que se cree que
probablemente estos apéndices ayudan superar las fuerzas de repulsion electroestatica y
ademés contribuyen a la adhesion bacteriana (Donlan, 2002; Ramadan, Sanclement y
Thomas, 2005).

Por otra parte, se piensa que la motilidad, otorgada por flagelos sobre algunas bacterias,
ayuda al desplazamiento de bacterias hasta la superficie de anclaje y como se mencion6
anteriormente superar las fuerzas repulsivas, Sin embargo, la motilidad no pareciera ser un
requisito esencial, puesto que bacterias Gram positivas inmdéviles, como estafilococos,
estreptococos y micobacterias, también poseen la capacidad de formar biopeliculas (Scott y
Manning, 2003). En el caso de las bacterias Gram positivas se ha descrito gque tienen la
capacidad de usar proteinas superficiales para estabilizar su union sobre superficies (Scott y
Manning, 2003).

El estudio de las biopeliculas ha relacionado ademas el uso de polimeros como compuestos
que ayudan al recubrimiento rapido sobre la superficie de cualquier material y se cree que
constituyen un requisito indispensable para una ulterior adhesion microbiana. Aparentemente
se piensa que dichos polimeros pueden producir algun tipo de interaccion hidrofobica entre
la superficie celular y la del sustrato que permitirian a la bacteria superar las activas fuerzas
de rechazo (electroestaticas) a cierta distancia de la superficie del sustrato, y lograr adherirse
irreversiblemente. Aunque en los dltimos afios, estudios han propuesto que fracciones
sacaridicas y acidos lipoteicoicos podrian estar implicados en dicha unién, asi mismo se
propone que en la mayoria de los casos esté mediada por proteinas.

Avall- Jaaskelainen y Palva (2005) han demostrado que las adhesinas identificadas utilizadas
por Lactobacillus para la union a mucus intestinal son de caracter proteico. De igual manera

se ha reportado que las proteinas de la capa S estan implicadas en la adhesion sin embargo
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muchas de estas proteinas no han sido validadas con funcion de adhesion. Solo algunas
proteinas como en el caso de Slp de L. helveticus R0052, las SIpA de Lactobacillus brevis
ATCC 8287 y L. acidophilus NCFM, y CbsA de L. crispatus JCM 5810, han demostrado
ser responsables de la adhesion a células epiteliales intestinales y a proteinas de la matriz
extracelular (Avall- Jaaskelainen y Palva 2005). Ademas, estas mismas pueden fungir como
proteinas de union a coladgeno y union a fibronectina. No obstante, la adhesidn también puede
ser mediada por factores no proteicos como pueden ser los &cidos lipoteicoicos los cuales se
consideran ser las moléculas que constituyen la mayor aportaciéon a la hidrofobicidad de
superficie en funcién de las sustituciones con ésteres de D- alanina. Por tanto contribuirian
principalmente a la adhesion inespecifica.

Busscher et al. (2000) han analizado los procesos de adhesion de bacterias sobre superficies
y han encontrado que las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) secretada por las
bacterias y los flagelos bacterianos también juega un papel importante en la adhesion y la
posterior formacion de biopeliculas (ZoBell, 1943)

La Figura 8.1 resume las interacciones a) Factores inespecificos de indole fisicoquimicos y

eléctricos y b) Factores especificos de caracter adhesina- receptor.

90



ANGEL|CA RECHERCHE Rivisrions muousrCONAC A\

Flgura 8.1 Fuerzas de atraccion y
repulsion en funcion de la distancia entre
dos coloides, uso de bacteriocinas como

mecanismo  de  adhesion.  Fuente:
http://microbiologiayepidemiologia.blogspot.com/
2012/

Los métodos comunmente utilizados para evaluar las propiedades adhesivas de bacterias son
mediante analisis microscépicos (Caldwell y Germida, 1985; Evans-Hurrell et al.1993; y
Friedman, 1997). Como el uso de microscopia electronica (Knutton, 1995), y microscopia
laser confocal (Manning, 1995), y recientemente se ha hecho uso de microscopia de fuerza
atémica.

En el anexo F, se realiza una descripcién mas detallada y amplia del funcionamiento de los
equipos de microscopia y espectroscopia avanzada utilizados en el desarrollo de la tesis.
Una mejor comprension del mecanismo de adhesion bacteriana sobre la superficie de esporas
fangicas permitiria ampliar el conocimiento respecto a si la adhesion bacteriana sobre esporas
fangicas surge como consecuencia de las propiedades superficiales fisicoquimicas, o si es
una estrategia antagénica llevada a cabo por las bacterias para competir contra el hongo

micotoxigénico. Finalmente, el objetivo de este capitulo consiste en estudiar factores de
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superficie como la rugosidad, topografia, composicion quimica, e interacciones eléctricas,

implicados en la adhesion bacteriana sobre superficies.

8.3. Materiales y métodos
8.3.1. Interacciones eléctricas de doble capa (interfacial) implicadas en la adhesion

bacteriana a superficies
Los microrganismos y las condiciones de crecimiento se realizaron como se describe en la

seccion 6.3.1.

8.3.2. Tratamiento de muestras para analisis de potencial Zeta

La determinacion y cuantificacién de potencial Zeta, se realizdé agregando alicuotas de 5
(mL) de suspension del microorganismo a estudiar (BAL y espora fungica) en 10 tubos
falcon de 15 mL posteriormente las células se centrifugaron (centrifuga Allegra X-12R
Beckman coulter) a 5000 rpm durante 5 min, seguidamente el sobrenadante libre de células
de cada tubo se eliminé mediante decantacion, el precipitado de células se resuspendio en
solucidn isotonica 0.15 M, el proceso de centrifugacion se repitid 3 veces bajo las mismas
condiciones y se elimind el sobrenadante (solucion isoténica) en cada proceso. La ultima
resuspension de bacterias se realizé con solucion buffer (citrato-fosfato, 0.1; 0.2 M), donde
cada tubo fue resuspendido a un pH diferente (2.6, 3, 3.6, 4, 4.6, 5, 5.6, 6, 6.6, 7), dejandose
en contacto durante 24 h previo al analisis de potencial Zeta.

La determinacion del efecto de AICIs sobre el potencial Zeta de los microorganismos a
estudiar (BAL y espora fungica) se realizé tomando 1ml de suspension del microorganismo
a estudiar obtenida del punto 5.3.1 y diluyendo en 9 mL de solucién isoténica 0.15 M,
seguidamente las bacterias se centrifugaron (centrifuga Allegra X-12R Beckman Coulter) a
5000 rpm durante 5 min, y se elimino el sobrenadante libre de células mediante decantacion,
este procedimiento de lavado se realizd tres veces, para posteriormente resuspender las
células en solucién de AICI3 0.01M a pH 4, se dejo en contacto con las células durante 5h'y
se procedio al analisis de potencial Zeta.

Todas las determinaciones de potencial Zeta se realizaron en el equipo Zetasizer NanoZS

(Malvern Instruments, Inc., Inglaterra).
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Para el estudio microscopico del efecto de AlClzsobre la aglomeracion bacteriana, se prepard
medio CYA adicionado con AICI30.01M, en el cual se realizé un co-cultivo liquido bacteria-
espora, utilizando una densidad celular bacteriana de 1x10° (cel/mL) y flngica de 1x10°
(esp/mL). Para su visualizacion en microscopia en campo claro se utilizé un microscopio
OLYMPUS modelo BX40F4, se tomaron micrografias a un aumento de 40X al tiempo 5, 15
y 24 horas, adicionalmente se realizd6 un estudio cuantitativo morfoldgico, donde se
determind el diametro promedio de las esporas enfocadas por cuadro y el nimero de bacterias

por cuadro a través del tiempo.

8.3.3. Estudio de rugosidad en microscopia de fuerzas atdmicas (MFA) de superficie

de esporas fungicas y efecto sobre adhesion bacteriana

La preparacion de muestras para el estudio de rugosidad evaluado en MFA se realiz6 en las
mismas condiciones como la preparacion de muestras MEB para estructuras fangicas (A.
carbonarius) descrito en la seccién 7.3.3.1

Las muestras fueron procesadas en el equipo alpha300 RA de WITec combinacion Raman-
AFM, y analizadas con el software Witec proyect FOUR 4.0

8.3.4. Determinacion de composicion quimica superficial de esporas fungicas en
estado de dormancia y en vias germinativas, evaluado en espectroscopia

infrarroja de transformada de fourier (FTIR)

Para el estudio de composicion quimica de esporas fungicas se utilizaron esporas de
Aspergillus carbonarius obtenidas como se describe en la seccién 6.3.1.

Como primer paso la suspension de esporas fue filtrada con ayuda de una gasa y un embudo
bajo condiciones estériles con el fin de retener el micelio que puede estar presente, esto
permitio tener una suspension compuesta solamente por esporas.

Se procedio a realizar una separacion de esporas por su densidad y como consecuencia por
su estado de maduracidn, para esto se realiz6 una sedimentacion por gradiente isopicnico
utilizando un gradiente de densidades de 10 — 14 gramos de dextrosa sobre litro (g/L)
colocados en un tubo falcon de 50 (mL), en la parte superior del tubo se adiciono 5 (mL) de

suspension de esporas y se centrifugo (centrifuga Allegra X-12R Beckman Coulter) a 3000
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rpm durante 10 minutos, posteriormente se tomaron muestras de las bandas superior
etiquetada como PA= parte alta, e inferior etiquetada como PB= parte baja, formadas como
consecuencia de la separacion isopicnica, las cuales fueron colocadas en portaobjetos doble
concavo de 25.4 x 76.2mm, se cubrié con cubreobjetos y se comprobd la separacion de
esporas por estados de maduracion (diferencias morfolégicas), con ayuda de un microscopio
OLYMPUS modelo BX40F4, se tomaron micrografias a un aumento de 100X.

Una vez lograda la separacion de esporas por estado de maduracion, se procedi6 a realizar el
analisis de composicion quimica de las esporas en estado de dormancia (PB) y en vias de
germinacion (PA). Se lavaron las fracciones PA y PB con agua destilada para eliminar el
exceso de dextrosa y se coloco 1 (mL) de cada fraccidn en portaobjetos de vidrio de 25.4 x
76.2mm, las muestras de cada fraccion se realizaron por duplicado, posteriormente se dejé
evaporar el excedente de agua a temperatura ambiente durante 24h, seguidamente se realizo
el estudio de composicidn en espectroscopia infrarroja a longitud de onda media.

Para el estudio en espectroscopia infrarroja se utilizdé un espectrofotometro FT-IR Thermo
Nicolet Avatar, equipado con accesorios ATR (Goldengate, specac), detector DTGS, fuente

ever-glo y divisor de haz KBr/ Ge.

8.3.5. Evaluacién de lipidos y polisacaridos superficiales en microscopia de barrido
laser confocal (CLSM) como biomoléculas responsables de adhesién superficial

bacteria lactica-espora flungica

8.3.5.1. Determinacién de no auto fluorescencia en medios de cultivo y
materiales

Se prepar6 medio MRS (BD Difco), y PDA (PD Bioxon), posteriormente se realizd un
estudio de autofluorescencia en microscopia laser confocal, a las longitudes de
excitacion/emision, 405/458; 488/538; 561/660.
Para el estudio de autofluorescencia de microorganismos, se utilizaron microorganismos
obtenidos como se describe en la seccion 7.3.1, posteriormente se realizd un cultivo
bacteriano en medio liquido (CYA-anexo B) y un cultivo de esporas fangicas en medio
liquido (CYA-anexo B), colocados en portaobjetos de vidrio de 25.4 x 76.2mm, ambos
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microorganismos fueron analizados en microscopia laser confocal, a las longitudes de
excitacion/emision, 405/458; 488/538; 561/660.

El estudio en microscopia de barrido laser confocal se realizé como se describe en la seccion
7321

8.3.5.2.  Induccion de fluorescencia mediante trazadores fluorescentes DIL,
DID, en lipidos superficiales de bacterias lacticas y esporas fungicas
respectivamente
Los microorganismos y las condiciones de crecimiento de cada uno se realizaron como se
describe en la seccion 6.3.1, posteriormente la induccién de fluorescencia mediante DIL Y
DID para bacterias y esporas, respectivamente, se realiz6 en dos etapas, la etapa 1 consistio
en la preparacion de microorganismos, unidades experimentales, y lavado de células. La
etapa 2 consistio en la induccion de fluorescencia mediante trazadores lipidicos membranales
DIL Y DID.
Etapa 1: se coloc6 2mL de suspensién bacteriana y de esporas fungicas en tubos Eppendorf
de 2mL (aproximadamente 1x10’cel/mL), posteriormente cada suspension se centrifugo
(Eppendorf™ Microcentrifuga 5424000410 Knob) a 10 000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante libre de células se elimin6 y el precipitado de células (bacteria, esporas) se
resuspendié en solucion isotonica 0.9% p/v, seguidamente con ayuda de un vortex
(VORTEX-VIB Modelo Movil-Vib/ XH-B) se agitaron las suspensiones durante 30 s,
nuevamente se centrifugaron las células bajo las mismas condiciones, y se repitieron las
resuspenciones en solucion isotonica 3 veces mas.
Etapa 2: Se adicionaron los trazadores DIL para bacterias y DID para esporas fangicas, a una
concentracion de 10pL/mL de suspension de bacteria o espora. Los tubos con cada
microorganismo se protegieron de la luz con papel aluminio y se incubaron durante 1h a
30°C, una vez transcurrido el tiempo, los microorganismos fueron centrifugados
(Eppendorf™ Microcentrifuga 5424000410 Knob) a 10 000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante libre de células que contiene el exceso del trazador fluorescente fue eliminado,
seguidamente el precipitado de células fue lavado con solucién isotdnica 3 veces como se
describié anteriormente, finalmente se prepard un co-cultivo bacteria-espora con cada
microorganismo trazado con fluorescencia, y se dejo en contacto durante 3-5 h previo al

analisis de fluorescencia en microscopia de barrido laser confocal.
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8.3.5.3.  Induccion de fluorescencia mediante (lectina WGA) en polisacaridos
superficiales de bacterias lacticas y esporas fungicas
Los microorganismos y las condiciones de crecimiento de cada uno se realizaron como se
describe en la seccion 6.3.1. La preparacion de microorganismos, unidades experimentales,
y lavado de células se realiz6 de la misma manera como se describio en la etapa 1 de la
seccion 8.3.5.2;de igual manera la induccion de fluorescencia mediante lectinas WGA-Alexa
488 y WGA-Alexa594 se realizd de la misma manera como se describio en la etapa 2
(induccion de fluorescencia).

El estudio en microscopia laser confocal se realiz6 como se describe en la seccion 7.3.2.1

8.3.6. Determinacion de enlaces quimicos moleculares implicados en la adhesion
bacteriana mediante espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier
(FTIR)

Para el estudio de enlaces quimicos implicados en la adhesidn bacteriana se realizaron dos
co-cultivos en medio liquido (CYA) en tubos Eppendorf de 2mL.

Para el co-cultivo A se utilizaron BAL obtenidas como se describe en la seccion 5.3.1 y
esporas en estado de dormancia obtenidas como se describe en la seccion 7.3.3

El co-cultivo B, se prepar6 con bacterias obtenidas como se describe en la seccion 5.3.1, y
esporas en vias germinativas obtenidas como se describe en el punto 7.3.3.

Ambos co-cultivos se dejaron en reposo durante 12h a temperatura ambiente, posterior a ello
se elimind el medio de cultivo mediante decantacién y se lavaron las células con solucion
isotonica. Posteriormente se colocaron los co-cultivos en portaobjetos de vidrio de 25.4 x
76.2mm, se dejo evaporar el medio liquido (solucion isoténica) a temperatura ambiente
durante 12h. Posteriormente se realiz6 el estudio de enlaces quimicos implicados en la
adhesion mediante espectrometria infrarroja a longitud de onda media.

Para el estudio en espectrometria infrarroja se utilizd un espectrometro FT-IR Thermo
Nicolet Avatar, equipado con accesorios ATR (Goldengate, specac), detector DTGS, fuente

ever-glo y divisor de haz KBr/ Ge.
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8.4. Resultados y discusion

8.4.1. Interacciones eléctricas de doble capa (interfacial) implicadas en la adhesion

bacteriana a superficies

La adhesion bacteriana a superficies es un proceso complejo gobernado por multiples
factores, incluidas las caracteristicas de la superficie, como la rugosidad, topografia,
composicion quimica, hidrofobicidad e interacciones eléctricas de superficie, entre otros.

Como primera aproximacion se realiz6 un estudio fisicoquimico de indole electroestatico de
la adhesion entre ambos microorganismos, se determind el potencial Z de bacterias lacticas

y de esporas fungicas en funcién del pH, resultado que son mostrados en la Figura 8.2.

POTENCIAL Z
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<© Espora fungica BAL A Espora+AICI3 X BAL+AICI3

Figura 8.2 Potencial Zeta de bacterias de L. plantarum y esporas de Aspergillus carbonarius
en funcion del pH.

La carga superficial de las esporas fungicas y BAL, fueron ambas negativas, el pH del sistema
influye directamente en la carga y el valor del potencial Zeta de los microorganismos, es
decir al aumentar el pH el valor de potencial Zeta decrece hacia valores mas negativos,
ubicandose en valores de -11 a -18 mV para bacterias y de 0 a -10 mV para esporas fungicas,
investigadores como Jucker (1996); Van Loosdrecht (1987); Stryer, (1981) sugieren que este

comportamiento se puede deber a la desprotonacion de grupos funcionales de biomoléculas
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membranales superficiales, es decir, la protonacion o desprotonacion de grupos amino o
carboxilo de proteinas superficiales estan en funcion del pH del medio. Estos autores sugieren
en particular que los pKa de lisina y arginina se ven afectados por el pH, asi mismo los grupos
carboxilos y fosfatos presentes en la superficie de los microorganismos, provocando que
incrementen las cargas negativas y los valores se vuelvan mas electronegativos en funcion
del pH.

Estos resultados coinciden con los valores reportados para sistemas naturales, basicamente
todas las superficies tienen una carga negativa neta (Busscher 1990) que también es la carga
neta comun de las bacterias (Jucker 1996). Se ha evaluado el potencial Zeta de mas de 100
diferentes especies de bacterias entre Gram positivas y Gram negativas en funcion del pH'y
no se ha encontrado diferencias sistematicas, por lo que se generaliza como carga negativa
predominate en sistemas membranales bioldgicos. Autores como Schar-Zammaretti y Job
Ubbink (2003); Poortinga et al. (2002), estudiaron el comportamiento de la carga superficial
de diversos microorganismos entre ellos del género Lactobacillus, demostrando que el
comportamiento del potencial Z sigue la misma tendencia que la encontrada en la Figura 8.2.
De igual manera es importante sefialar que varios autores han estudiado el comportamiento
acido-base de grupos funcionales en la superficie celular y se ha reportado que la disociacion
por influencia de pH de estos grupos acido-base superficiales en condiciones fisioldgicas
generalmente da como resultado que la superficie celular bacteriana y fungica tengan una
carga negativa neta (Beveridge, 1981). La bibliografia sugiere algunas moléculas que pueden
tener relacion con el caracter electronegativo de las superficies celulares, estas moléculas
propuestas en estudios previos sugieren que pueden ser los grupos carboxilico, fosforico,
hidroxilo y amina. Estos grupos funcionales estan asociados con los acidos peptidoglicano,
teicoico y teicurénico en las superficies de las bacterias Gram-positivas y con los
lipopolisacéaridos, fosfolipidos y proteinas en las superficies de las bacterias Gram-negativas
(Hong y Brown, 2006).

Una vez que se ha determinado el potencial Zeta de bacterias y esporas fungicas, y que
ademas se cuenta con reportes en bibliografia sobre cuales son las posibles biomoléculas
responsables de generar las superficie negativa se hace uso de la teoria de estabilidad coloidal
postulada por, Derjaguin, Landau, Vervey y Overbeek (DLVO), para discernir si la

aglomeracion de bacterias sobre la superficie de esporas fungicas observado anteriormente
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se debe a factores de indole electroestatico. Esta teoria se basa en el equilibrio entre las
fuerzas opuestas de repulsion electrostatica y atraccion tipo van der Waals y explica por qué
algunos coloides se aglomeran mientras que otros no lo hacen.

Esta teoria también se utiliza para comprender la accion de las fuerzas que acttan entre las
interfaces y para interpretar la deposicion de particulas, en este caso de estudio se ha
demostrado mediante andlisis de potencial Zeta de BAL Yy esporas fangicas la dominancia de
cargas superficiales negativas de ambos microrganismos, por lo que al presentar cargas
iguales tanto la bacteria como la espora, las fuerzas predominantes del sistema coloidal
bacteria-esporas son fuerzas de repulsion electroestaticas. Cuando este perfil es fuertemente
repulsivo (Figura 8.3, imagen A), las particulas se repelen entre si y forman una suspensién
estable (Figura 8.3, imagen B), es decir las particulas no pueden aglomerarse de manera
natural, por lo se podria concluir es que los mecanismos de aglomeracion bacteriana sobre la
superficie de esporas fangicas no puede ser explicado mediante factores inespecificos de

indole fisicoquimicos y eléctricos.

A Suspencion Estable B % % (’r;’
Repulsion % y y
: Dobwle capa % y
Fza. resultante S J /;)
0 — ¥
—""—m;d\er\wmls % % %
Atraccion % %
. v
Repulsion > Atraceion Suspencion estable
d= distancia
Figura 8.3 Imagen A, energia de repulsion electroestatica dominante en el
sistema coloidal. Imagen B, suspensidon bacteriana estable como
consecuencia de dominancia de energias repulsivas.

Sin embargo la teoria de estabilizacion de coloides utiliza curvas de energia de fuerzas
repulsivas (Fig. 8.4 Imagen A) y fuerzas atractivas (Fig. 8.4 Imagen B) de un sistema
coloidal, del cual dependiendo de nuestro propdsito es posible disminuir o aumentar las
curvas de energias repulsivas, es decir se puede inducir aglomeracion o repulsion de coloides

segun nuestro interés. La curva combinada es llamada la energia neta de interaccién. A cada
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distancia el pequefio valor se resta del mayor valor para dar la energia neta. El valor neto se

representa entonces arriba si es repulsivo o abajo si es atractivo Figura 8.4.

Suspencion Estable Suspencion Inestable Repulsi )
‘: R 4 y electroestatica
A Repulsion B Repulsion Energia neta
DOZ{ZP capa Barrera energética
1 S .. _-Dobe capa
Fza. resultante ™~ ~< .
0 . 0 Fza. resultante g d 0 """"" d
" van derwaals " van der waals
rampa energetica
Atraccion Atraccion
$ \Atraccmn de Van
der Waals
- s epulsion < Atraccid
Repulsion > Atraccion Rep ! Jsid n Afracoion
e : d=distancia
d= distancia

Figura 8.4 Imagen A, energia de repulsion electroestatica en sistemas coloidales. Imagen B, energia de
atraccion de val der Waals en sistemas coloidales. Imagen C, curva de energia neta de interaccion, se forma
al substraer la curva de atraccion de la curva de repulsion. *Todas las curvas energéticas estan en funcion de
la distancia de interaccion de los coloides.

En este caso de estudio particular es de sumo interés alterar el entorno del coloide para
disminuir la barrera energética y como consecuencia fomentar la aglomeracion bacteriana
sobre la superficie de esporas fingicas, ya que este fendémeno de adhesién estéd involucrado
en los mecanismos antagénicos en contra del hongo micotoxigénico y con ende en el
biocontrol, para ello varios métodos pueden ser usados para este propdsito, tales como
cambios en la atmosfera ionica, el pH o agregando compuestos activos para afectar
directamente la carga del coloide. En cada caso la medida del potencial Zeta indicara el efecto
de la alteracion, principalmente en su estabilidad. Para alcanzar este objetivo se utiliz6 un
compuesto activo que afecta directamente la carga superficial de bacterias y esporas, el cual
es clorhidrato de aluminio, ya que tiene la propiedad de desplazar el potencial Zeta de los
coloides hacia su punto isoeléctrico (potencial Zeta=0) favoreciendo la aglomeracion de
coloides, siendo efectivo a concentraciones relativamente bajas.

El electrolito utilizado (clorhidrato de aluminio 0.001M) es un electrolito 3:1 y sus cationes
trivalentes facilmente desplazan el potencial Z hacia cero, mas especificamente a pH4 tiene
la capacidad de desplazar el PZ valores positivos con magnitudes de 22 y 16.4 mV,

respectivamente (Figura 8.2). Por lo que las fuerzas atractivas dominan sobre las fuerzas
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repulsivas, favoreciéndose la aglomeracién de los coloides y como consecuencia se infiere
podria favorescerse el biocontrol del hongo micotoxigénico. Los resultados mostrados en la
Figura 8.5 demuestran el efecto de AICIz sobre la adhesion bacteriana, observandose un
incremento en la aglomeracion en funcion del tiempo asi mismo se determiné el diametro
promedio de las esporas al tiempo 5, 15, 24 h, manteniendo un diametro constante de 8.1 lo
que implica que las esporas no estan en via de germinacion observandose biocontrol al menos
durante 24h.

(Z)(um)&B 05 Q(um)QB 05
NOBAL=1687: % .. WEde N° BAL=2022

40 X

esporas funglcas y su efecto de biocontrol a través del tiempo. ND= No determinado. * El
conteo bacteriano y la determinacion del didmetro de esporas se describen en el Anexo D.

8.4.2. Estudio de rugosidad en microscopia de fuerzas atdmicas (MFA) de superficie

de esporas fungicas y efecto sobre adhesién bacteriana

La rugosidad y topografia es una propiedad fisicoquimica ligada a la adhesion bacteriana
sobre superficies. Se realizd un estudio de estas propiedades sobre la superficie de esporas
fangicas llevado a cabo en microscopia de fuerza atdmica (MFA).

Estudios de Scheuerman et al. (1998) y Quirynen et al. (1993) han destacado una relacion
particularmente fuerte entre la adhesion bacteriana y la rugosidad de la superficie.

Las micrografias A, B, C mostrados en la Figura 8.6 representan la reconstruccion

tridimensional topografica de la superficie de las esporas fungicas.
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Figura 8.6 Micrografia A, vista superior de esporas fungicas en microscopia éptica de MFA,;
Micrografia B, reconstruccién tridimensional topogréafica de la superficie de esporas
fangicas. Micrografia C, seleccion de area rectangular a escanear en modo tapping MFA
sobre la superficie de esporas fungicas; Micrografias D,E, resultado de escaneo modo tapping
MFA y su reconstruccién topogréafica respectiva a profundidad y altura de valles en um.

Las figuras D y E representan el area topografica estudiada mediante MFA modo tapping, de
las cuales se realiza la cuantificacion de rugosidad utilizando el método mas comun basado
en el registro de perfiles de alturas. El tratamiento estadistico de estos datos permitio
determinar los parametros de rugosidad (Rrms) y rugosidad promedio (Ra). Estos parametros
son definidos como:

Ra: es el promedio aritmético de los valores absolutos de las alturas Y(x) y L es la longitud

1 L
del muestreo  Ra = Zfo ly(x)|dx

Rrms: representa el promedio de las desviaciones cuadraticas respecto a la altura media

1 L
Rrms = ZJ; [y(x)]%dx
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La Tabla 8.1, muestra los valores de rugosidad determinados en MFA sobre la superficie de

las esporas fungicas.

Tabla 8.1 Rugosidad superficial de esporas
de Aspergillus carbonarius

Rugosidad A. carbonarius f(x)= 4um 2

Rrms pm 0.136x 0.041
Ra um 0.097+0.031

x=distancia de escaneo superficial

De acuerdo a la norma DIN 4769 la rugosidad encontrada en esporas fungicas se puede
clasificar como grado N3/N12, estos grados de rugosidad se crearon para una mayor facilidad
de especificacion y control en los materiales, y esta en funcion del valor de Ra en um por ser
el pardmetro utilizado mayoritariamente en todo el mundo.

Este valor de rugosidad de las superficie de esporas se considera bajo-medio (Ra=0.066-
0.128 um), es decir 25-33’% rugoso comparado con el material que es considerado en la
norma como valor maximo, por lo que se plantea que la rugosidad presentada sobre la
superficie de las esporas si puede llegar a influir en la adhesion bacteriana ya que las
superficies que presentan algun grado de rugosidad exhiben condiciones como depresiones
o valles superficiales, que pueden proporcionar sitios mas favorables para la colonizacion
bacteriana. Sin embargo por considerarse una rugosidad media-baja, podria no ser un factor
que relacione en gran medida la capacidad bacteriana para adherirse sobre la superficie de
las esporas fungicas.

Algunos informes anteriores han demostrado que la adhesion bacteriana in vivo se ve
favorecida solamente si la rugosidad superficial Ra es superior a 0.2 um (200 nm) (Quirynen
et al.1995; Bollen et al.1997), por lo que si analizamos el valor de la rugosidad de esporas
fangicas (Ra=0.05-0.15 pum) se encuentra por debajo de 0.2 um, lo que implica que no deberia
influir de manera positiva sobre la adhesidn bacteriana. Sin embargo, Lee et al. (2011)
informaron en un estudio in vitro, que la cantidad total de bacterias adheridas sobre la
superficie de una resina con valor de rugosidad Ra = 0.179 um fue significativamente mayor

que la adhesion presentada en material titanio con rugosidad caracteristica de Ra = 0.059 um
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0 zirconia con rugosidad de Ra = 0.064 um (valores de Ra < 0.2 um) con base en esto, estos
autores relacionan que a mayor rugosidad mayor adherencia bacteriana. Asi mismo Madeiros
et al. (2016) coincide con esta premisa ya que demostraron que una reduccion en la rugosidad
de la superficie estaba directamente relacionada con una disminucion en la adhesién
bacteriana.

Sin embargo, todavia no se ha obtenido un consenso general en la literatura con respecto al
nivel minimo de rugosidad requerido para la adhesion bacteriana. Por lo que de manera
particular para este estudio y ya mencionado anteriormente se plantea que la rugosidad
encontrada para esporas fangicas si puede influir en la adhesién bacteriana sin embargo se
piensa que puede no ser una variable que relacione de manera directa la adhesion bacteriana

sobre la superficie de las esporas.

8.4.3. Evaluacién de lipidos y polisacaridos superficiales con ayuda de la
microscopia de barrido laser confocal (CLSM) como biomoléculas
responsables de adhesién superficial bacteria lactica - espora flngica

Ademas de estudiar las propiedades fisicoquimicas que pueden influir en la adhesion
bacteriana sobre superficies, es importante ampliar el estudio hacia las propiedades
inherentes de la célula como lo son las biomoléculas superficiales. Estas biomoléculas
pueden estar fuertemente relacionadas en la adhesion irreversible presentada por las
bacterias.

Hoy en dia la adhesién bacteriana es un proceso considerado altamente complejo,
influenciado por varios factores microambientales, como pH, temperatura, hidrofobicidad
entre otros (Moraes et al.2013). Sin embargo, es menester estudiar las propiedades y
caracteristicas de las células en cuestion ya que estas podrian influir en mayor medida en los
procesos adhesivos bacterianos. Para ello en esta seccion se buscé realizar un estudio de co-
localizacion mediante microscopia de barrido laser confocal, con la finalidad de relacionar
la co-localizacién de fluorescencia asociada a lipidos y/o polisacaridos superficiales en la
adhesion superficial entre ambos microorganismos.

Como primer paso se realizo la evaluacion del fendmeno de autofluorescencia de los

materiales a utilizar (medios de cultivo, materiales analiticos-Opticos y por udltimo
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microorganismos), la Figura 8.7 muestra las micrografias caracteristicas al estudio de
autofluorescencia en medios de cultivo MRS y PDA, llevado a cabo en microscopia de
barrido laser confocal.

Utilizando 3 longitudes de onda de excitacion (405, 488, 561 nm) y analizando 3 longitudes
de onda de emision (458, 538, 660 nm) se determind como ausente el fendmeno de
autofluorescencia en medios de cultivo, observandose un fondo obscuro sobre las
micrografias donde se esperaria fluorescencia azul, verde o roja. Las micrografias etiquetadas
como “C. claro” representan la visualizacion del campo enfocado en modo Optico o campo
claro del microscopio confocal, las cuales dan evidencia de ausencia de contaminacién
microbiana sobre los medios de cultivo evaluados y el mantenimiento en foco del plano
estudiado.

La ausencia de autofluorescencia implica que los medios de cultivo evaluados no contienen
fluordéforos, fluorocromos o algin otro mecanismo que pueda emitir fluorescencia al menos
en estas longitudes de onda evaluadas y como consecuencia no pueden interferir con los

estudios de co-localizacion planteados para esta seccion.

405nm
MRS 458nm
Objetivo:
20X A
Laser azul C. ClarO “ verde A rojo
PDA
Objetivo:
20X
Laser azul C. claro verde rojo
Figura 8.7 Micrografias A*, estudio de autofluorescencia en medio de cultivo MRS;
Micrografias B*, estudio de autofluorescencia en medio PDA

Posteriormente, se evaluaron BAL (Lactobacillus plantarum) y esporas fangicas (Aspergillus
carbonarius), en medio liquido MRS y CYA, respectivamente, los resultados mostrados en
la Figura 8.8, dan evidencia de no autofluorescencia por parte de los microorganismos,
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observandose fondo obscuro en las micrografias respectivas a las longitudes de emision de
458, 538, 660 (azul, verde, rojo). Mientras que en las micrografias en campo claro,
demuestran el enfoque de bacterias lacticas y esporas fungicas a un aumento de 40X.

Por otra parte el hecho de que los microorganismos no emitan fluorescencia a estas longitudes
de onda evaluadas, abre la posibilidad de inducir fluorescencia sobre biomoléculas de interés
particular, lo que permite seleccionar abiertamente trazadores comerciales fluorescentes bajo
estas longitudes de excitacion/emision, permitiendo realizar estudios en microscopia

confocal de biomoléculas sin la presencia de fluorescencia interferente.

BAL 031
Obijetivo:
40X
Laser azul C. claro verda rojo

DO162
Obijetivo:
40X

Laser azul C. claro verde rojo

Figura 8.8 Micrografias A*, estudio de autofluorescencia de BAL en medio MRS;
Micrografias B*, estudio de autofluorescencia de esporas fungicas en medio CYA.

En seguida y una vez demostrada la no autofluorescencia de los materiales y
microorganismos, se procedid a la seleccion de trazadores fluorescentes, optando por la
utilizacion de trazadores fluorescentes lipofilicos, como lo fue DIL para inducir fluorescencia
sobre lipidos superficiales de bacterias, y DID para inducir fluorescencia sobre lipidos de
esporas fangicas ambos con longitudes de excitacion y emisién diferentes (514/603, 633/693
respectivamente). Esto permitié observar mediante fluorescencia las zonas superficiales de
las bacterias y esporas que contenian lipidos. Las micrografias presentadas en la Figura 8.9
muestran la fluorescencia en color rojo de lipidos ubicados sobre la superficie de esporas

fangicas.
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DID 633/693

DID 633/693

63 X

Figura 8.9 Micrografias de fluorescencia de lipidos superficiales de esporas fungicas, inducida
mediante el trazador fluorescente DID

La Figura 8.10 muestra la fluorescencia en color amarillo de lipidos superficiales en bacterias
lacticas, es importante notar que algunas bacterias enfocadas en el plano focal, no emiten
fluorescencia, esto se puede deber a varios factores, entre ellos el movimiento de las
bacterias, ya que se encuentran en medio liquido, esto provoca que las bacterias entren y
salgan de foco por el movimiento aunado al liquido. Entre otros factores también se podria
deber a la perdida de fluorescencia de los trazadores en funcion del tiempo de anélisis o por
su caracter fotosensible. Incluso se puede pensar en que el método de trazado planteado no
fue el adecuado

Como funcionamiento basico del CLSM se basa en enfocar un punto particular de la muestra
a estudiar (foco), y eliminar la luz (fluorescencia) proveniente de otras partes de la muestra
que estén fuera de foco, por lo que la fluorescencia de las partes de la muestra que esten fuera

de foco no seré detectada (Lichtman, 1994).
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DIL 514/603

Figura 8.10 Micrografias de fluorescencia de lipidos sperficiales de L.
plantarum, inducida mediante el trazador fluorescente DIL.

Cabe destacar que por la naturaleza y la finalidad por la cual fueron creados estos trazadores
fluorescentes (DID y DIL) y a pesar de no lograrse un trazado fluorescente homogeéneo se
pueden considerar como resultados relevantes ya que estos trazadores no fueron disefiados
ni existe algun protocolo recomendado por el fabricante para su uso en organismos inferiores
(procariontes) como bacterias o estructuras de supervivencia como esporas, por lo que
plantear una metodologia que permita inducir fluorescencia sobre estos dos microorganismos
nos proporciona una alternativa econdémica, segura, y de facil acceso en el mercado para
estudios posteriores, respecto a otros trazadores especificos encontrados en el mercado, que
ademas de ser dificiles de conseguir, sus costos son elevados, e incluso algunas moléculas
pueden presentan toxicidad. Pese a estos problemas de trazado fluorescente no homogéneo
se realiz6 un estudio de co-localizacion en microscopia confocal. Para ello se utiliz6 un co-
cultivo en medio liquido entre BAL y esporas fungicas, ambas trazadas con fluorescencia

mediante DIL y DID respectivamente.
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La Figura 8.11 muestra la fluorescencia del co-cultivo de ambos microorganismos, la micrografia A presenta en color verde la
fluorescencia de lipidos superficiales de bacterias. La micrografia B presenta en azul la fluorescencia de lipidos superficiales de las
esporas fungicas; la micrografia C presenta la combinacion de las dos fluorescencias anteriores, y es en donde se pretende realizar el
estudio de co-localizacion, sin embargo como se observa en los resultados de la figura siguiente, no se logré un trazado homogéneo tanto

de las esporas como las bacterias, lo cual imposibilito la realizacion del estudio de co-localizacion para el estudio de lipidos superficiales.

DIL 544/603 HONGO DID 633/693

Figura 8.11 Micrografia A fluorescencia de lipidos superficiales de bacterlas Mlcrografla B fluorescencia de
lipidos superficiales de esporas fangicas; Micrografia C fluorescencia mixta de ambos microrganismos en co-
cultivo
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Procediendo de la misma manera se estudiaron polisacéridos superficiales de bacterias y esporas flngicas como posibles biomoléculas
responsables de la adhesion, para ello se utilizaron lecitinas de trigo, o “aglutinina del germen de trigo” (WGA, por sus siglas en inglés)
conjugadas con anticuerpos secundarios del tipo Alexa 488 para bacterias y Alexa 594 para esporas fungicas, la Figura 8.12 presenta la
fluorescencia debida a polisacaridos superficiales de bacterias. La primera micrografia etiquetada como “DAPI 405/450” muestra un
fondo obscuro, lo que implica que no existe fluorescencia por nicleos o alguna otra molécula bacteriana que emita fluorescencia a esas
longitudes de onda, la siguiente micrografia “Alexa 488. 488/526 representa la fluorescencia en color blanco de polisacaridos de la
bacteria inducidos mediante WGA-Alexa 488. La micrografia etiquetada como “Alexa 594. 561/646” demuestra ausencia de
fluorescencia de bacterias a esa longitud de onda, lo cual brinda la posibilidad de estudiar polisacaridos fungicos a esas longitudes de
onda sin tener fluorescencia interferente. La ultima micrografia etiquetada como “MERGED” permite observar de manera conjunta la
fluorescencia de polisacaridos y las estructuras bacterianas en modo campo claro, esta tltima micrografia muestra un trazado débil y no

homogéneo sobre la superficie bacteriana, lo que implica seguir optimizando el método de trazado fluorescente para bacterias.

¥
DAPI. 405/450 Alexa 594. 561/646 CC TPMT © " MERGED
Figura 8.12 Micrografias en MC de fluorescencia de polisacaridos superficiales de bacterias lacticas, inducida mediante lectinas-Alexa 488
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La Figura 8.13 muestra la fluorescencia de polisacéridos superficiales de esporas fungicas. La primera micrografia etiquetada como
“DAPI 405/450” muestra fluorescencia azul sobre la superficie de esporas, esta fluorescencia no se atribuye a polisacéridos ya que no
se utilizo ningun trazador experimental que emitiera fluorescencia a esa longitud de onda. Sin embargo la bibliografia sugiere que la
fluorescencia observada se puede deber a fluorescencia natural de ocratoxina A, la cual emite fluorescencia a longitudes de
excitacion/emision 343/450 (Semeniuk et al.2014), por lo que fue detectada en este estudio en microscopia confocal. Por otra parte, la
micrografia etiquetada como “Alexa 594. 561/646” muestra la fluorescencia de polisacaridos sobre la superficie de esporas fingicas
inducida mediante la lectina seleccionada previamente; cabe destacar que no todas las esporas presentes en la micrografia emiten
fluorescencia, alrededor del 47% de ellas presenta fluorescencia y el resto no, esto implica que la técnica utilizada para inducir

fluorescencia de polisacaridos sobre esporas flngicas necesita seguir optimizandose.
e
63 X 63X | HONGO ‘,‘@w .~ 63X HONGO
L - :

—0

DAPI. 405/450 Alexa 488:/526 Ty ' Alexa 594. 561/646 ~ ERE

Figura 8.13 Micrografias en MC de fluorescencia de polisacaridos superficiales de esporas flngicas, inducida mediante lectinas-Alexa 594
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Posteriormente se realizd un co-cultivo bacteria-espora en medio liquido en el cual se
indujeron fluorescencia mediante lectinas (anteriormente descritas) las cuales acttan sobre
polisacaridos superficiales de bacterias y esporas, para seguidamente realizar un estudio de
co-localizacion.

Las micrografias Cy C” de la Figura 8.14 muestran el fendmeno de adhesion bacteriana sobre
las esporas fungicas, cuyo principal interés de esta interaccion consiste en encontrar
fluorescencia de bacterias y esporas en la zona de contacto fisico entre ambos
microorganismos para dilucidar si la fluorescencia co-localiza en algun punto y esto pueda
relacionar a los polisacaridos como moléculas implicadas en la adhesion entre ambos
microorganismos. Sin embargo como se aprecia en las micrografias B y B” la fluorescencia
es casi nula y no dan evidencia de pertenecer a bacterias, de manera similar la fluorescencia
presentada en las micrografias D y D" respectivas a polisacaridos de esporas fangicas parece
no ser homogénea debido a la ausencia de fluorescencia en algunas esporas, estos hechos
limitan realizar un estudio de co-localizacion de fluorescencia de polisacaridos por lo que se
optd por resérvanos los estudios de co-localizacion de manera general para lipidos y para
polisacaridos hasta asegurar un correcto método de trazado fluorescente sobre los

microorganismos estudiados.
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63X HONGO

DAPI. 405/450 Alexa 488. /526 Alexa 594. 561/646

| HONGO

DAPI. 405/450 Alexa 488. /526 Alexa 594. 561/646

Figura 8.14 Micrografias A fluorescencia de Ocratoxina A (OTA) mlcrograflas B fluorescencia debida a polisacaridos superficiales de
bacterias lacticas; Micrografias C visualizacion en campo claro (CC) del co-cultivo bacterias-esporas; Micrografias D fluorescencia debida a
polisacaridos superficiales de esporas fungicas; Micrografias E visualizacion conjunta de los canales A,B,C,D.
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8.4.4. Determinacion de enlaces quimicos moleculares implicados en la adhesion
bacteriana mediante espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier
(FTIR)

Continuando con el estudio sobre biomoléculas involucradas en la adhesion entre
bacterias y esporas fungicas, se hace uso de espectrometria infrarroja de transformada de
Fourier, para estudiar la composicion superficial de ambos microorganismos y los cambios
en grupos funcionales quimicos ligados al fendmeno adhesivo de estos microorganismos.
Como primer paso se realizo la separacion de esporas por su estado de maduracién, esto se
Ilevo a cabo mediante sedimentacion isopicnica. La Figura 8.15 muestra la formacion de dos
bandas de esporas, la parte alta corresponde a esporas cuya densidad se encuentra alrededor
de 0-0.14g/ml, mientras que las esporas etiquetadas como parte baja poseen densidades
alrededor de 0.7-0.89 g/ml. por otra parte no se determind experimentalmente la viscosidad
a la cual se encuentran las bandas formadas con esporas, pero autores como Dijksterhuis,
Nijsse, Hoekstra y Golovina (2007) demostraron mediante LTSEM (low-temperature
scanning electron microscopy) la alta viscosidad citoplasmaética de esporas de Talaromyces
macrosporusson en estado de dormancia reportandose alrededor de 15 cP, sin embargo
cuando las esporas se encuentran en vias germinativas se reduce significativamente la
viscosidad citoplasmatica hasta un valor de 2 cP.

Se sugiere con base en la literatura que las esporas encontradas en la banda superior,
etiquetada como “parte alta” sean esporas en vias germinativas, mientras que las esporas que
se encuentran en la banda inferior “parte baja” pertenezcan a esporas en estado de dormancia.
Autores como Prenti, Polf y Clegg (1971) llegan a la misma conclusién ya que mediante
sedimentacion isopicnica de esporas de B. subtilis determinan que las esporas en vias
germinativas presentan menor densidad que las esporas en estado de dormancia. Por lo que
se podria decir que las esporas en estado de dormancia presentan mayor densidad y mayor
viscosidad citoplasmatica, por el contrario, las esporas en vias de germinacion presentan

menor densidad y menor viscosidad citoplasmatica.
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Figura 8.15 Sedimentacion isopicnica de dos diferentes estados de maduracion de esporas
fangicas.

Para apoyar estas consideraciones se realiz6 una evaluacion morfol6gica en microscopia
Optica de las esporas ubicadas en las banda superior de la separacion isopicnica (menor

densidad) y de la banda inferior (mayor densidad).
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Las micrografias A, mostradas en la Figura 8.16 muestran la morfologia de las esporas
pertenecientes a la parte alta de la separacion isopicnica en el cual se encuentran esporas sin
espiculas y esporas con tubo germinativo en desarrollo, mientras que la micrografia B,
muestra esporas con espiculas, rugosas y obscuras, cuyas morfologias estan asociadas a
esporas en estado de dormancia como se describid en el capitulo 7, finalmente esta técnica
demostré ser efectiva para separar esporas en estado de dormancia de esporas en

germinacion.

Figura 8.16 Micrografias A muestran a un aumento de 100 X y 40X de la parte Alta (PA)
de sedimentacion isopicnica de esporas con densidad aproximada de (0-0.14g/ml) gluc;
Micrografia B muestran a un aumento de 100 X la parte baja (PB) de sedimentacion
isopicnica de esporas con densidad aproximada de (0.7-0.89 g/ml) gluc. *Microscopia en
campo claro (CC)

Después de separar las esporas de Aspergillus carbonarius por su estado de maduracion, se
realiz6 un estudio de composicion quimica superficial mediante espectrometria infrarroja de
transformada de Fourier. Se demostré que no solo existen diferencias morfoldgicas en
esporas en estado de dormancia comparadas con esporas en vias germinativas, sino que
también utilizando FTIR se encontraron diferencias en composicion quimica. La Figura 8.17
muestra los espectros caracteristicos de esporas en estado de dormancia (Rojas) y esporas en

00
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vias germinativas (Azul), se presentan cambios alrededor del nimero de onda 3300 cm™
correspondiente al modo vibracional “v OH”, respectivo a grupos funcionales del tipo OH
(Socrates, 2001; Delille, 2007). Se plantea que los carbohidratos en su forma simple pueden
ser las moléculas responsables de aportar estos grupos OH, ademas Johnston (1965) reporta
que los azucares mas comunes en membranas de hongos del genero Aspergillus pueden ser
glucosa, galactosa, manosa, arabinosa, glucosamina y en algunos casos trehalosa.

Es importante notar que la banda de absorcién al nimero de onda 3300 cm™ para esporas en
estado de dormancia presenta forma puntiaguda comparada con la banda de esporas en vias
germinativas (achatada), esto se puede deber a la presencia de enlaces de hidrogeno y a la
formacion de momentos dipolares por parte de los grupos OH presentes en la superficie de
las esporas en vias germinativas. Ademas de estas diferencias, estudios como los de
Tsukahara, (1980) sugieren un mayor contenido de carbohidratos en esporas en estado de
dormancia comparado con esporas en procesos germinativos para hongos del genero
Aspergillus fumigatus, el contenido de carbohidratos fue de 38.8% del peso seco de los
conidios maduros y de 32.7% para las células en germinacion.

Asi mismo se aprecian diferencias en composicion alrededor del nimero de onda 1300-1400
cm respectivo a modos vibracionales del tipo “scizallamiento CH2, 5a CH3, Storsion, CH2, Amida
[l (v C-N unido a § N-H), § sCH3” (Socrates, 2001; Delille, 2007), por lo que se deduce que las
esporas en estado de dormancia presentan dos bandas de absorcién que podrian ser de
moléculas del tipo lipidicas y cadenas de acidos grasos, y que no estan presentes en células
germinativas aunque la diferencia de espectros en esta region parece ser minima se estipula
que si existe diferencia. Este planteamiento serda analizado mediante un anélisis de
componentes principales, con el cual se dilucidara si existe diferencia significativa entre
ambos estados de maduracion de las esporas.

Estudios como los de Tsukahara (1980) sugieren diferencias en la composicion lipidica entre
esporas en estado de dormancia y esporas en vias germinativas, reportando valores de 9.9%
de lipidos en esporas en estado de dormancia y documenta una ligera disminucion de la
cantidad de lipidos en células vegetativas hasta un valor de 8%. Ademas, es probable que el
mayor porcentaje de lipidos y &cidos grasos en esporas en estado de dormancia esté
relacionado con la alta hidrofobicidad que presentan las esporas en estado de dormancia

comparado con las esporas en vias germinativas que tienden a ser hidrofilicas. Estas
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consideraciones fueron estudiadas en esta tesis evaluada mediante la técnica de angulo de
contacto, sin embargo los resultados no son mostrados. Aunado a esto investigadores como
Dague, Alsteens, Latge y Dufrene (2008) realizaron un estudio en AFM, donde evaluaron la
hidrofobicidad de esporas de Aspergillus fumigatus en estado de dormancia hasta su proceso
germinativo, concluyendo que las esporas en estado de dormancia correspondia a una
superficie compuesta por un 40% de grupos metilo hidréfobos. Sin embargo cuando
incrementa el tiempo y comenzaba el proceso germinativo encontraron una pérdida
progresiva de la hidrofobicidad, por lo que existe una relacion entre la hidrofobicidad, la
composicion lipidica y la estructura de acidos grasos de la membrana de esporas en estado
de dormancia. Autores como Tereshina et al. (1991) estudiaron el incremento en
insaturaciones lipidicas sobre la superficie del hongo Cunninghamella japonica y relacionan
cambios en la composicion de la bicapa lipidica cuando el hongo se encuentra en condiciones
de estrés. Se piensa que estos cambios estan involucrados en la proteccion de la membrana
para resistir condiciones desfavorables como incremento en la temperatura; puede ser un
mecanismo comun llevado a cabo sobre la membrana de esporas en estado de dormancia
como estructuras resistentes frente a factores desfavorables.

Por otra parte la region correspondiente al nimero de onda entre 1200-900cm respectivo a
enlaces «v C-0, v C-C, § C-O-H, 5 CO-C” (Socrates, 2001; Delille, 2007) y que es correspondido
a polisacéridos y proteinas, es la region en la cual se encuentra mayor diferencia entre los
dos estados de maduracidn de las esporas estudiadas; se aprecian picos de polisacaridos de
esporas en estado de dormancia y que no estan presentes en esporas en vias germinativas,
esto se puede deber a que las esporas en estado de dormancia presentan una acumulacién de
polisacaridos que son necesarios para su posterior germinacion como biomoléculas de
reserva. Sin embargo para el caso de las proteinas se aprecia un mayor nimero de bandas IR
en esporas en vias germinativas, autores como Tsukahara, (1980) reportan un incremento de
30 al 34% de proteina, cuantificado por el método de Lowry para esporas en estado de
dormancia y en vias de germinacion respectivamente, lo cual concuerda con lo encontrado
en la regidn de infrarrojo estudiada, Tsukahara sugiere que la sintesis de proteinas en esporas

en vias germinativas surge a raiz de la necesidad proteica para su crecimiento de hifas.
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Figura 8.17 Espectrograma IR de composicion quimica de esporas en estado de dormancia
y esporas en etapa de germinacion.

Con base en lo anterior es razonable pensar que las esporas en estado de dormancia contengan
diferencias en las bandas de absorbancia de radiacion infrarroja respectiva a moléculas como
carbohidratos, lipidos y una mayor variedad de polisacaridos, ya que estas moléculas
desempefian funciones importantes como almacenamiento y reserva de nutrientes que
posteriormente seran utilizados durante el proceso germinativo, incluso carbohidratos como
la trehalosa proporcionan resistencia y proteccion frente a factores bioticos y abidticos
dafinos para el hongo, en particular se ha relacionado la presencia de este disacarido como
molécula de proteccion que incrementa su concentracion cuando la célula flngica se
encuentra en estados de deshidratacion extremos, como lo es durante la formacion de
conidios(Feofilovaa, 2011).

Continuando con el estudio de espectrometria infrarroja de transformada de Fourier se
obtuvieron los espectros caracteristicos a esporas fungicas, bacterias lacticas, y la interaccion
entre bacterias y esporas fungicas, con la finalidad de estudiar los cambios en los enlaces

quimicos implicados en la adhesién de ambas superficies. La Figura 8.18 muestra los
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espectros de infrarrojo para esporas en estado de dormancia (azul), de bacterias lacticas
(verde) y la adhesion entre ambos microrganismos (rojo).

Se pone especial atencidn al espectro correspondiente al co-cultivo bacteria espora ya que
presenta los cambios en enlaces quimicos implicados en la adhesion, del cual se aprecia un
ligero cambio en los enlaces quimicos presentes en el numero de onda entre 2960 a 2850
(cm™) aproximadamente, cuyos estados vibracionales corresponden a los enlaces va CHs, va
CHa, v CH terciario, vs CHs, vs CH2 (Socrates, 2001; Delille, 2007), cuyos principales
compuestos “contribuyentes” o grupos funcionales pueden ser cadenas de acidos grasos y
lipidos, y que posiblemente estas moléculas estén implicadas en la adhesion entre ambos
microorganismos.

Dague, Alsteens, Latge y Dufrene (2008) comprueban mediante AFM que las moléculas
hidrofobas influyen en la adhesion sobre superficies, por lo que a mayor hidrofobicidad
mayor adhesion, lo que implica que probablemente se ve favorecida la adhesion bacteriana
sobre la superficie de las esporas fungicas en estado de dormancia. Sin embargo se considera
que la principal region en la cual se aprecian cambios respectivos al contacto entre ambos
microorganismos se da alrededor del nimero de onda 1600-1555 cm™ (enlaces amida I1, & N-
H unido a v C-N, amida I, v C=0 unido a & N-H), 1400-1300 cm* (5C-0-H, & sCHs, 5CH, Storsién CHz, Storsisn,
CHz . Amida 11l (vC-N unido a 8N-H) y 1100-800 cm™ (v C-O, n C-C, & C-O-H, 5 CO-C, vs C-OH)
(Socrates, 2001; Delille, 2007), siendo esta Gltima regién donde se presentan los principales
enlaces quimicos implicados en la adhesién, lo que significa que es muy probable que
moléculas como polisacaridos, proteinas y carbohidratos estén implicados en la adhesion

bacteriana sobre la superficie de esporas fungicas.
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Figura 8.18 Espectrograma IR de esporas con espiculas, bacterias lacticas, y bacterias adheridas sobre
esporas espiculadas

De igual manera se estudié la composicidén quimica de esporas en vias germinativas, y los
enlaces quimicos implicados en la adhesién de bacterias, la Figura 8.19 muestra el espectro
infrarrojo de las esporas en vias de germinacion (azul), bacterias (verde) y la interaccion
(rojo). Sin embargo los espectros aparentemente no presentan cambios en enlaces quimicos
entre el co-cultivo bacteria-espora y los microorganismos por separado, lo que implica que
la adhesion entre bacterias y esporas probablemente es baja, por lo que no se generan cambios
en enlaces quimicos nuevos, respectivos a biomoléculas superficiales adheridas, y como
consecuencia el espectro no presenta diferencia entre los microorganismos por separado y
los microorganismos adheridos. Este analisis serd evaluado mediante un analisis de
componentes principales para conocer si la composicion quimica de las bacterias en estado
planctonico (libre flotacion) es igual a la composicion quimica de las bacterias adheridas

sobre las esporas.
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Figura 8.19 Espectrograma IR de esporas sin espiculas, bacterias lacticas, y bacterias adheridas sobre
esporas sin espiculas fungicas.

Por ultimo el analisis de componentes principales o PCA por sus siglas en inglés, es una
técnica que proviene del analisis exploratorio de datos, cuyo objetivo se basa en la sintesis
de informacion “reduccion de dimensiones”, en otras palabras, reduccion de variables,
perdiendo la menor cantidad de informacion posible, estas Ultimas variables son conocidas
como componentes principales, las cuales son combinaciones lineales de las variables de
partida y en general es utilizada para variables cuantitativas (Lever, Krzywinski y Altman,
2017).
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Figura 8.20 Analisis de componentes principales (PCA) de espectrogramas IR

La Figura 8.20 muestra la gréfica del plano principal para las componentes 1y 2, ubicando
en cuatro cuadrantes los grupos (cluster), entre los espectros caracteristicos a la composicién
quimica de bacterias (B031.2), esporas en estado de dormancia (162PB.2), esporas en vias
germinativas (162PA.2), y co-cultivo bacteria-esporas en estado de dormancia (162PBCC.2),

co-cultivo bacterias-esporas en vias germinativas (162PACC.2).

El PCA da evidencia de existir diferencias significativas en la composicion quimica de
esporas en estado de dormancia y esporas en vias de germinacién, por lo que se aprecia la
variable (162PA.2) en el cuadrante superior derecho y la variable (162PB.2) en el cuadrante
inferior derecho, esto implica que estas dos variables no se encuentran correlacionadas, por
lo que se concluye que dependiendo del estado de maduracion de las esporas se pueden
encontrar tanto diferencias morfologicas (demostrado en MEB) como diferencias en
composicion quimica. Probablemente las principales moléculas responsables de esta
diferenciacion se deben a la presencia de carbohidratos (polisacaridos) y proteinas analizado
en la Tabla 8.2.
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Tabla 8.2. Andlisis de espectro IR. Diferencias composicionales entre diferentes estados de
maduracion de esporas de A. carbonarius
Numero de onda Enlaces y modos Observaciones.

(cm’) vibracionales

3300 “v OH Los carbohidratos simples pueden ser las moléculas
responsables de aportar estos grupos OH

1300-1400 Scizallamiento Las esporas en estado de dormancia presentan dos bandas de

CH2, &a CH3, absorcion que podrian ser de moléculas del tipo lipidicas y
Storsion,  CH2, cadenas de acidos grasos, y que no estan presentes en células

Amida Ill (v C-N germinativas
unido a & N-H),
8 sCH3

1200-900 v C-0O, v C-C, Los enlaces pueden ser aportados por polisacaridos vy
§ C-O-H, § CO-C proteinas. Esta es la region en la cual se encuentra mayor
diferencia entre los dos estados de maduracién de las esporas
estudiadas, ya que se aprecian picos de polisacaridos de
esporas en estado de dormancia y gue no estan presentes en
esporas en vias germinativas.

De igual manera haciendo la comparacién de los espectros caracteristicos a la composicion
quimica de bacterias en estado plancténico (libre flotacién) y bacterias adheridas sobre los
dos tipos de esporas (en estado de dormancia y en vias de germinacion). Se logré demostrar
mediante PCA (Figura 8.20) que los enlaces quimicos presentes en la interaccion bacteria-
espora en estado de dormancia difieren de la composicion quimica de los microorganismos
por separado, esto implica que durante la interaccion o adhesion bacteriana se generan nuevos
grupos funcionales quimicos o incluso la composicion quimica normal de los
microorganismos de manera separada se ve modificada o alterada por la adhesién entre
superficies, demostrandose como se describio anteriormente de manera particular para cada
co-cultivo, 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 adhesion bacteriana (Tabla 8.3).
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Espora fangica
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. Principales moléculas implicadas en la adhesion BAL-

Numero de onda Enlaces y modos

(cm™)

vibracionales

Observaciones.

2960 a 2850

1600-1555

enlaces va CHs,
Va CHZ, v CH
terciario, vs CHs,
Us CHZ

enlaces amida I,
O N-H unido a v
C-N, amida I, v

Los grupos funcionales pueden ser aportados por
cadenas de &cidos grasos Yy lipidos. Posiblemente estas
moléculas estén implicadas en la adhesion entre ambos
microorganismos

Es muy probable que moléculas como polisacéridos,
proteinas y carbohidratos estén implicados en la
adhesion bacteriana sobre la superficie de esporas

C=0 unido a & flngicas.
N-H

1400-1300 (8C-O-H, S
sCH3, dCH,
dtorsion  CH2,
dtorsion, CH2
Amida Il vC-N
unido a dN-H

1100-800 v C-0,nC-C, 5
C-O-H, 6 CO-C,
vs C-OH

Sin embargo al analizar la composicion quimica de bacterias en estado planctonico y
bacterias adheridas sobre esporas en vias germinativas, el PCA correlacioné la composicion
qguimica de ambos espectros colocando las variables (B031.2) y (162PACC.2) en el mismo
cuadrante (esquina superior izquierda), lo que implica que no existe diferencia significativa
entre los enlaces quimicos de bacterias libres y bacterias adheridas sobre esporas en vias
germinativas. Este comportamiento puede ser explicado por la baja adherencia que pudiesen
presentar las bacterias sobre esta superficie, ya que al no existir gran cantidad de bacterias
adheridas no se detectan nuevos enlaces quimicos. Este comportamiento fue observado en
MEB, las micrografias mostradas en la Figura 8.21 muestra esporas es vias germinativas (sin
espiculas) y esporas en estado de dormancia (esporas con espiculas), determinandose que
existe mayor aglomeracion bacteriana sobre la superficie de esporas fungicas con espiculas
(aproximadamente 20 bacterias/espora) mientras que las esporas sin espiculas presentan en

promedio alrededor de 5 bacterias/espora, sin embargo esto solo es una premisa la cual
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necesita de un estudio estadistico con un nimero mayor de esporas analizadas, para

comprobar el comportamiento observado de las bacterias.

Esporas en vias
germinativas

Esporas en estado de
dormancia

Figura 8.21 Estudio de adhesion de bacterias sobre esporas con espiculas y esporas sin

espiculas.
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8.5. Conclusiones y perspectivas

En este capitulo se estudiaron los mecanismos responsables de adhesion de bacterias
sobre la superficie de esporas fungicas, para este proposito se comenzo el estudio de indole
fisicoquimico con las interacciones eléctricas de doble capa implicadas en la adhesion. Sin
embargo los resultados obtenidos no dan evidencia de que las superficies de ambos
microorganismos se vean atraidas mediante interacciones electroestaticas, por el contrario,
se determind que la fuerza dominante en el sistema es la fuerza de repulsion electroestatica
por la presencia de cargas negativas en ambos microorganismos, por lo que los
microorganismos no tienden a aglomerarse. Por otra parte, considerando que es de nuestro
interés fomentar el biocontrol del hongo, se utilizaron técnicas de la teoria de estabilidad
coloidal para disminuir la energia de repulsion electroestatica y como consecuencia fomentar
la adhesion bacteriana ya que este fendémeno de adhesion esta involucrado en los mecanismos
antagonicos en contra del hongo micotoxigénico, para ello se logré exitosamente modificar
la fuerza idnica del medio mediante el uso del electrolito AICI30.01M pH 4, comprobandose
el fomento a la aglomeracion mediante microscopia dptica.

Continuando con el estudio de las propiedades fisicoquimicas, se evalu6 la rugosidad
superficial de esporas y se determin6 que no es un factor que favorezca en gran medida la
adhesion bacteriana, por lo que se concluye que la adhesion bacteriana no puede ser explicada
solamente por las propiedades fisicoguimicas de las superficies que estan en contacto
(bacteria-esporas), ya que la adhesién bacteriana a superficies es un proceso complejo,
gobernado por muchos factores, es por ello que para complementar el estudio se realizo la
evaluacion de factores especificos de caracter adhesina-receptor.

La metodologia propuesta en CLSM para el estudio de biomoléculas como lipidos y
polisacéridos responsables en la adhesién, resultdé complicada de estandarizar, ya que el
trazado fluorescente mediante el uso de DIL, DID, WGA-ALEXA, no fue homogéneo en
todas las muestras, por lo que es recomendable cambiar de trazadores o continuar el estudio
de su estandarizacion. Pese a estos problemas se utilizd la FTIR que permite continuar con
el estudio de las biomoléculas responsables en la adhesion entre bacterias y esporas fungicas.
Haciendo uso de espectrometria infrarroja de transformada de Fourier, se logré determinar

que los principales cambios en enlaces quimicos que ocurren durante la adhesion bacteria
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espora se debe principalmente a carbohidratos (polisacaridos) y proteinas, por lo que
posiblemente las bacterias se adhieren sobre la superficie de esporas fungicas mediante
receptores de naturaleza proteica y glucidica.
Perspectivas

Respecto al estudio de las interacciones eléctricas de doble capa implicadas en la
adhesion, se considera relevante evaluar diversas moléculas (electrolitos, tenso activos
ionicos) ademas del AICIs (ya evaluado en este trabajo) y las concentraciones adecuadas que
favorezcan la aglomeracion bacteriana sobre la superficie de esporas fungicas, con la
finalidad de ser considerado parte de la formulacion de un producto biotecnologico que
fomente el biocontrol de hongos micotoxigénicos.
Por otra parte, es relevante ampliar el conocimiento sobre el efecto de la hidrofobicidad de
la superficie bacteriana y fangica en la adhesion entre ambos microorganismos, por lo cual
se plantea un estudio de hidrofobicidad mediante el método MATH, angulo de contacto, y
técnicas en AFM.
Asi mismo es de interés continuar con el estudio de las biomoléculas membranales
implicadas en la adhesion entre bacterias-esporas fangicas, para ello se considera de interés
continuar con el estudio de co-localizacion de lipidos proteinas y polisacaridos en CLSM.
Por altimo, se considera importante verificar la persistencia en las interacciones adhesivas de
bacterias sobre esporas flingicas, después de someterse a tratamientos de degradacion
enzimatica de lipidos, proteinas, polisacaridos, con la finalidad de discernir de manera

particular que tipo de biomolécula es la responsable de la adhesion.
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9. Conclusiones generales

La presente tesis tuvo como objetivo fundamental determinar las interacciones
fisicoquimicas y ecoldgicas involucradas en los mecanismos de antagonismo de hongos
ocratoxigenicos en presencia de bacterias &cido lacticas. Para ello mediante pruebas
antagénicas en medio solido y medio liquido se demostro la capacidad y el grado de
biocontrol llevado a cabo por la bacteria Lactobacillus plantarum en contra del hongo
micotoxigénico A. carbonarius. Alcanzando un méximo de inhibicion del desarrollo micelial
de 84% utilizando un in6culo bacteriano en el orden de 5x10* cel/mL, ademés se determind
que el tipo de biocontrol llevado a cabo por las bacterias es de tipo fungistatico ya que las
bacterias demostraron capacidad de inhibir el desarrollo fungico por encima del 50% durante
5-6 dias, posterior al sexto dia el efecto antagonista decremento.

Respecto a las pruebas en medio liquido, las bacterias demostraron inhibicién de la
esporulacién al menos durante 72h.

Posteriormente, mediante el uso de técnicas avanzadas en microscopia (MEB, CLSM) se
determind el fendmeno de adhesion superficial de bacterias sobre esporas flngicas como
interaccion predominante al coexistir ambos microorganismos en un mismo habitat, este
comportamiento es considerado en literatura como antagonismo directo.

Asi mismo las bacterias demostraron capacidad para fermentar trehalosa como fuente de
carbono para la produccién de acidos organicos como: &cido L- lactico, &cido D- lactico,
acido formico, &cido acético, acido propionico y etanol. Los cuales podrian estar implicados
en el biocontrol observado. Por lo que se concluye que Lactobacillus plantarum tiene la
capacidad de utilizar de manera concomitante antagonismo de tipo directo (por su capacidad
de adhesion o contacto fisico) y mixto (por su capacidad para producir compuestos con
propiedades antifungicas) para el biocontrol del hongo micotoxigénico. Adicionalmente las
bacterias demostraron capacidad para adsorber OTA sobre su superficie, lo cual puede ser
una alternativa para disminuir la presencia de micotoxinas en alimentos y piensos.
Finalmente respecto al estudio de los mecanismos responsables de adhesion superficial de
bacterias lacticas sobre esporas fungicas evaluado mediante el uso de técnicas avanzadas en
microscopia, espectroscopia y técnicas fisicoquimicas, se puede concluir que los factores de
indole fisicoquimicos y eléctricos, no explican en su totalidad el fendmeno adhesivo de las

131



@ Raxamm S o &

ANGELICA RechErcHe rémmian rancusCONACYT

bacterias, asi mismo la rugosidad y topografia superficial de esporas no dan evidencia de ser
un factor determinante en la adhesion. Sin embargo, los factores de tipo adhesina-receptor
parecen tener relacion con el fendmeno adhesivo, ya que se pudo detectar mediante FTIR
cambios en enlaces quimicos respectivos a proteinas superficiales, polisacaridos y acidos
grasos cuando las bacterias estan adheridas sobre la superficie de la espora fungica. Por lo
que se concluye que estas biomoléculas estdn implicadas en la adhesién bacteriana sobre la

superficie de esporas fungicas.
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10. Anexo A.

Comercio internacional (exportaciones)
Las exportaciones mundiales de café, en el ciclo 2016/17, se estiman en 127.8 millones de
sacos de 60 kg., menores en 4.0% a las obtenidas en el ciclo anterior. En periodo 2007-2017
se estima un incremento promedio anual de 3.5%. Las exportaciones brasilefias de café
representan el 27% de las exportaciones mundiales, asi mismo se estima aumenten a una tasa
media anual de 3.4% del ciclo 2007/08 al ciclo 2016/17.

Los siguientes datos de volumen exportado por pais, fueron tomados de la base de datos de
ICO 2018.

BRASIL

Las exportaciones de Brasil crecieron un 24.2% a 2.33 millones de sacos en julio de 2018
VIETNAM

En julio de 2018, Las exportaciones de Vietnam alcanzaron un estimado de 2.22 millones de
sacos, un 20.7% més que en julio. 2017.

COLOMBIA

Las exportaciones de Colombia aumentaron un 7.5% a 1.08 millones de sacos en julio de
2018.

HONDURAS

En julio de 2018, Honduras exporto 0.69 millones de sacos, 10.8% menos que en julio de
2017, y las exportaciones totales en los primeros diez meses del afio de cosecha 2017/18
fueron un 2.8% mas baja.

INDONESIA

Las exportaciones de Indonesia se estima 33.6% menor, en 4.69 millones de sacos entre
octubre de 2017 y julio de 2018.

ETIOPIA

Etiopia fue el sexto mayor exportador en julio de 2018 con envios de 0.42 millones de sacos,
un 15.6% mas que en julio de 2017. Ademas, sus exportaciones de octubre de 2017 hasta
julio de 2018 crecieron 8.5% alcanzando 3.08 millones de sacos.
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Figura Anexa A 1 Principales paises exportadores a nivel mundial Fuente: Informe del mercado de café —

Agosto 2018 ICO
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Figura Anexa A 2 Estructura porcentual de las exportaciones mundiales de café. Fuente: Elaborado por cima

con datos de USDA/ Extranjero Agricola

Comercio internacional (importaciones)

Tabla Anexa A 1 Principales paises importadores de café

Mayo Mayo Cambio Octubre- Mayo
2017 2018 (%)
2016/17 2017/18 Cambio
(%)

Total 11049 11317 2.4 85049 85568 0.6
Uniodn 6906 7046 2.0 53493 55091 3.0
europea
Japén 671 714 6.4 5203 4823 -7.3
Noruega 76 55 -27.2 536 485 -9.5
Federacion 462 480 4.0 3659 3597 -1.7
rusa
Suiza 263 298 13.4 2009 2179 8.5
Tunez 28 40 42.8 385 336 -12.8
USA 2643 2683 15 19765 19057 -3.6

Fuente: © International coffee organization, Octubre 2018

-La Union Europea ocupa el primer lugar en importaciones de café. Para el ciclo 2017/18 se

estima en 55 millones de sacos de 60 kg (64% del total importado en el mundo).

-Las importaciones de Estados Unidos, segundo comprador de café en el mercado mundial,
se estiman con un crecimiento promedio anual, de 2007 a 2017 de 1.5%.
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ESTRUCTURA PORCENTUAL DE LAS IMPORTACIONES
MUNDIALES DE CAFE

USA
22%

Tunisia
0%
Switzerland
3%

European
Union
64%

Japan
6%

Figura Anexa A 3 Principales paises importadores de café.
Fuente: © International coffee organization 2018

Importancia social y econémica

Por otra parte, este producto es crucial para la economia y politica de desarrollo de paises
cuyas economias dependen del café. Por ejemplo, en Africa, el café representa la principal
fuente de ingresos para mas de 10 millones de hogares en 25 paises cafetaleros africanos.
Algunos de estos paises dependen del café como principal fuente de ingresos para su
poblacion rural y es un producto que inyecta importantes flujos econémicos mediante su
exportacién. Es un contribuyente vital a los ingresos en divisas, ademas de representar una
proporcion significativa de los ingresos fiscales y el Producto Interno Bruto de una serie de
paises en Africa, el cual es representado en la Figura Anexa A 4 (PNUD 2007).

135



@ R S K

ANGELICA RechErcHe rémmian rancusCONACYT

Cote d'Ivoire
Sierra Leone o
Cameroon
Togo
Guinea

Kenya
2010

-

-

-

e ——
Tanzania [ Smmmn =2000
Uganda S mmm—
Central African Republic 55

Rwanda

Ethiopia

Burundi

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%

Figura Anexa A 4 Porcentaje de café en el valor total de las exportaciones de todos los
productos. Fuente: © 2015 International Coffee Organization (www.ico.org)

En Meéxico el producto interno bruto (PIB) per céapita y la relacion entre la aportacion
econdmica proveniente de la comercializacion de café reflejan que esta actividad es crucial
para la economia de los productores nacionales.

El promedio nacional del PIB per cépita es de 7 555 ddlares anuales, mientras que, en los
municipios cafetaleros no supera los 3 270 ddlares. Lo anterior es una manifestacion clara de
que en los municipios cafetaleros se presentan los mayores rezagos econémicos que tienen
como consecuencia, los niveles bajos de bienestar social, es decir, dedicarse a la produccion

de café es de suma importancia para las familias dedicadas a esa actividad.
Importancia del café en el mercado bursatil

El café es uno de los articulos de consumo de mayor importancia en la bolsa de valores de
Londres y Nueva York sin embargo los precios internacionales del café han experimentado
una tendencia a la baja en los ultimos dos afios, promediando 102.41 centavos US DL/Ib en
agosto de 2018, lo que representa una caida del 20.1% en comparacion con agosto de 2017.
Esta disminucion esta vinculada principalmente a los mercados, donde factores como el tipo

de cambio y los mercados futuros, también juegan un papel importante.

Sin embargo, las exportaciones totales en julio de 2018 ascendieron a 10.11 millones de

sacos, en comparacion con 9.66 millones en julio de 2017 (ICO 2018).
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Pese a las variaciones en los precios reportadas en los ultimos dos afios, el café sigue siendo
un producto de gran relevancia en las bolsas de valores. Esto se corrobora con las estadisticas
de crecimiento del consumo de café proyectado hacia 2025 en miles de millones de sacos de
60 Kg (MM Sac. 60 Kg) presentado en la Figura Anexa A 5.

210

Estimado para el Consumo Futuro

198

187

Crec 2.5% ‘

175

163

152

Crec 1.5% Crec 2.0%

140
gV g8 g o9 g0 ® o9 00 o P oI o oI

Figura Anexa A 5 Crecimiento consumo de café (MM Sac. 60 Kg)
Fuente © 2017 International Coffee Organization (www.ico.org)
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11. Anexo B.

Preparacion de caldo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe)

Pesar 5.5 g de medio MRS y disolver en 100 mL de agua destilada.
Calentar con agitacion constante y hervir durante 1 min.

Dividir el contenido en tubos con 9 mL de caldo MRS.

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

Preparacion de Agar papa dextrosa (PDA)

Pesar 3.9 gramos de agar PDA en un matraz Erlenmeyer.

Agregar 100 mL de agua destilada.

Calentar con agitacion constante y hervir durante 1 min.

Repartir el medio en matraces Erlenmeyer con 50 mL de PDA cada uno.
Esterilizar en autoclave (121 °C, 15 min).

Preparacion de medio CYA.
Preparar agar CYA con 0.8% o medio CYA (Tablas B1 y B2)
Tabla Anexa B 1 Composicién del medio CYA 0.8%

Ingrediente Cantidad
K2HPO4 0.1g
Extracto de levadura 059
Sacarosa 39

Agar bacteriolégico 08¢
Czapek concentrado™ 1mL
Agua destilada 100 mL

Tabla Anexa B 2 Composicién del medio Czapek concentrado*

Ingrediente Cantidad
KCI 059
NaNOs3 29

Sulfato ferroso 0.01g
Sulfato de magnesio 05¢g

Agua destilada Cbp 100mL

Esterilizacion a 121°C 15min.
Vaciar 50pl de medio CYA en un portaobjetos con dos excavaciones,
Colocar un cubreobjetos de (X) en cada excavacion

Sellar el cubreobjetos sobre todo los bordes con barniz para ufias transparente.

Incubar 24,48,72 horas a 30°C
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12. Anexo C
Tabla Anexa C 1 Inhibicion (%) de crecimiento radial en funcién del tiempo
24h 48h
conc. Area  StdDev inhibicion conc. Area StdDev inhibicion
BAL % BAL %
5.00E+04 1.062 0.049 72.397 5.00E+04 3.06 0.23672 70.17
1.033 3.33
0.966 2.86
1.00E+05 1.395 0.066 60.963 1.00E+05 3.10 0.55374 66.80
1.416 3.12
1.518 4.07
1.00E+06 1.414 0.173 56.842 1.00E+06 2.81 0.18947 70.71
1.758 3.18
1.614 3.09
1.00E+07 2.493 0.169 37.391 1.00E+07 3.43 0.03305 66.45
2.292 3.49
2.158 3.48
4.00E+07 0.569 0.097 84.138 4.00E+07 2.22 0.01901 78.31
0.691 2.26
0.499 2.24
72h 96h
Conc. Area StdDev Inhibicion | Conc. Area  StdDev Inhibicion
BAL % BAL %
5.00E+0 4.10 0.1729 78.71 5.00E+0 4.891 0.5696 83.55401
4 9 4
3.76 5.533
3.91 4.397
1.00E+0 4.88 0.1456 74.39 1.00E+0 5.332 0.7510 79.46943
5 6 5 9
4.63 6.787
4.64 6.383
1.00E+0 3.95 0.9528 74.48 1.00E+0 8.218 3.7028 68.06454
6 4 6
5.77 6.775
4.38 13.78
1.00E+0 11.4 0.5463 36.93 7
7 6 8 1.00E+0 17.03 0.3163 43.39833
7 7
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111 16.67
6 4
12.2 17.30
2 5
4,00E+0 7.33 0.1919 60.46 400E+0 12.34 0.2972 58.72802
7 4 7 7
7.45 12.72
7.07 12.13
4
120 h 168 h
Conc. Area  StdDev Inhibicion Conc. Area StdDev Inhibicion
BAL % BAL %
5.00E+04 9.04 0.2553 74.87 5.00E+04 37.01 1.84348 35.35
9.40 36.20
33.49
1.00E+05 11.65 0.396 69.00 1.00E+05 31.23 6.58006 31.68
11.09 37.17
44,37
1.00E+06 13.88 1.195 59.85 1.00E+06 54.45 3.82568 9.06
15.57 47.75
47.90
1.00E+07 26.41 1.07 25.07 1.00E+07 55.31 0.96397 0
27.49 55.88
28.55 54.00
4.00E+07 18.13 0.3281 51.60 4.00E+07 47.38 0.7484 14.90
17.53 47.11
17.60 45,97
192 h
conc. Area  StdDev Inhibicion
BAL %
5.00E+04 50.77 1.20329 16.77
50.49
48.56
1.00E+05 52.68 3.05534 11.72
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56.16
50.07

1.00E+06 58.04 1.8068 5.51
57.40
54.64

1.00E+07 60.00 0.15275 0
59.90
59.70

4.00E+07 57.42 0.48754 4.85
56.53
57.32

Tabla Anexa C 2 Tabla resumen de inhibicidn (%) en funcion de concentracidn bacteriana (cel/mL) y tiempo
(dias)

Conc de
BAL tiempo en dias

(cel/mL) 1 2 3 4 5 7 8
5.00E+04 72 70 79 84 75 35 17
1.00E+05 61 67 74 79 69 32 12
1.00E+06 57 71 74 68 60 9 6
1.00E+07 37 66 37 43 25 0 0
4.00E+07 84 78 60 59 52 15 5

relacion entre variables. (tiempo, concentracion,
inhibicion %)

=

2 100

=

()

S 50 50-100

=

o 5.00E+04 - 0-50

o A

5 -3(DOE+06 , 8 = -50-0
5

Dias 4.00E+07 3 4

1 2

Figura Anexa C 1 Grafica de superficie respuesta y correlacion de las variables concentracion y tiempo sobre
inhibicion (%)
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Tabla Anexa D 1 Analisis de particulas de bacterias
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Tabla Anexa E 1 Analisis de particulas de bacterias y didmetro de esporas en medio liquido en presencia de
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15. Anexo F

Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Este dltimo equipo es una potente y versatil herramienta que mediante la interaccion de
electrones, permite visualizar y estudiar estructuras muy pequefias de muestras solidas y
conductoras con gran resolucion. Proporciona informacion morfolégica, topografica,
cristalogréfica y de composicion. Siendo muy atil para una gran variedad de aplicaciones
cientificas e industriales. EIl MEB o MEB se compone de los siguientes elementos bésicos.
Columna, cdmara del espécimen, detectores y computadora de control (Goldstein, 2003).

En la columna encontramos el cafidn de electrones que es la fuente de iluminacion. Esta
puede variar proporcionando un haz mas o menos intenso y fino en funcién del sistema
utilizado para la emision de electrones termoionicos o de emision de campo. También
encontramos el sistema Optico de lentes electromagnéticas que focaliza el haz sobre la
muestra.  Estd  formado por lentes condensadoras 'y lente  objetivo
(https://www.jeol.co.jp/en/applications/pdf/sm/sem_atoz_all.pdf). Los electrones altamente
acelerados producidos por el cafidn, se hacen converger en un fino haz que pasa a través del
sistema Gptico y mediante bobinas deflectoras situadas por encima de la lente objetivo. El
haz de electrones barre pequefias areas seleccionadas de la superficie de la muestra
(Goldstein, 2003). En la camara del espécimen es donde el haz primario de electrones
impacta sobre la muestra. Este penetra hasta una profundidad de unas pocas micras
dependiendo de la tension de aceleracion y la densidad de la muestra. Como resultado de esta
interaccion se generan diversas sefiales que son captadas por los diferentes detectores
situados segun la geometria de dispersion y en relacion al haz primario (Reimer, 1998).

El detector de electrones retrodispersados situado encima de la muestra, capta los Illamados
electrones de alta energia. Distinguiendo la variacion de la sefial causada entre otros factores
por la diferencia en el numero atomico promedio y la orientacion cristalografica. Esto
proporciona informacién adicional sobre la composicién de la superficie de la muestra
(https://www.jeol.co.jp/en/applications/pdf/sm/sem_atoz_all.pdf).

El detector de electrones secundarios, situado muy cerca y al lado de la muestra, capta la

intensidad de la radiacion superficial generada por los electrones de baja energia. Estos son
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expulsados por la interaccion del haz incidente con los electrones que forman los a&tomos de
la superficie de la muestra (http://www.ualberta.ca/~ccwj/teaching/microscopy/).

El detector de rayos X es sensible a la sefial producida por los electrones incidentes que
excitan los atomos de la muestra y provocan la emision de rayos X. La energia de esta
radiacion es caracteristica de los elementos presentes en la muestra y su intensidad es
proporcional a su concentracion relativa

(http://www.ualberta.ca/~ccwj/teaching/microscopy/).

Esto permite realizar analisis tanto cualitativos como cuantitativos y al mismo tiempo mapas
de distribucion elemental (Egerton, 2005).

Finalmente la computadora de control con su monitor. Ademas de visualizar y grabar las
imagenes, posibilita actuar de manera remota sobre todos los sistemas y dispositivos del
microscopio.

De manera resumida para el procesamiento de muestras, deberemos montarlas sobre soportes
especiales metalicos que a su vez van fijados sobre porta muestras simples o multiples. La
camara del espécimen puede mantenerse en alto vacio o en condiciones de bajo vacio, segin
el tiempo de preparacion.

Algunas muestras bioldgicas pueden requerir una deshidratacion y fijacién previas, En caso
de tratarse de muestras no conductoras como lo son la mayoria de las muestras bioldgicas, es
necesario hacer pasos adicionales al procesamiento de muestras, esto implica un
recubrimiento metélico o de carbén muy delgado en funcion del tipo de muestra y del analisis
que se pretenda realizar.

Dentro de la cAmara la muestra queda situada justo debajo de la pieza polar del lente objetivo,
alli puede girarse y desplazarse en todas las direcciones para una mejor observacion y
analisis. Alrededor de la muestra estan dispuestos los diferentes detectores para captar la
radiacion generada por la interaccion del haz con la muestra para poder adquirir la imagen o

el espectro de la zona de interés (Clarke, 2002).

Potencial Z (PZ).
Estas fuerzas y la adhesion de los microorganismos a varias interfaces han sido explicadas
comunmente por la clasica teoria de la estabilidad coloidal de Derjaguin-Landau-Verwey-

Overbeek (DLVO). La teoria ha tenido aplicaciones como un modelo cualitativo, pero
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también en ocasiones ha sido utilizada de forma cuantitativa para calcular los cambios de
energia libres de adherencias implicados en la adhesién microbiana.

Inicialmente el estudio de las interacciones eléctricas de doble capa (interfacial) implicadas
en la adhesion bacteriana a superficies implica el estudio de potencial Z o carga superficial
de los coloides (microorganismos), y es importante tener presente que existen varios
potenciales de coloide (Arboleda, 1981), los principales son 3 (Figura Anexa F1), y son
descritos a continuacion:

1.- Potencial g: es el potencial que existe en la superficie del coloide, también es conocido
como potencial de Nernst.

2.- Potencial ®@: existe en el interior de la doble capa, donde empieza la parte difusa.

3.- Potencial Z ({): este potencial existe en el plano de cizalla y que es el que se describira

con mas detalle.

El plano de cizalla es considerado como una seccion de la capa que se mueve con la particula
formando parte integral de ella, también es la seccién que separa a la particula de estudio o
coloide del resto de la dispersion. Como no se pueden separar el coloide de los contra iones
que lo rodean, el Unico potencial que se puede determinar con mas o menos precision es el

potencial Z, es decir el potencial en la superficie del plano de cizalla.

146

=

&



ANGELICA

Fuerza
Repulsio’n

Atraccion

N

N\
\\)/'Superﬁr:ie exterior

de la doble capa

Plano de cizalla \
/ Supe_i_ﬂc:e de lo fose sdlida  \
=~ Particula electronegativa \\

Limite de la capa adherida

I +
|

- /

capo difuso o de Gouy

Mayar porie

/

Plano de cizalla /

|
|
i >/
|
|

Potencial zeta /

|
I
|
|
Capo aclh.oridn 0 de Stern ! :
|
|
|
|
|
I
f
|
|

de la solucign

I
|
!
|

Fuerza repulsiva electrocinetice |

Barrera de emrqfq

Distancio desde la superficie de la particula
|

o
P

Distancio o lo cual se empieza a producir la floculacidn

o Fuerza |! resultante

~ ™ Fuerzg atractiva Van der Waals

Distancia entre los superficies

Figura Anexa F 1 Representacion gréfica de los diferentes potenciales
y capas pertenecientes al sistema eléctrico coloidal. Fuente: Arboleda,

J. (1981)

Modelo de la doble capa

R

AGENCE
NATION ALE

b K

RE ( HFP( HE REvuan\J[ FL\NC ]S[CONACYT

Se usa el modelo de la doble capa para esquematizar la atmdsfera ionica existente en la

proximidad del coloide y para explicar como actdan las fuerzas eléctricas de repulsion.

La fuerza atractiva que puede presentar un coloide negativo hacia algunos iones positivos

provoca que se forme una rigida capa alrededor de la superficie del coloide; esta capa de

contra-iones (ion positivo) es conocida como la capa de Stern (Figura Anexa F2). Seguido a

la capa de Stern otros iones positivos adicionales son todavia atraidos por la fuerza del

coloide negativo, pero estos son ahora rechazados, asi como por otros iones positivos que
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intentan acercarse al coloide. Este equilibrio dinamico entre cargas resulta en la formacion
de una capa conocida como capa difusa de contra-iones y que es la que se puede estudiar mas
ampliamente (http://www.zeta-meter.com/). Se sabe que los contra-iones se concentran sobre
la superficie del coloide, seguidamente va disminuyendo gradualmente con la distancia del
centro del coloide y la del sistema, hasta que se alcanza un equilibrio dinamico entre iones

positivos y negativos en el seno de la disolucion (Figura Anexa F2).

Contra-lon PoOSItiVO  =—
Co-lon Negativo

C
(%)
©

Coloide Altamente

Negativo oy
Q © =
Capa de Stern =Y L] -
Q. oe © °
c Dif
apa Difusa 2 _.4 ° =Y o

lones en Equilibrio :
con Solucién —[
Figura Anexa F 2 Modelo de la doble capa que esquematizar la

atmosfera idnica existente en la proximidad del coloide. Fuente:
http://www.zeta-meter.com/

Por ultimo, es importante considerar que el coloide negativo y su atmosfera cargada
positivamente producen un potencial eléctrico relativo a la solucién. Este tiene un valor
maximo en la superficie y disminuye gradualmente con la distancia, aproximandose a cero
fuera de la capa difusa.

Un punto de particular interés para el estudio electroquimico de los coloides es el potencial
donde se unen la capa difusa y la de Stern. Este potencial es conocido como el potencial Z,
el cual es importante porque puede ser medido de una manera facil, ya que la carga de la
superficie del colide y su potencial no pueden ser medidos con facilidad.

El potencial Z puede ser una manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide
puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de
repulsion/atraccion entre los coloides.

La teoria DLVO es una teoria que explica el comportamiento de los coloides en suspension.
Esta teoria se basa en el estudio del equilibrio entre las fuerzas repulsivas causadas por cargas
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eléctricas de superficies y fuerzas atractivas tipo van der Waals y explica por qué algunos
coloides se aglomeran mientras que otros no lo hacen (www.zeta-meter.com).

Cuando se busca tener suspensiones inestables, es decir se busca una aglomeracion entre
particulas, el estudio de la repulsion electrostatica llega a ser importante, ya que cuando los
coloides se aproximan la doble capa interfiere en este acercamiento, por lo que ocurre un
fendmeno repulsivo debido a cargas. Se requiere energia para sobrepasar esta repulsion y
forzar la union entre las particulas, lo cual puede ser un tema de utilidad para fomentar el
contacto entre las bacterias lacticas y las esporas, para ello el uso de la teoria de estabilidad
de coloides nos ayuda a conocer mediante una curva de repulsion electrostatica cual es la
cantidad de energia que hay que vencer para que las particulas puedan ser forzadas a juntarse.
La teoria de estabilidad de coloides “DLVO” se basa en ¢l estudio de las fuerzas de atraccién
de van der Waals y la curva de repulsion electrostatica: la combinacion de ambas curvas
energéticas es llamada la energia neta de interaccién. A cada distancia el pequefio valor se
resta del mayor valor para dar la energia neta. El valor neto se representa arriba en la gréfica
si es repulsivo o abajo si es atractivo, y asi se forma la curva (Figura Anexa F3). Sin embargo,

se sabe que la curva de interaccion neta cambia siempre.
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moleculares en coloides. Fuente:
http://www.zeta-meter.com/

Dependiendo de nuestro proposito, es posible alterar el entorno del coloide para aumentar o
disminuir la barrera energética y como consecuencia, aumentar o disminuir la aglomeracion.
Varios métodos pueden ser usados para este propdsito, tales como cambios en la atmosfera
ionica, el pH o agregando compuestos activos para afectar directamente la carga del coloide

(Trefalt, Szilagyi, Borkovec, 2013).

Microscopia de Fuerzas Atomicas (MFA).

Esta Gltima herramienta proporciona informacion directa con resolucion lateral a escala
nanométrica, por lo que proporciona gran cantidad de informacion de la superficie evaluada.
Esta técnica de imagenes de superficie, inventada en 1986 (Binnig et al., 1986), consta
basicamente de una cabeza Optica que permite detectar la deflexion del cantiléver causada
por la topografia de la muestra. La muestra a estudiar se encuentra sobre una superficie plana
denominada piezotubo y permite el movimiento de la muestra para realizar barridos de toda
su superficie. La cabeza de un microscopio de fuerzas atdbmicas consiste de un bloque optico

y de una base, ejemplificado en la figura siguiente
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La muestra es montada sobre el piezotubo el cual permite estudiar la superficie de la muestra

en todas direcciones. El bloque dptico contiene una ventana en la parte superior, un diodo

laser, espejos y el foto detector (Diaz, 2011).

Bajo esta configuracion, el haz del diodo laser que emite variaciones dependiendo del

movimiento del cantiléver, refleja la luz desde la punta del cantiléver hasta el fotodetector

quien posteriormente envia la sefial a un ordenador el cual traduce la sefial y la convierte en

informacion e iméagenes.

Dos de los modos de trabajo mas utilizados son. Modo contacto (Figura Anexa F5): En el

cual la muestra entra en contacto con la punta y como consecuencia el cantiléver sufre una

deformacion. Esta técnica permite obtener dos tipos de iméagenes, topogréaficas y de

deflexion, en las imagenes topogréaficas se obtienen variaciones locales de alturas de los

valles presentados en la muestra, mientras que en las imagenes de deflexion se registran los

cambios aunados a la deflexion del cantiléver mientras que la altura de escaneo se mantiene

constante.
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Figura Anexa F 5 Esquema
representando el escaneo de la punta
del MFA sobre una superficie.
Fuente: Carolina Diaz 2011

Modo intermitente: En el caso del MFA en modo intermitente, la punta del cantiléver genera
vibraciones verticales las cuales oscilan a una frecuencia de resonancia constante. Cuando la
muestra se aproxima a la punta vibrante, ésta entra en contacto intermitente y como
consecuencia genera una alteracion de la amplitud vibracional (Diaz 2011). La disminucién
o la variacion de la amplitud son utilizadas para la realimentacion al sistema de deteccion, el
cual permite traducir estas sefiales en informacion e iméagenes superficiales sin la necesidad
de existir un contacto con la muestra.

En este modo de operacion, la fuerza ejercida entre la interaccion punta-muestra es minima
lo cual ayuda a que las superficies blandas sean menos modificadas, es decir este modo de
trabajo ayuda a no dafiar o modificar las propiedades superficiales de muestras blandas, ya
que el corto tiempo de contacto punta-muestra evita la modificacion de la superficie (Figura

Anexa F6).
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Figura Anexa F 6 Representacion
de MFA en modo contacto y MFA en
modo intermitente (Tapping) de una
muestra esférica blanda.

Fuente: Carolina Diaz 2011

En las Gltimas décadas, herramientas en microscopia avanzada como las microscopias de
barrido de sonda (SPMs), se han transformado en herramientas esenciales para la
caracterizacion de superficies de materiales. Las principales herramientas utilizadas son la
microscopia de barrido de efecto tinel (STM) y la microscopia de fuerzas atdbmicas (MFA),
ambas herramientas permiten visualizar la materia a nivel atdbmico por lo que sus aplicaciones
han incrementado considerablemente.

Ademas de la potente resolucién asociada a la microscopia de barrido de sonda estas poseen
una de las principales ventajas respecto a otras técnicas de caracterizacion superficial a nivel
micro y manomeétrico, por ejemplo comparandose con microscopia electronica de barrido
MEB), y microscopia electronica de transmision (MET, las SPMs son técnicas no
destructivas que pueden operar en ambientes ubicuos (aire, vacio, bajo atmoésfera de
nitrégeno o argoén, en medio liquido acuoso, etc), ademas otorga una facil preparacion de
muestras ya que incluso en ocasiones no hace falta ningin tratamiento especial de la muestra
para poder realizar el andlisis. Estas caracteristicas confieren la ventaja de estudiar las
muestras en su ambiente nativo. Lo cual es una gran ventaja frente a otras técnicas en las que

se requiere, por ejemplo, fijar y deshidratar la muestra, trabajar en vacio, etc. Hecho que pone
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de manifiesto su gran potencial para investigar muestras bioldgicas en un rango que se
extiende desde células hasta moléculas Unicas, tales como ADN o gran variedad de proteinas.
La versatilidad del microscopio de fuerzas atbmicas nos permite obtener, tanto medidas de
rugosidad superficial (microscopio interferométrico y MFA), como la altura de valles o capas
y la distribucion de estructuras en la superficie estudiada (Meyer, 1992). También permite la
medida cuantitativa de diferentes propiedades de los materiales, como, por ejemplo, la
respuesta mecanica bajo fuerzas de compresién con resolucion en el rango de los
piconewtons (modo Espectroscopia de Fuerzas), la deteccion de cargas estaticas superficiales
(modo Potencial de Superficie SPFM), la deteccion y presencia de dominios magnéticos
(modo MFM), entre otras funciones més, se puede encontrar mas informacion sobre los
principios de MFA y sobre los diferentes modos de operacion en la literatura (Meyer, 1992;
Bonnell, 1993; Wiesendanger, 1994; Guntherodt et al., 1995; Magonov y Whangbo, 1996;
Leggett, 1997).

Microscopia de Barrido Laser Confocal (CLSM).

Otra herramienta utilizada para evaluar las propiedades adhesivas de bacterias, consiste en el
uso del (CLSM), el cual combina el microscopio de fluorescencia con imagen electrénica y
puntos de luz suministrados por laser dirigido al espécimen en particular para obtener
imagenes tridimensionales (Cooper, G. 1997).
Este microscopio ha presentado un nimero creciente de aplicaciones en biologia celular. Que
se basan en imagenes de células y tejidos tanto fijos como vivos. De hecho, la tecnologia
confocal ha demostrado ser uno de los avances mas importantes jamas alcanzados en
microscopia optica.
Los componentes fundamentales de este microscopio consisten en:
-Fuente luminosa: Luz amplificada por emision estimulada de radiacion laser
-Espejo dicroico: Refleja totalmente la luz que incide con un angulo de cerca de 45°.
El término dicroico proviene de dicroismo del griego dichromatismés y es la
propiedad de presentar de manera alternativa dos coloraciones segun la direccion de
los rayos de luz incidentes.
-Ranura detectora Pinhole: Esta ranura s6lo permite el paso de la luz reflejada por el
plano focal.
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-Lente objetivo: Permite enfocar el rayo de luz reflejado por el espejo dicroico hacia
el plano focal de la muestra.

-Detector. Recibe el haz de luz y genera una imagen (https://histoptica.com/microscopio-
confocal-o-laser-de-barrido/.)

La Figura Anexa F7 muestra los componentes y el modo de operacion basico del

microscopio de barrido laser confocal.

] detector ]
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A optical
excitation filter

0 , _ dichroic
excitation mirror

reflection

> objective
\l?‘ lens

specimen fluorescence
a
Figura Anexa F 7 Imagen A: Representaciones de barrido laser confocal, propiedades de
reflexion de luz. Imagen B: Espejo dicroico y objetivo que excitan el tinte fluorescente en el

espécimen. Imagen C: La luz fluorescente emitida. Fuente: https://histoptica.com/microscopio-
confocal-o-laser-de-barrido/

Uno de los principios de funcionamiento del equipo se basa en el fendmeno fisico de la
fluorescencia. La fluorescencia es un fendmeno de procesos luminiscentes que se basa en la
capacidad que tiene una sustancia susceptible para absorber luz, y como consecuencia liberar
fotones de estados excitados electrénicamente después de un tiempo determinado (Figura
Anexa F8). Los procesos fotoluminiscentes se subdividen en fluorescencia y fosforescencia,
los cuales son procesos que se generan a traves de la excitacion que es inducida mediante
mecanismos fisicos, mecanicos o quimicos (Ishikawa-Ankerhold, Ankerhold y Drummen,
2012).
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Figura Anexa F 8 Principio de fluorescencia, modelo clasico de Bohr. La absorcion de un cuanto de luz
(azul) hace que un electrén se mueva a una Orbita de mayor energia "estado excitado™ durante un tiempo

determinado, cuando el electron vuelve a su drbita original y el fluorocromo disipa el exceso de energia
emitiendo un foton (verde). Fuente: Ishikawa-Ankerhold, Ankerhold, Drummen, (2012)

Los compuestos que muestran propiedades fluorescentes generalmente se denominan sondas
o tintes fluorescentes y, de hecho, el término "fluorocromo™ es el més apropiado.

A menudo, “fluorocromo” y “fluor6éforo” se usan de manera indiscriminada. Sin embargo es
importante hacer una distincién entre uno y otro, ya que el término fluoréforo se refiere a
moléculas que se conjugan covalentemente o por adsorcion a macromoléculas bioldgicas,
como &cidos nucleicos, lipidos o proteinas mientras que los fluorocromos se conjugan con
moléculas organicas (colorantes), iones inorganicos (p . Ej., lones lantanidos como Eu, Tb,
Yb, etc.), proteinas fluorescentes (p. Ej., Proteina fluorescente verde) y atomos como el

mercurio gaseoso (Phillips 2010).
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Figura Anexa F 9 Imagen (A), sistema de deteccion Excitacion/Emision.
Imagen (B) Excitacion de un solo fotdn. Fuente: Ishikawa-Ankerhold,
Ankerhold, Drummen, (2012)
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La imagen anterior, Imagen (A) muestra la luz emitida o fluorescencia, la cual es detectada
a través del objetivo del microscopio confocal. Imagen (B) Diagrama de Jabtonski: un
electrén que abandona el estado fundamental GS 0 (singlete electronico) cuando se absorbe
un cuanto de luz (un solo foton) y se desplaza a un estado excitado mas alto, se relaja
rapidamente a un estado excitado vibracional mas bajo (linea naranja) y por lo tanto pierde
energia. Cuando regresa al estado fundamental, disipa la energia restante emitiendo un foton
con una longitud de onda mas larga, es decir emision de fluorescencia. Se muestran los giros
de los electrones en los estados singletes (giros antiparalelos pareados 0 no apareados) en
comparacion con el estado triplete (giro no apareado, paralelo). Se dice que el cruce entre

sistemas de ES 1 — ET 1 requiere conversion por giro.

Para lograr que el equipo pueda detectar la emision de luz correspondiente a cada fluoroforo
o fluorocromo es necesario usar fuentes poderosas para excitar las muestras (Figura Anexa
F9, imagen A). Se utiliza cominmente un haz de luz proveniente de un rayo laser que se hace
pasar a través del pinhole, posteriormente el haz se canaliza a través del lente objetivo el cual
ayuda a enfocar la muestra. La luz emitida por la muestra (Figura Anexa F9, imagen B) es
filtrada mediante el pinhole que no permite el paso de la fluorescencia originada por los
planos fuera de foco entonces sélo la luz del plano focal es la que podra ser recibida por el
lente objetivo, por lo que sera la Gnica que llegue al detector. Inicialmente este tipo de técnica
permitia observar claramente un sélo punto por lo cual fue necesario hacer un barrido de la
muestra, esto implica un mayor tiempo para obtener una imagen completa.

Wilson, (1984); White, (1987) mencionan que para acelerar la velocidad de obtencion de la
imagen se utilizan espejos que oscilan sobre la muestra, esto ayuda a que el haz de luz recorra
rapidamente sobre la superficie de la muestra. Estos espejos permiten construir la imagen en
menos de 1 segundo. Otros equipos utilizan un sistema que permite obtener informacion de
la muestra mediante lineas en lugar de puntos, esto se basa en el uso de rendijas las cuales
aceleran el proceso de barrido (Figura Anexa F10). Actualmente estos microscopios se
complementan con el procesamiento digital de imagenes dando como resultado la

construccion tridimensional de las muestras (Lichtman, 1994).
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Figura Anexa F 10 Obtencion de imagen "barrido” de
muestras en microscopia confocal
Fuente: www.olympus-lifescience.com

Existen varias técnicas 0 modos de trabajo de este equipo, los mas utilizados son: La
recuperacion de fluorescencia después del blanqueo fotoeléctrico (FRAP), la pérdida de
fluorescencia relacionada en el fotodecoloramiento (FLIP), la localizacién de la
fluorescencia después del blanqueo fotoeléctrico (FLAP), Transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia o Forster (FRET) y las diferentes formas de medir FRET, como
el blanqueador aceptor, la emision sensibilizada, la anisotropia de polarizacién y la
microscopia de imagen de vida de fluorescencia (FLIM) (Ishikawa-Ankerhold, Ankerhold,
y Drummen, 2012). Sin embargo existe otra técnica de estudio que es de suma importancia
para este estudio particular. El analisis cuantitativo de co-localizacion (QCA) es un método
para estimar el grado de colocalizacién de antigenos en imagenes de microscopia de
inmunofluorescencia confocal multicolor. La co-localizacion se observa cuando se tifien dos
0 mas antigenos en la misma seccion, marcados por los anticuerpos correspondientes con
diferentes espectros de excitacion y emision, por lo tanto, se visualizan en diferentes colores,
se superponen. Aunque la co-localizacién es una mera coexistencia de moléculas en una
ubicacion fisica muy cercana, puede proporcionar pistas valiosas que aclaran sus
caracteristicas comunes. Sin embargo, la aplicabilidad cientifica de la co-localizacion
observada en si misma es limitada porque el ojo la percibe de manera diferente y, por lo tanto,

con frecuencia puede ser engafiosa (Zinchuk y Zinchuk, 2008), por lo que es necesario
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realizar un estudio cuantitativo con ayuda de un software especializado que calcule una serie
de coeficientes de co-localizacion para comprender en detalle la co-localizacion observada,
o incluso realizar un estudio de espectros de emisidn para comprobar el fenémeno de co-

localizacion.

FTIR
Como ultima herramienta con capacidad de proporcionar informacion para identificar un

compuesto e investigar la composicion de una muestra, se utilizé FTIR, cuyo particular
interés consiste en identificar los cambios en enlaces quimicos implicados en la adhesion
bacteriana sobre la superficie flngica, este equipo trabaja con la parte infrarroja del espectro

electromagnético como se muestra en la siguiente Figura.

'\ \% 151ble \
o N ! R §
'e Rayos X )' Infrarrojo \/,
N1 N v
. K Ultravioleta > :
</Rayos gama ' 3 ] e Microonda > >
" I L/ Radiaci6n térmica -
1 E Vi
1 1 04 "
| | 1 | | II I | 1 1 |
10- 104 103 102 10! 10! 102 103 104
/. um

Figura Anexa F 11 Espectro electromagnético y longitudes de onda respectivas a cada region.
Fuente: https://ciatej.mx/files/divulgacion/divulgacion_5a43b7c09fdcl

FT-IR cubre un conjunto de técnicas, siendo la mas comdn una forma de espectroscopia de
absorcion. La radiacion infrarroja se encuentra en el intervalo de 13000 y 10 cm™ o, entre
0.77 y 1000 pm. El espectro infrarrojo se clasifica en tres intervalos (Mondragon 2017;
Quinteiro, 2000): infrarrojo cercano (2.5 a 1 um), infrarrojo medio (25 a 2.5 pum) e infrarrojo
lejano (100 a 25 pm) (Figura Anexa F12), ésta clasificacion se basa en las diversas
aplicaciones que ofrece la espectroscopia infrarroja, sin embargo el infrarrojo medio
representa la longitud a la cual se presentan las vibraciones moleculares primarias y es donde
se han encontrado las principales aplicaciones fundamentales, por lo cual en este trabajo se

utiliza este intervalo como zona de interés.
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Figura Anexa F 12 Subdivisiones del espectro infrarrojo. Fuente: Priego, (2017)

La espectroscopia es el estudio de la interaccién entre la radiacién electromagnética, con la
debida absorcidn y emision de energia radiante de la materia estudiada. El resultado de la
interaccidn proporciona informacion Gtil sobre la sustancia involucrada.

La radiacion electromagnética puede interaccionar con la materia de diversas formas por
ejemplo reflectandose sobre la muestra, absorbiéndose o transmitiéndose, incluso la
radiacion electromagnética, puede provocar cambios a nivel atbmico y a nivel molecular
(Costa 2005).

Por ejemplo a nivel atomico los fotones incidentes pueden excitar a los electrones de los
atomos de la muestra, Costa (2005) menciona que en mecéanica cuantica un estado excitado
de un sistema (como un electrén, nicleo atdmico, atomo, o molécula) es cualquier estado
cuantico metaestable, que goza de una mayor energia que el estado fundamental es decir,
mas energia que el minimo absoluto el cual en este caso puede tratarse de la radiacion
infrarroja sobre la muestra, posteriormente la energia decae espontdneamente hacia el estado
fundamental del sistema, como consecuencia cuando vuelven de su estado excitado a su
estado basal, se emite energia en forma de luz.

La radiacion electromagnética puede ser absorbida por las moléculas de la muestra
provocando una excitacion que puede ser de varios tipos: electronica, rotacional, vibracional
0 con orientacion (Mondragén, 2017). Para que se produzca una vibracion en una molécula
al incidir sobre ella un haz de energia infrarroja es necesario la presencia de momentos
dipolares (Peter-Atkins, 2009). Si el momento dipolar es nulo no hay absorcién de energia
infrarroja, caso contrario con solo existir un cambio en el momento dipolo, habra absorcion

de energia infrarroja.
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En funcion al tipo de vibracion se han descrito mas de 6 modos vibraciones que ocurren
dependiendo de las relaciones especificas con otros grupos adjuntos, por ejemplo hay
vibraciones de tension o de estiramiento y de flexiéon o bandeo (Mondragén, 2017).

Por lo tanto, una molécula, cuando se expone a la radiacion producida por la emision térmica
de una fuente caliente (una fuente de energia IR), absorbe solo en las frecuencias
correspondientes a sus modos moleculares de vibracion en la region del espectro
electromagnético entre visible (rojo) y Ondas cortas (microondas) (Margarita, y Quinteiro,
2000). Estos cambios en el movimiento vibratorio dan lugar a bandas en el espectro
vibratorio; Cada banda espectral se caracteriza por su frecuencia y amplitud (Sacksteder y
Barry, 2001).

El interferograma es el nombre del formato de la sefial adquirida por un espectrometro de
infrarrojo y es una sefial compleja para poder ser analizada. Sin embargo, este formato puede
ser trasladado a lo que se conoce como un espectro de infrarrojo, por medio de un algoritmo
Ilamado transformada de Fourier, el cual fue desarrollado en el afio de 1965, y desde ese
entonces hasta la fecha con el desarrollo de los sistemas computacionales (hardware y
software) ha sido la fuerza impulsora para la amplia aplicacion de los espectrometros de
infrarrojo (Margarita y Quinteiro 2000; Naumann et al., 1991; Dilek et al. 2009). La regién
del espectro situada entre 4000 y 1400 cm™ (region de grupo funcional), es de gran utilidad
para la identificacion de la mayoria de los grupos funcionales presentes en las moléculas
organicas. Las absorciones que aparecen en esta zona, provienen fundamentalmente de las
vibraciones de estiramiento. La zona situada entre 1400 y 600 cm-1 (zona de huella dactilar),
es por lo general, compleja, debido a que en ella aparece una combinacion de vibraciones de
alargamiento, asi como de flexion (Smith, 2011). Cada compuesto tiene una absorcion
caracteristica en esta region, por esta razon a esta parte del espectro se denomina como la
region de las huellas dactilares (Naumann, 1998).

El espectro de infrarrojo es un dibujo compuesto por bandas o picos, en donde en el eje de
las abscisas (o de las X) estan representados todos los valores del intervalo de longitud de
onda del infrarrojo medio, ya sea en nimero de onda (cm™) o de longitud de onda
(nandmetros). Mientras que en el eje de las ordenadas (o de las Y) estan representados los
valores de la intensidad de absorcion o transmision. Cada pico en un espectro de infrarrojo

representa un especifico tipo de vibracion. Por lo tanto, se puede decir que el espectro es una
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representacion de los estados excitados producidos al hacer un barrido en todo el intervalo

de longitudes de onda en el infrarrojo medio.

16. Anexo G

Presentacion en congresos.
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Resumen

El objetivo de este trabajo es limitar el desarrollo del hongo Aspergillus carbonarius y la
produccién 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 determind que tipo de interaccion
presentan ambos microorganismos al estar en un mismo hébitat, utilizando microscopia de
campo claro se encontrd que la interaccion predominante es la adhesion bacteriana sobre la
superficie de la espora fungica, este fendmeno inhibe la germinacion de la espora flngica.
Por otra parte, se estudio el potencial Z de ambos microorganismos para determinar si la
adhesion se da por un fenémeno 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 adhesion no se explica
por un fendmeno electroquimico. Considerando la teoria DLVO se evalu0 el efecto de AICIs
0.007M para alterar la fuerza ionica del medio y asi modificar la carga superficial de los
microorganismos a valores positivos, el resultado fue que al agregar AICIs 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 atraccién electroquimica entre ambos microorganismos
para fomentar el biocontrol del hongo micotoxigénico. Otro mecanismo de adhesién es por
adhesinas que seré analizado con microscopia confocal, pero como primer paso se comprob6
que los blancos (medios de cultivo y microorganismos) no autoflorescen.

Introduccion

En la actualidad méas 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 que el café es considerado un producto de gran importancia en el comercio mundial.

Sin embargo, durante mas de 50 afios se han detectado la presencia de micotoxinas
producidas por microorganismos del genero Aspergillus, que contaminan, diversos
alimentos, no solo el café. El problemas se agrava en el procesamiento por via seca [1]. Las
micotoxinas estan, asociadas a diversos trastornos de tipo neurotoxico, genotoxico,
teratogénico, nefrotoxico, entre otras [2], por lo que, es considerado un problema de salud
publica. 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]
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Metodologia

Para el estudio de interaccion 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, posteriormente se visualizd en un microscopio
Optico OLYMPUS modelo BX40F4. 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 6000 rpm durante 5 min a 4°C retirando
el medio por decantacion. Posteriormente, se resuspendieron los microorganismos en los
buffers a estudiar, seguidamente se llevo a cabo la lectura en el equipo Zetasizer nano series
(nano-ZS). Para la evaluacion del efecto de AlCI30.007M se utilizo la misma técnica con la
Unica diferencia que al retirar el medio de cultivo se volvido a resuspender los
microorganismos en la solucion de AICIs 0.007M. 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 anaerobias. Posteriormente, las muestras fueron visualizadas
usando microscopia confocal.

Resultados

La Figura 1 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. De igual manera se muestra
el efecto del electrolito AICI3 sobre la carga superficial de los microorganismos, se observa
un cambio en la carga superficial de ambos microorganismos pasando de valores negativos
a positivos.

La Figura 2, muestra las micrografias realizadas con microscopia confocal a 3 diferentes
longitudes de onda de excitacion y emision. Se observa que ningin microorganismo presenta
auto florescencia. Lo cual sugiere que esta técnica sera muy Gtil para evaluar las interacciones
bacteria hongo filamentoso.

POTENCIALZ Bacteria

acido

X lactica
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Laser azul C.claro verde
Figura 1. Potencial Z en funcion del pH y el efecto del Figura 2. Micrografias de microscopia confocal y campo claro
AICI3 sobre el potencial Z de bacterias lacticas y hongos micotoxigénicos evaluando el

efecto de autoflorescencia.

Conclusiones

La carga superficial de ambos microorganismos es negativa y esto no explica la adhesion por
fendmeno electroquimico, el electrolito AICI;0.007M es efectivo para modificar el potencial
Z a valores positivos.
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Ningun 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.
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Resumen

El objetivo de este trabajo es estudiar en parte, los mecanismos para limitar el desarrollo de
Aspergillus carbonarius y su produccién de ocratoxina A en cereza de café, con bacterias
lacticas. Para este propdsito, se estudié la interaccidon entre ambos microorganismos mediante
microscopia electrénica de barrido y se encontr6 que las bacterias se adhieren sobre la
superficie de las esporas con la consecuente inhibicion de su germinacion. Para explicar en
parte los mecanismos involucrados en este fendmeno, se utilizé la microscopia de fuerzas
atébmicas que permitié determinar la rugosidad superficial (Ra = 54.06-153.71 nm) de las
esporas de Aspergillus carbonarius. Este fendmeno de adhesion también puede ser explicado
mediante la interaccion con moléculas especificas, por lo que se realiz6 un estudio de
caracterizacion quimica superficial, al estar en contacto ambos microorganismos, por
espectroscopia infrarroja para determinar las biomoléculas que participan en la adhesion
pueden ser proteinas, polisacaridos y lipidos principalmente. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo aportan informacion para explicar en parte lo que sucede en 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. Mas del 90% de la produccion de café tiene lugar en los paises en
desarrollo, en su mayoria de América del Sur [1], por lo que el café es considerado un
producto de gran importancia en el comercio mundial. Sin embargo, durante mas de 50 afios
se han detectado la presencia de micotoxinas producidas por microorganismos del género
Aspergillus, que contaminan, diversos alimentos, no solo el café. En este Gltimo, la presencia
de ocratoxina A (OTA), el problema se agrava en el procesamiento por via seca o0 natural [2].
Las micotoxinas, como la OTA, estan, asociadas a diversos trastornos de tipo neurotéxico,
genotoxico, teratogénico, nefrotdxico, entre otras [3], por ello, su presencia en alimentos es
considerada un problema de salud pablica. 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, capaces de limitar el desarrollo del hongo micotoxigénico y la produccion de la
OTA [4]

Metodologia
El estudio de rugosidad en microscopia de fuerzas atdbmicas (AFM) se utilizaron esporas de
A. carbonarius las cuales fueron fijadas con glutaraldehido durante 24 h y se lavaron con
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amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Posteriormente se adiciono tetradxido de osmio como
ultimo fijador y se realiz6 una deshidratacion celular con concentraciones crecientes de
etanol (30-100%), posteriormente las células deshidratadas se colocaron en capsulas de
celulosa, para su posterior secado con CO> al punto critico. Una vez secas las esporas fueron
adheridas con ayuda de cinta doble carbon a un porta muestras de 25 mm tipo PIN y se
recubrid con oro 60s x 4 tiempos, y se analiz6 en AFM modo tapping. Para la preparacion de
muestras en espectroscopia infrarroja se cultivaron las bacterias lacticas en medio MRS
durante 24 h y las esporas de A.carbonarius en medio PDA durante 7 dias, ambos a 30°C.
Posteriormente se prepard un co-cultivo de bacterias lacticas (1x107 cel/ml) y esporas (1x10°
esp/ml) en solucion isotonica estéril. Se agregd 0.5-1ml del co-cultivo en portaobjetos de
25.4 x 76.2mm, se dejo secar el liquido a temperatura ambiente durante 24, posteriormente
se realizd el analisis en infrarrojo a longitud de onda media (1500-4000 cm™).

Resultados

Los parametros de rugosidad estimados donde Ra= 54nm (promedio aritmético de los valores
absolutos de las alturas) y Rrms =72nm (promedio de las desviaciones cuadréaticas respecto
a la altura media) representan la rugosidad superficial respectiva a la superficie de esporas
fangicas determinado en AFM. La Figura 1 muestra el espectrograma caracteristico de la
composicion quimica superficial de bacterias, lacticas, esporas fungicas y la interaccion
bacteria-espora, analizadas en la region media del espectro infrarrojo. La Figura 2, representa
el andlisis de componentes prmupales de los espectros infrarrojos estudiados
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Figura 1. Espectrograma IR de esporas Figura 2. Analisis de componentes principales (PCA)
espiculadas, bacterias lacticas, y bacterias de espectrogramas IR
adheridas sobre esporas espiculadas

Conclusiones

La rugosidad superficial de las esporas se estimé como Ra = 54 , se considera que es una
superficie rugosa que puede favorecer la aglomeracion bacteriana; sin embargo las
propiedades de la célula bacteriana juegan un papel fundamental en la adhesién y de ellas
depende que el anclaje sea reversible o irreversible y esto es de suma importancia ya que de
esto depende el biocontrol, es asi que con ayuda de espectroscopia infrarroja se pudo detectar
cambios en enlaces quimicos respectivos a proteinas superficiales, polisacaridos y acidos
grasos cuando las bacterias estdn adheridas sobre la superficie de la espora fungica. Estos
resultados son apoyados mediante el analisis de componentes principales, lo que implica que
estas moléculas estan implicadas en la adhesion superficial entre ambos microrganismos, por
lo que esta informacidn puede ayudar a determinar el mecanismo antagénico que llevan a
cabo las bacterias y contribuir a generar una solucion tecnoldgica.
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ANALISIS DE LAS

INTERACCIONES FISICOQUIMICAS En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas

Y ECOLOGICAS EN LOS del dia 17 del mes de julioc del afio 2019 en la Unidad
MECANISMOS DE ANTAGONISMO Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, 1los

ENTRE HONGOS OCRATOXIGENICOS suscritos miembros del jurado: P
PRESENTES EN CEREZAS DE CAFE

Y BACTERIAS ACIDO LACTICAS. DRA. GABRIELA MARIANA RODRIGUEZ SERRANO

MTRO. ROBERTO CARLOCS LAZZARINI LECHUGA
DRA. ISABELLE GAIME PERRAUD
DRA. ANGELICA ROMAN GUERRERO

Bajo la  Présidencia:. de “la.:primera .y  con - caracter de
[ = 2 : 2 Secretaria la ultima, se reunieron.para proceder al Examen |
; de Grado cuya denominacién ‘aparece - al margen, para la {
obtencidn del grado de:

MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA

DE: JOSUE URIEL AMADOR HERNANDEZ

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad

Auténoma Metropolitana, los miémbros del jurado
resolvieron: ’
: JOSUEURELAMADORHERNANDEZ
LA ALUMNO 7
L A
~ Aprmba{

Acto continuo, la presidenta del. juradoc comunicéd al
interesado el resultado. de . la  evaluacién y, en caso

aprobatorio, le fue tomada la protesta.

MTRA. RD SERRANO DE LA PAZ
; ¥TEMAS ESCOLARES

ION DE CBS : ' PRESIDENTA
RA LYCIA CAMARGO RICALDE DRA. GABRIELA MARIANA RODRIGUEZ ]
SERRANO 1
. VOCAL SECRETARIA
MTRO. ROBERTO, LOS LAZZARINI DRA. ISABELLE GAIME PERRAUD DRA. ANGELICA ROMAN GUERRERO
Ll UGA
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