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RESUMEN

La inocuidad de las hortalizas frescas representa un reto debido a que no se aplica
un proceso terminal que inactive eficientemente a los microorganismos patdégenos
que pueden haber ingresado desde el cultivo y hasta su comercializacién. Los
microorganismos que se desarrollan sobre los tejidos vegetales, producen
biopeliculas y/o moléculas antimicrobianas (tipo lipopéptidos) que favorecen la
competencia, colonizacion y sobrevivencia, lo cual es de interés para establecer
sistemas de biocontrol. En el presente trabajo se evalud la capacidad antagonista
de Bacillus subtilis Q11, Bacillus methylotrophicus Fr4B12 y aislados bacterianos
provenientes de hortalizas producidas en un huerto agroecolégico contra tres cepas
de Escherichia coli (ATCC 25922, 11229, 35218) mediante ensayos de
confrontacion en placas, empleando tanto los microorganismos antagonistas como
sus lipopéptidos extraidos. En los ensayos de confrontacion Q11, FrdB12 y un
aislado de hojas de arugula (AR03), inhibieron el crecimiento de las cepas de E.
coli, mientras que en un antibiograma empleando los lipopéptidos, se encontro la
mayor inhibicion a 2100 pg. En un ensayo de reto microbiano en suspension donde
ensayo la concentracion de 2100 pug mostro un efecto bacteriostatico. Se evaluo el
efecto inhibitorio de los biosurfactantes (2100ug) sobre la formacién de biopeliculas
bacterianas in vitro y sobre hojas de espinaca a las 24, 48 y 72 h, mostrando
diferencias significativas entre los lipopéptidos ensayados (a=0.05), con porcentajes
de inhibicion del 50 hasta el 95 % para ensayos in vitro y del 24 hasta el 72 % para
ensayos en hojas de espinaca, también, observa diferencias significativas en la
produccion de biopeliculas (método de cristal violeta) en presencia de los
biosurfactantes con respecto al control (a=0.05) y se identific actividad bactericida,
cuando se expone E. coli a los biosurfactantes por 24 a 72 horas. Adicionalmente,
el biosurfactante de Bacillus spp. ARO3 se analiz6 por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR), encontrando bandas de grupos organicos
asociados a lipopéptidos bacterianos. En conclusién, los biosurfactantes producidos
por cepas de Bacillus, muestran actividad antimicrobiana sobre la formacién de
biopeliculas y viabilidad de Escherichia coli, remarcando la importancia de estas
moléculas y sus posibles aplicaciones en sectores como la industria alimentaria.

Palabras clave: Biocontrol, Biopeliculas, FTIR, Lipopéptidos, Reto microbiano.



ABSTRACT

The safety of fresh vegetables poses a challenge due to the absence of a terminal
process that efficiently inactivates pathogenic microorganisms, which may be
introduced from cultivation through to commercialization. Microorganisms that
develop on plant tissues produce biofilms and/or antimicrobial molecules (such as
lipopeptides) that promote competition, colonization, and survival—an aspect of
interest for establishing biocontrol systems. In this study, the antagonistic capacity
of Bacillus subtilis Q11, Bacillus methylotrophicus Fr4B12, and bacterial isolates
from vegetables grown in an agroecological garden was evaluated against three
strains of Escherichia coli (ATCC 25922, 11229, 35218) through confrontation
assays on plates, using both the antagonistic microorganisms and their extracted
lipopeptides. In the confrontation assays, Q11, Fr4B12, and an isolate from arugula
leaves (ARO3) inhibited the growth of E. coli strains. In an antibiogram using the
lipopeptides, the highest inhibition was observed at 2100 pg. In a microbial challenge
assay in suspension, the 2100 pg concentration showed a bacteriostatic effect. The
inhibitory effect of biosurfactants (2100 pg) on bacterial biofilm formation was
evaluated both in vitro and on spinach leaves at 24, 48, and 72 hours, showing
significant differences among the tested lipopeptides (a = 0.05), with inhibition
percentages ranging from 50 to 95% in vitro and from 24 to 72% on spinach leaves.
Significant differences were also observed in biofilm production (crystal violet
method) in the presence of biosurfactants compared to the control (a = 0.05), and
bactericidal activity was identified when E. coli was exposed to biosurfactants for 24
to 72 hours. Additionally, the biosurfactant from Bacillus spp. AR0O3 was analyzed by
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), revealing bands of organic groups
associated with bacterial lipopeptides. In conclusion, biosurfactants produced by
Bacillus strains exhibit antimicrobial activity against biofilm formation and
Escherichia coli viability, highlighting the importance of these molecules and their
potential applications in sectors such as the food industry.

Keywords: Biocontrol, Biofilms, Lipopeptides, FTIR, Microbial challenge.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos minimamente procesados o aquellos que mantienen la misma
calidad nutricional y organoléptica de los vegetales frescos, tienen como
caracteristicas que son listos para consumo (Finger et al. 2023), cuyo metabolismo
pos-cosecha acelerado propician su deterioro y que sean mas susceptibles al
desarrollo microbiano (Gomes et al., 2023).

Para inactivar los microrganismos patdégenos que puedan haber contaminado
a los productos frescos, se han desarrollado diversas estrategias quimicas como la
aplicacion de desinfectantes, entre los que destaca el hipoclorito de sodio, el cual
presenta una marcada eficiencia sobre superficies y agua, sin embargo, su
aplicacion directa tiene una eficacia limitada, asi como la formacion de sub
productos dafinos (Niemira'y Fan, 2014). Como respuesta a condiciones adversas,
los microorganismos generan estructuras de resistencia, como las biopeliculas
bacterianas, estas estructuras las protegen ante la desecacion, radiacion U.V, asi
como de productos quimicos usados durante el procesamiento (Yaron y Romling,
2014).

La formacion de las biopeliculas, es una estrategia constante en los
ambientes naturales de las comunidades microbianas que habitan la filosfera de las
plantas (Yadav et al., 2008), sitios donde existe una alta interaccion microbiana, las
cuales pueden ser de tipo neutral, negativas y/o positivas o beneficiosas para las
plantas, ya que pueden prevenir la colonizacion de los patbgenos o ser un promotor
de crecimiento (Dees et al., 2015). En algunas ocasiones se ha observado que el
mecanismo que utilizan los microorganismos para la inhibicion de otros es la
produccion de antibidgticos, algunas bacterias como las pertenecientes al género de
Bacillus, producen compuestos como los lipopéptidos, los cuales se han
demostrado tienen fuertes propiedades anti fingicas frente a diversos patégenos de

plantas (Malviya et al., 2020).



En el presente trabajo se ensayaron aislados bacterianos procedentes de
hortalizas de hoja de verde y cepas de Bacillus (B. subtilis Q11, B. methylotrophicus
FraB12), asi como compuestos de tipo lipopéptidos producidos por estos, frente a
Escherichia coli (ATCC 11229, 25922 y 35218), en suspension, sobre la formacion
de biopeliculas in vitro y sobre hojas de espinaca; buscando generar una alternativa
viable para el biocontrol de patégenos en hortalizas de hoja verde, lo cual contribuye

a mejorar la inocuidad microbiana de los alimentos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivo de espinaca

Las verduras de hoja verde son aquellas como la lechuga (Lactuca sativa),

la ardgula (Eruca vesicaria), la espinaca (Spinacia oleracea), entre otras (CDC,

2023), que, a pesar de ser un grupo pequefio, son de gran relevancia en la dieta,

ya que de acuerdo con la organizacion mundial de la salud se recomienda un

consumo diario de al menos 400 gramos para adultos y en nifios pequefios de 250-

350 gramos al dia (WHO, 2019). Los cinco principales paises exportadores son
Estados Unidos, Espafia, México, Paises Bajos e Italia (FAOSTAT, 2022). Para el

2023, la produccion nacional de espinaca en México se calcul6 en 2,789 hectareas
cosechadas, con un valor de $230,546; (Cuadro 1); (SIAP, 2024).

Cuadro 1. Principales entidades productoras de espinaca (Spinacia oleracea) en

México.
Entidad

Aguascalientes
Baja California

Ciudad de México

Guanajuato

Hidalgo
Michoacén
Puebla
Querétaro
Total

Produccién

(toneladas)

1,467.70
7,240.88

1,493.70
5,670.50

4,200.00
5,460.00
3,444.99
9,240.00

40, 924.29

Valor de produccién

(miles de pesos)
7,333.22

95,183.04

9,960.62
36,051.63

3,52.80
4,73.05
35,597.57
92,47.39
230, 546.12

Tomado y modificado de (SIAP, 2023).



Estas hortalizas han cobrado gran relevancia debido a su valor nutritivo, ya
que contienen vitaminas, minerales y fibra dietética, generando un aporte muy
importante en la dieta (WHO, 2019). Cambios en el estilo de vida de las poblaciones
ha promovido el consumo de vegetales, o que ha incrementado la produccién de
espinaca para satisfacer la demanda actual (Finger et al., 2023). Para su produccién
(Figura 1) de manera importante se busca retrasar lo mas que se pueda su

floracion, debido a que la hoja es el 6rgano que se consume (Jiménez et al., 2010).

Invernadero

Sigmbra Germinacion Riegg’y
directa nutricién

Campo

realizado con informacion de (Jiménez et al., 2010) y (Cedillo et al., 2021).

En el caso particular de la espinaca, para su produccién se requiere de
temperaturas que oscilan entre los 14-18°C, aunque tiene una gran adaptabilidad a
temperaturas bajas (0°C), ya que en esta temperatura permite mantener su estado
de “roseta” o fase vegetativa, pero a temperaturas altas (15°C-26°C) favorece el
inicio del periodo de floracién (Jiménez et al., 2010).



Para su produccion en campo, se requiere de un suelo bien drenado, fértil,
profundo, suelto, rico en materia orgénica, nitrdgeno y un pH de 6,0 a 6,5 ya que en
suelos con pH ligeramente alcalino o &cido puede generar un mal desarrollo, siendo
los suelos franco-arcillo-arenosos los mas optimos para su desarrollo. Finalmente,
el fotoperiodo es muy importante ya que la exposicion alta puede afectar el
desarrollo y acelerar el proceso de floracion, obteniendo el mejor desarrollo entre
1,500 a 1,700 horas-luz/afio (Jiménez et al., 2010).

Para su cultivo, la produccion de plantulas en charolas garantiza un mayor
porcentaje de germinacién, dicho proceso sucede en un lapso de 5 dias, para
posteriormente mantenerlas en invernadero durante 10 dias, y asi obtener en 15
dias, las plantulas con un desarrollo radicular grande, en este punto se pueden
trasplantar al campo. Este cultivo presenta un ciclo vegetativo de 7 a 9 semanas
desde la siembra hasta la cosecha (Figura 2), aunque en algunas variedades la

floracién se presenta a las 13 semanas (Jiménez et al., 2010).

T P

| Ciclo vegetativo desde la siembra hasta la cosecha >
Germinacién Plantulas Cosecha Floracion
5 dias 10 dias 15 dias 7 a 9 semanas

Figura 2. Fenologia del cultivo de la espinaca (Spinacia oleracea), Esquema

realizado con informacion de: (Jiménez et al., 2010).



2.2 Contaminacién y brotes de enfermedad asociados al consumo de hortalizas y
espinaca.

Entre las diversas matrices alimentarias los alimentos minimamente
procesados o en fresco presentan una complejidad muy alta en torno a la inocuidad,
ya que la contaminacion puede ingresar en cualquier punto de su procesamiento,
(Luna-Guevara et al., 2019). Ademas de un creciente aumento en el consumo, de
acuerdo a datos reportados en 2019, en paises como Estados Unidos el consumo
tuvo un incremento de hasta un 25%, este aumento en gran medida se atribuye a la
difusion sobre sus diversas propiedades funcionales y el facil acceso a nuevos
productos listos para consumo como las ensaladas empaquetadas (Luna-Guevara
et al., 2019; Mieke et al., 2016).

Se han identificado tres momentos donde este tipo de alimentos se pueden
contaminar: en el campo, el procesamiento inicial (recoleccién y empaque) y en la
cocina (Luna-Guevara et al., 2019). En los ultimos puntos un factor muy importante
es su forma de consumo fresco, los tratamientos que pueden ayudar a disminuir
considerablemente la carga microbiana como la aplicacién de calor, sin embargo,

este Ultimo no es posible (Yaron y Romling, 2014).

Adicionalmente, las fuentes por las cuales las hortalizas se pueden
contaminar son variadas (Cuadro 2), tal es el caso del agua que se utilizan en
procesos como el lavado y remojo o superficies durante el cortado, asi como el
empaque y la manipulacion durante la preparacion del alimento, es decir la
contaminacion de los agentes patégenos a los alimentos puede ocurrir de manera
directa, cuando la fuente de contaminacion contacta al alimento o por contaminacion
cruzada, cuando la transferencia de los agentes patégenos se da a través de un

vehiculo (Figura 3); (Luna-Guevara et al., 2019; Finger et al., 2023).



Cuadro 2. Fuentes de contaminacion microbiana durante las etapas de pre y pos

cosecha en hortalizas crudas.

Etapa Fuentes de contaminacién

Pre cosecha Suelo, agua de riego, estiércol con compostado inadecuado,
humano que manipula el alimento, fungicidas reconstituidos
e insecticidas.

Post cosecha Equipos de cosecha, contenedores de transporte, agua
contaminada utilizada para lavar, vehiculos de transporte y
equipos de procesamiento, herramientas sucias, manos mal
higienizadas.

Tomado y modificado de: (Luna-Guevara et al., 2019).

En los ultimos afos, se ha reportado un incremento de brotes alimentarios
asociados a productos en fresco de manera particular a las verduras de hoja verde,
(CDC, 2023). En el periodo de 2014 a 2021 se reportaron 78 brotes alimentarios,
cobrando gran relevancia ya que sugirié que la contaminacién de estos productos
ocurri6 mas frecuentemente de lo que se esperaba (CDC, 2023; Yaron y Rémling,
2014).

Durante estos brotes se han visto involucrados una amplia variedad de
microorganismos responsables, como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Vibrio cholerae, Shigella spp., Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica,
Aeromonas hydrophila y Clostridium spp., virus tales como norovirus y hepatitis A 'y
parasitos tales como Cyclospora cayetanensis y Cryptosporidium parvum (Yaron y
Romling, 2014). Sin embargo, los principales agentes patégenos a los que se les
atribuyé este tipo de brotes fueron: Escherichia coli (62.2%) y Listeria
monocytogenes (21.5%), entre otros (Figura 3); (IFSAC, 2023; FDA, 2024; Yarony
Romling, 2014; Kroupitski et al., 2013).
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Figura 3. Porcentaje de brotes alimentarios asociados al consumo de hortalizas y
espinaca, periodo de 2018-2021 en Estados Unidos, Imagen tomada y modificada
de (IFSAC, 2023).

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa en forma de bastones cortos,
pertenece a la familia Enterobacteriaceae, estrechamente relacionado con
patdgenos como Salmonella, Shigella, Klebsiella, Serratia y Yersinia pestis, es
comensal inofensivo del tracto gastrointestinal en animales de sangre caliente.
Suele constituir del 0,1-5% de la microbiota intestinal, se encuentra en la capa
delgada de moco y crece en una biopelicula compleja y multiespecie, si bien hay
muchos agentes etioldgicos responsables de la diarrea, la Escherichia coli patégena

es un contribuyente importante (Croxen et al., 2013; Blount, 2015).

2.3 Desinfeccién y biopeliculas bacterianas

Las enterobacterias, se ha observado que poseen diversos mecanismos para
persistir en dichas matrices alimentarias, se ha demostrado que géneros como
Escherichia y Salmonella son capaces de formar biopeliculas, mecanismo crucial
para la virulencia de las cepas patégenas (Niemira y Fan, 2014; Yaron y Romling,
2014; Mendoza et al., 2022).



Otros mecanismos de sobrevivencia se han reportado para Salmonella
Typhimurium, como la penetracion de la epidermis de la lechuga, a través de un
proceso que involucra motilidad flagelar y quimiotaxis (Kroupitski et al., 2013).
Debido a que los patdgenos entéricos persisten en el ambiente hasta que llegan a
su huésped final, las biopeliculas son una estrategia primordial (Figura 4); ya que
son estructuras versatiles pueden desarrollarse tanto en las superficies de las
raices, dentro de los espacios intercelulares de los tejidos vegetales y en las hojas
(Yaron y Romling, 2014).

Vegetales Técnicas convencionales-
ir‘:gg’: s W Compuestos de cloro
p— & E - Acido peroxiacético
-Compuestos de Amonio
; -Cuaternario (QACs o Quats)
/' / Hongos Bacterias \ \ Métodos nuevos
[ % . ; \-Ozono
’ e o ) |-Agua electrolizada
|-Tecnologia de plasma frio
/-Alta presion hidrostatica
-Ultravioleta
-Ultrasonido
-Surfactantes microbianos

y Alimentos
minimamente
procesados
Vegetales y

frutas (MPFV)

Figura 4. Formacion de biopeliculas en alimentos minimamente procesados.

Imagen tomada y modificada de (Mendoza et al., 2022).

Dichas estructuras son cruciales para sobrevivir en un ambiente tan complejo
como las hojas, donde se tiene una baja disponibilidad de nutrientes, la exposicién
a altas temperaturas, radiaciones UV, vientos y baja humedad, lo cual limitan el
crecimiento de los microorganismos; tal como se ha observado en el género
Escherichia, donde se ha demostrado que la rugosidad de la hoja es importante
para la adherencia y supervivencia en el tejido vegetal en espinaca (Macarisin et al.,
2013).

Para reducir la sobrevivencia de bacterias patdgenas en hojas verdes, se

aplican tratamientos desinfectantes (Cuadro 3), entre los que destaca el uso de
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hipoclorito de sodio, el cual presenta una eficiencia marcada sobre superficies y
agua, sin embargo, su aplicacion en hojas verdes tiene una eficiencia limitada, asi

como la formacién de subproductos dafiinos (Niemiray Fan, 2014).

Cuadro 3. Tratamientos de desinfeccidon convencionales y no convencionales

empleadas en hortalizas de hoja verde.

Tratamientos convencionales

Tratamiento Producto Microorganismo y

reduccioén logaritmica (UFC/g)

Compuestos de cloro Espinaca E. coli 0157:H7 1,7 log

Lechuga _
E. coli O157:H7 0,7 log

Acido peroxiacético Lechuga E. coli O157:H7 0.97-1,74 log
Compuestos de amonio Espinaca E. coli O157:H7 3,33 log
cuaternario

Tratamientos no convencionales
Tecnologia de plasma frio Lechuga E. coli 1,5 log

Tensoactivos microbianos Hojas de E. coli O157:H7, de 7,1 log a nivel

espinaca indetectable

Tabla tomada y modificada de: (Mendoza et al., 2022).

2.4 Estructuras de resistencia en verduras de hoja verde: biopeliculas bacterianas.

Las biopeliculas bacterianas las podemos definir como aquellas
comunidades adherentes de microorganismos a superficies bidticas o abioticas
rodeadas de Sustancias Poliméricas Extracelulares autoproducidas (SPE) (Solanki
et al., 2020; Rafique et al., 2015). Las biopeliculas son estructuras heterogéneas

conformadas por células que se promueven debido a diversos factores ambientales
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como la disponibilidad de nutrientes, salinidad, entre otros; en esta conformacion se
producen cambios a nivel metabdlico y en la comunicacion célula a célula, asi como

en las células adyacentes (Solanki et al., 2020).

Para lograr dicha estructura se reconocen cuatro etapas para que la célula
pase de un estado planctonico solitario a formar parte de un consorcio o comunidad
de células (Figura 5). Especificamente se requiere de cuatro etapas, en primera
instancia la unién inicial de los microorganismos a una superficie o entre si, durante
el proceso tanto el sustrato, como los nutrientes disponibles favorecen la union y se
produce una capa bidimensional (Solanki et al., 2020), para ello, se requiere de
factores moleculares, como el c-di-GMP, el cual induce sefiales especificas para la
produccion de adhesinas y productos de la matriz extracelular (Tolker-Nielsen,
2015).

Posteriormente se genera la formacion de micro colonias, las diferentes
células conectan entre si rodeadas por fibras de polisacaridos, proteinas y acidos
nucleicos o SPE. La siguiente fase es de maduracion de la biopelicula, durante la
cual se genera tanto la transferencia de material genético como de fuentes de
energia como lo carbohidratos y otros compuestos como los metales (Solanki et al.,
2020). Finalmente se genera la dispersion de la biopelicula, esta etapa se presenta
debido a que las interacciones agotan los nutrientes y oxigeno disponible, lo cual
propicia que los microorganismos regresen a un estado plancténico (Solanki et al.,
2020; Tolker-Nielsen, 2015).
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Figura 5. Representacién de las etapas de formacién de biopeliculas Imagen
tomada y modificada de: (Solanki et al., 2020).

Algunos de los beneficios que trae esta conformacién son la proteccion de
los microorganismos ante factores ambientales, radiacion de tipo UV, la desecacion,
entre otros, asi como de factores propios del hospedero, es decir la respuesta
inmunitaria, compuestos antimicrobianos y la microbiota autéctona (Yaron y
Romling, 2014).

A pesar de ser una conformacion altamente beneficiosa para los
microorganismos, la biopelicula en los vegetales estas fuertemente limitadas por
factores asociados a la superficie de adhesion, es decir, su topografia y la
arquitectura resulta un factor crucial para la adhesién, debido a que la rugosidad en
las hojas puede afectar en la afinidad de los patégenos por la superficie, ya que la
rugosidad se modifica con el tipo y edad de la planta (Figura 6); (Yaron y Romling,
2014).
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Figura 6. Formacion de biopeliculas en plantas e in vitro Imagen tomada y
modificada de: (Pandin et al., 2017).

De acuerdo a lo observado por Pandin et al., en 2017; el primer paso para la
formacion de biopeliculas en cultivos consiste en la deposicion en el sustrato,
seguido de la adhesion al soporte, a través de la pared celular y apéndices
extracelulares. Una vez adheridas, se da una fase de proliferacion y la
diversificacion de los tipos celulares, estos inician la organizacién espacial de la
bioestructura, dando lugar a la maduracién de la biopelicula (Figura 6; Pandin et al.,
2017).

Posteriormente se da el envejecimiento de la biopelicula ante las condiciones
ambientales desfavorables, para el mantenimiento de la biopelicula se da una
dispersién regulada de esta, diseminando células libres y los grupos celulares que
iniciardn un nuevo ciclo de biopelicula en una nueva superficie. Esto fue observado
mediante microscopia de laser confocal en biopeliculas de tres agentes de control
biolégico, cultivados durante 24 h a 25°C en microplacas, Bacillus
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amyloliquefaciens FZB42 formo una arquitectura plana indiferenciada, mientras que
Bacillus amyloliquefaciens SQR9 y Bacillus subtilis QST formaron bioestructuras 3D
diferenciadas, (Figura 6); (Pandin et al., 2017).

2.5 Microorganismos de biocontrol para el manejo de patégenos humanos.

El manejo ecoldgico de los cultivos resulta complejo debido a que en su
mayoria estan expuestos a diversos fitopatogenos que pueden afectar su
rendimiento, algunos ejemplos son los hongos fitopatégenos del género Penicillium
los cuales generan afectaciones en los frutos (Rodriguez-Chavez et al., 2018). En
los tejidos de las plantas, existen interacciones microbianas de antagonismo, las
cuales en diversos estudios han mostrado un amplio potencial como
microorganismos de biocontrol (Rodriguez-Chavez et al., 2018; Milijasevi¢-Marcic
et al., 2018).

Tal como se ha reportado para hongos fitopatdégenos, las interacciones
antagonistas no se limitan solo a este campo de estudio, en el caso de patdégenos
humanos como Escherichia coli, se han probado distintas estrategias para su control
utilizando interacciones microbianas, entre las que destacan el uso de
microorganismos probidticos pertenecientes al grupo Lactobacilli (L. plantarum vy L.
salivarius) y el género Bifidobacterium, asi como bacterias acido lacticas (Puligundla
y Lim, 2022).

Durante estos procesos de interaccién, algunos de los mecanismos que se
producen para el antagonismo es la competencia por nutrientes y espacio o la
secrecion de sustancias antimicrobianas; en el primer escenario algunos
microorganismos ambientales como los pertenecientes al género de Pseudomonas
(P. syringae y P. graminis) han demostrado un potencial en la reduccion de
patogenos humanos del género Escherichia, mientras que en el segundo caso las
bacterias acido lacticas utilizan estrategias como la produccion de acido lactico,
bacteriocinas y peroxido de hidrogeno para retrasar el desarrollo de estos

microorganismos (Puligundla y Lim, 2022).
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2.6 Produccion de biomoléculas antimicrobianas.

La produccién de metabolitos secundarios por los microorganismos ha
generado un creciente interés, ya que se ha demostrado que algunas de estas
sustancias tienen funciones de tipo antimicrobianas, tal es el caso de los
lipopéptidos bacterianos (Oni et al., 2022). Los cuales son compuestos que han
demostrado poseer funciones de tipo ecoldgicas como detener el quorum sensing
o la formacion de biopeliculas, asi como funciones de tipo antifingicas,
antibacterianas, herbicidas, entre otras (Figura 7); (Oni et al., 2022; Rodriguez-
Chavez et al. 2019). De manera general se componen de una estructura peptidica
unida a una cola de acido graso (Figura 8) y los podemos clasificar como un
biosurfactantes (Oni et al., 2022; Desai y Banat, 1997).
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Figura 7. Actividad de los lipopéptidos (LP) sobre la membrana de hongos
fitopatdgenos, antagonismo directo e induccion de la resistencia sistémica inducida
(ISR) en plantas. Imagen tomada y modificada de (Oni et. al., 2022).

Los lipopéptidos perturban la barrera de la membrana, lo que resulta en una
afluencia de iones de hidrogeno, calcio y potasio. En pruebas in vitro, los
lipopéptidos lisan con éxito las zoosporas y bloquean la germinacion de los
esclerocios, asi como la germinacion de los oomicetos y la proliferacién del micelio.
Mientras que, en antagonismo directo, diversos lipopéptidos median la supresion de
Rhizoctonia solani en frijol, col china y en pruebas in vitro. En el caso de la induccién
de la Respuesta Sistémica Inducida (del inglés, ISR), los lipopéptidos inducen
resistencia contra R. solani en el frijol; Phytophthora infestans en el tomate;
Pyricularia oryzae en el arroz y Cochliobolus miyabeanus en el arroz (Oni et. al.,
2022).

De manera general un surfactante es una molécula anfipatica que posee
caracteristicas tensoactivas, si bien en un inicio este tipo de moléculas procedian

principalmente de petréleo a lo largo de los afios se ha identificado biomoléculas
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producidas por diferentes microorganismos que desempefian la misma funcion
(Desai y Banat, 1997).

Estos compuestos han cobrado relevancia en gran medida porque ofrecen
una alternativa mas amigable con el medio ambiente, ya que poseen una baja
toxicidad, degradacién a largo plazo, asi como su eficiencia ante condiciones
ambientales extremas; entre los principales microorganismos que producen este
tipo de compuestos bioactivos se encuentran el género Bacillus (Malviya et al.,
2020).

Entre las principales familias de lipopéptidos reportadas para el género
Bacillus se encuentran las surfactinas, iturinas y fengicinas (Figura 8). Tanto las
surfactinas como las iturinas se componen de siete aminoacidos unidos a un acido
hidroxigraso, mientras que las fengicinas constan de 10 aminoacidos unidos a un
acido hidroxigraso. Estos compuestos nos presentan un panorama mas amplio del
biocontrol, ya que no solo actian sobre las poblaciones microbianas, algunas veces
lo hacen mediante el fortalecimiento del sistema de defensa de la planta, ya que
puede inducir la ISR (Figura 7); (Malviya et al., 2020).
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Figura 8. Estructuras quimicas de familias de lipopéptidos producidos por
inoculantes microbianos en ecosistemas naturales. (Imagen tomada y modificada
de: Malviya et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION

Para inactivar los microrganismos patdgenos que puedan haber contaminado
a los productos frescos, se han desarrollado diversas estrategias quimicas como la
aplicacion de desinfectantes, entre los que destaca el hipoclorito de sodio, el cual
presenta una marcada eficiencia sobre superficies y agua, sin embargo, su
aplicacion directa tiene una eficacia limitada, asi como la presencia de diversos

compuestos que son potencialmente dafinos para la salud.

Tomando como referencia el potencial antimicrobiano reportado para del
género Bacillus, en el presente trabajo se evalué el papel de los lipopéptidos sobre
Escherichia coli, con la finalidad de desarrollar estrategias de biocontrol alternativas
que contribuyan a la mejora de la inocuidad microbiana de los alimentos. Asi como
la posibilidad de utilizar un sub producto, usando una técnica de extraccion que
permite reducir su costo de produccion, evitando la purificacion del extracto sin

afectar su eficiencia.

Adicionalmente estas estrategias de biocontrol se pueden adaptar al
ambiente, ya que estas provienen de ambientes agroecoldgicos nacionales, que se
alinean con la microbiota nativa y tienen adaptaciones a las condiciones climaticas
de la region. Lo que genera un producto nacional que brinda la posibilidad de
adquirir estos compuestos a un bajo costo, favoreciendo asi las practicas agricolas
sostenibles, favoreciendo asi a los productores nacionales y apoyando el desarrollo

agroecologico nacional.
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4. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Aislar y caracterizar cepas de Bacillus procedentes de hortalizas de hoja
verde con capacidad de biocontrol sobre poblaciones de Escherichia coli en

espinaca (Spinacia oleracea).

3.2 Objetivos especificos.

1. Aislar y caracterizar bacterias esporuladas de hortalizas de hoja,
provenientes de un huerto de produccion agroecologica.

2. Evaluar las interacciones antagonistas de los aislados frente a Escherichia
coli, mediante ensayos de confrontacion por estria en placa.

3. Determinar la produccién bacteriana de lipopéptidos y evaluar su actividad
inhibitoria sobre Escherichia coli.

4. Identificar los aislados bacterianos con mayor actividad antagonista mediante
la secuenciacion y analisis del gen 16S ARN ribosomal.

5. Evaluar el efecto inhibitorio de los biosurfactantes sobre Escherichia coli en

espinaca (Spinacia oleracea) y su efecto sobre la produccion de biopeliculas.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material biologico.

Se emplearon cepas de Escherichia coli (ATCC 11229, 25922, 35218), las
cuales fueron donadas por la empresa SIASA S.A de C.V (Servicio Integral a la
Agroindustria) y dos cepas pertenecientes al género de Bacillus, Bacillus subtilis
Q11 (un producto comercializado por la empresa Quimia), asi como Bacillus
methylotrophicus Fr4B12, un aislado de manzana de una huerta experimental del
municipio de Amealco, Santiago de Querétaro (20°09 LN, 100°07 LO y 2279 msnm),
(Lopez-Gonzélez et al. 2019). Para su activacion se inocularon en caldo soya
tripticaseina (CST), para posteriormente conservarlas CST con en glicerol (20%) a
-20°C.

5.2 Cuantificacién de poblaciones de Bacillus en hortalizas de hoja verde.

Esta determinacién se realizé sobre hojas de hortalizas de hoja verde
procedentes de un huerto urbano agroecolégico llamado Xata, ubicado en el
municipio de Corregidora, Santiago de Querétaro. Se colectaron cinco grupos de
hortalizas, las plantas fueron cultivadas a cielo abierto y se recolecto una muestra
por cada grupo (Figura 9). Posteriormente conforme a lo descrito por (Lépez-
Gonzalez et al., 2021) con modificaciones, se pesaron 10 gramos de cada muestra
de hojas de hortaliza y se colocaron en un matraz con 90 mL de PBS (pH 7,2) y se
sonicaron (135 W, 42 kHz; Branson 5510, Branson Ultrasonic Corporation, Danbury,
CT, EE. UU.) durante 10 min.
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Figura 9. Colecta de hortalizas de hoja verde, a) Ardgula (Eruca vesicaria) y Mizuna
(Brassica rapa subsp. nipposinica), b) Lechuga (Lactuca sativa), c) Kale (Brassica
oleracea var. sabellica), d) Acelgas Rainbow (Beta vulgaris var. Cicla) y hojas
comestibles, e) Alfalfa San miguel (Medicago sativa) y f) Mastuerzo (Tropaeolum

majus L.), en el huerto agroecolégico Xata, Corregidora, Qro. México.

En condiciones de esterilidad se tomaron hojas de cada hortaliza, en total se
tomaron 10 g de cada muestra, estds se sometieron a un procedimiento de
pasteurizacion 80°C durante 10 min., (Chavez-Ambriz et al., 2016); Posteriormente
se sembro por triplicado en AN, se incub6 a 35°C durante 48 horas; Posteriormente
se realiz6 la cuenta viable de microorganismos esporulados y la purificacion de las
colonias tipicas del género Bacillus. Se clasificaron en morfotipos, para ello se
observé la morfologia celular y del cultivo, asi como pruebas auxiliares como el
hidréxido de potasio al 3%, para la diferenciacion entre Gram, positivos y/o
negativos. Para la purificacion se utiliz6 AST y se sembrd por estria cruzada e
incubo a 35°C durante 24 horas. Los aislados obtenidos se conservaron en glicerol
al 50% a -80°C.

5.4 Ensayos de actividad antagonista de cepas de Bacillus sobre Escherichia coli.

Para evaluar la actividad antagonista se utilizé la metodologia de estria
cruzada descrito por (Shomura et al., 1980; Lertcanawanichakul & Sawangnop,
2008; Sharma et al.,, 2013), con modificaciones; para el ensayo se prepararon
placas de AST, donde se inocularon de manera independiente las especies de
Bacillus subtilis Q11, Bacillus methylotrophicus Fr4B12 y los aislados procedentes
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de hortalizas de hoja, una raya en centro de la placa, se incubaron a 30°C durante

8 horas.

Posterior a la incubacién en la misma placa se sembraron las cepas de E.
coli (ATCC 11229, 25922 y 35218) mediante una estria en un angulo de 90° con
respecto a la primera estria de los aislados y especies de Bacillus, (Figura 10); se
volvieron a incubar durante 16 horas mas a 30°C. Las interacciones microbianas se
analizaron mediante la observacion de zona de inhibicion, tomando como inhibicion

de E. coli, la ausencia de crecimiento cerca de Bacillus sp.

Escherichia coli Escherichia coli

Escherichia coli

snjjioeg op ede)

Figura 10. Técnica de la estria cruzada para ensayos de antagonismo.

5.5 Extraccion de biosurfactantes

Se utilizé la metodologia descrita por Cao et al., (2009); Rodriguez-Chavez
et al., (2018) con modificaciones; en primera instancia se inocularon de manera
independiente las especies de Bacillus subtilis Q11, Bacillus methylotrophicus
FrdaB12 y los aislados procedentes de hortalizas de hoja en 5 mL de CST, se
incubaron a 35°C y 140 rpm durante 18 horas, (inéculo primario); posteriormente
cada cultivo se transfirio a 0.5 L de medio de cultivo en frascos de 1 L, se incubd a
30°Cy 140 rpm por 72 horas para los aislados de hoja y 120 horas para las especies
de Bacillus subtilis Q11, Bacillus methylotrophicus Fr4B12.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, las células fueron removidas mediante
centrifugacion 2706 xg a 10 °C por 35 minutos en una microcentrifuga Rotofix 32
ATM (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Germany).

El sobrenadante recolectado se llevo a pH 2, usando acido clorhidrico (HCI)
6 N y se refriger6 a 4°C durante toda la noche. El precipitado se recuper6 por
centrifugacion 2706 x g a 10° C por 30 minutos, la pastilla que se obtuvo fue lavada
dos veces con agua acidificada con HCI (pH 2) y secada a temperatura ambiente
durante 24 horas. El extracto crudo de surfactante fue extraido utilizando 60 mL de
metanol anhidro y concentrado mediante un evaporador al vacio, el residuo seco

resultante se utilizé para ensayos de antagonismo.

5.6 Ensayos de antagonismo con lipopéptidos y determinacion de la concentracién

minima inhibitoria.

Para realizar el siguiente ensayo se utiliz6 la metodologia descrita por
Pinchuk et al., (2001); (Ministerio de salud de Peru; 2002; Reisner et al. 2006; Moore
et al., 2013; Nair et al., 2018; Kim & Kang, 2020). La actividad inhibitoria del
biosurfactante se evalu6 mediante discos de papel filtro estériles, se afiadieron
diversas concentraciones del lipopéptidos (140-2100 pg) en cada disco, una vez
seco el disco se colocaron sobre un estriado de cada una de la cepas de E. coli
(ATCC 11229, 25922 y 35218); utilizando suspensiones de 10° UFC/ mL. Las
placas se incubaron durante 24 horas a 30°C y se incluy6 un control de reactivo del
solvente utilizado (metanol). Posteriormente se midieron las zonas de inhibicion y
se identificé a la concentracion mas baja que inhibe el crecimiento bacteriano, como
la concentracibn minima inhibitoria; como control positivo se utilizé el antibidtico

ceftriaxona (30 pg).
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5.7 Ensayos de reto microbiano

Para realizar el ensayo de reto microbiano se utilizé la metodologia descrita
en la NMX-BB-040-SCFI-1999, con modificaciones (Tomici¢ et al., 2023; Banach et
al., 2020). Para ello en tubos Eppendorf (1,5 mL) se deposité una suspension 1 de
mL que contenia una concentracién de 108 UFC/ mL, para cada una de las cepas
de E. coli. Después, se afiadieron los lipopéptidos desde 140 hasta 2100 ug a cada
suspension, posteriormente se llevé a vortex durante 60 segundos, para después
dejar reposar durante 10 minutos. Pasado el tiempo, se realizaron diluciones
seriadas hasta obtener un titulo de 10* UFC/mL, sembrando alicuotas (100 pL) en
placas de AST mediante extensién por superficie. Las placas se incubaron durante
24 horas a 36°C y transcurrido este tiempo se contaron las colonias. Como control

positivo se utilizo plata coloidal (0,35 pl).

5.8 Identificacion genética de cepas de Bacillus aisladas de hortalizas.

Se utilizé la metodologia descrita por Weisburg et al., (1991) el morfotipo
ARO3, se identific6 mediante el gen ARNr 16s, El aislado ARO3 purificado, fue
sembrado en AST e incubado a 35°C durante una noche, posteriormente se tomo
una colonia para realizar la extraccion de ADN gendmico mediante el Kkit
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (Zymo Research, USA) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

En primera instancia 1 gL el ADN fue incorporado en 90 uL de agua ultrapura
Milli-Q en tubos Eppendorf estériles. Esta solucién se utiliz6 para realizar la
amplificacion mediante PCR, para ello se realizé una mezcla que contenia, un 1 pl
de ADN diluido, 1 ML de cebador
fD1(ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1 pyL de cebador rP2
(cccgggatccaagcttACGGCTACCTTGTTACGACTT), 10 uL de solucion 2x Phusion
Flash PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA), 10 uL de agua ultrapura 'y 10 pL
de aceite mineral estéril. La amplificaciéon se realiz6 en un termociclador ARKTIK

(Thermo Scientific, USA) con las siguientes condiciones desnaturalizacion inicial por
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2 minutos a 94°C y 35 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion durante 1 min 94°C,
alineamiento por 30 segundos a 50 °C, extension por 30 segundos a 72°C con 35

ciclos) y extension final por 1 minuto a 72 °C (Figura 11).

Desnaturalizacion  Alineamiento y extension  Extension final
94°C 94°C
72°C 72°C
2 1 50°C 30" 1
S
307
4°C
0
35

Figura 11. Condiciones de amplificacion mediante la técnica de PCR.

La integridad del producto de la PCR se comprobé mediante electroforesis
en gel de agarosa (1% v/v), el gel se visualizO6 en foto documentador
(MacroVue,UVis-20; Hoefer) y los amplicones resultantes fueron enviados para su
secuenciacion a Macrogen Inc. (Seul, Republica de Corea). Las secuencias
resultantes se compararon con las secuencias para el género Bacillus contenidas
en la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (por sus
siglas en inglés: NCBI) mediante la herramienta BLAST. Finalmente fueron
analizadas mediante el software MEGA X para la construccion de un arbol

filogenético.
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5.9 Analisis del extracto crudo por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR).

Se realiz6 una espectroscopia infrarroja para identificar los enlaces quimicos
o grupos funcionales presentes en el lipopéptido crudo obtenido (4.5), mediante un
espectrofotometro FTIR (Shimadzu modelo IRTracer-100, Japdn) equipado con un
accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) Pike Miracle, en el rango entre 400
y 4000 cm™ y una resolucion de 4 cm, con 32 escaneos por espectro, se uso la
funcion de apodizacién de Happ-Genzel y una resoluciéon de 4 cm™.

5.10 Efecto del biosurfactante en la capacidad de formacion de biopeliculas

bacterianas in vitro

Para la determinacion de la capacidad de las cepas de Escherichia coli para
formar biopeliculas se emple6 la metodologia descrita por (O'Toole y Kolter, 1998)
con modificaciones. En microplacas de 96 pozos, a cada pocillo se le adicion6 medio
minimo M63+ (160 pl) y se inoculé por triplicado 20 yL de una suspension bacteriana
de 106 UFC/mL, se le afiadi6 15 pl el respectivo surfactante (2100 pg) y se incubé a

30°C, se midi6 la densidad éptica a 600 nm a las 24, 48 y 72 horas, de incubacion.

Posterior a la incubacién se realiz6é una tincién con cristal violeta, en primera
instancia se descartaron las células plancténicas al realizar dos lavados solucion
salina isotdnica (SSI), para después afadir metanol (99%) y dejar actuar por 15 min;
se removio el metanol y se adiciono el cristal violeta al 0.1% por 5 minutos. Se
descarto el colorante y se realizaron dos lavados mas con SSI, para después dejar
secar la placa a temperatura ambiente, finalmente el cristal violeta se solubiliz6 con
acido aceético glacial (30%) y se midi6é la DO a 595 nm en el lector de placas
Varioskan (Thermo Scientific, USA).
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5.11 Efecto del surfactante en la capacidad de formacion de biopeliculas en hojas

de espinaca (Spinacia oleracea).

Para el ensayo de la formacién de biopeliculas bacterianas en hojas de
espinaca se empled la metodologia descrita por Balbuena-Alonso et al., (2024), se
realizaron cortes circulares de hojas de espinaca de 15-16 mm de diametro y se
colocaron en placas de 24 pozos, posteriormente se desinfectaron con hipoclorito
de sodio al 2,5% por 2,5 minutos en agitacion suave y este se retird haciendo un
segundo lavado con agua destilada estéril. Posteriormente se inocularon 20 uL de
una suspension de E. coli en una concentracion de 106 UFC/mL, se adicionaron 15
uL del surfactante que contenia 2100 pg, medio minimo M63+ (160 pL) y se incubd
a 36°C por 24 h.

Posteriormente se descartd el sobrenadante del cultivo y se lavaron las
porciones de hoja con PBS (200 pL), para después afiadir cristal violeta (0,1%) y se
se dej6 actuar durante 15 min a temperatura ambiente (25°C). Al término, se
descartd el colorante y se lavd con agua destilada estéril (200 uL por pozo).
Después del lavado, el colorante se recuperd de la hoja utilizando acido acético
(30%; 100 uL por pozo), primero con la hoja inclinada colectando el colorante en
una microplaca de 96 pozos, se afiadié mas acido acético (100 pL) y se dejé actuar
por 15 minutos a temperatura ambiente (25°C). Se recuperé el &cido, para colocarla
en la misma placa de 96 pozos, para tener un total de 200 pL por pozo, se midié DO

a 620 nm, utilizando un lector de placas Varioskan (Thermo Scientific, USA).

5.12 Andlisis estadistico.

Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se sometieron a un
andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de tipo Tukey (a=0.05). Estos se
expresaron como la media mas menos la desviacion estandar. Para ambos andlisis
se utilizd el software estadistico Infostat version 2013, Universidad Nacional de
Cérdoba.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cuantificacion de poblaciones de Bacillus en hortalizas de hoja verde.

Por medio de la cuenta viable a las 48 h, observamos que los
microorganismos esporulados en todas las muestras se encuentran dentro de 2 Log
UFC (Cuadro 4). Es importante mencionar la ecologia de este microorganismo, ya
qgue Bacillus es un género que esta presente en mayor medida en el suelo, en
rangos de conteo de 3 a 6 logaritmos por gramo de suelo (Villarreal-Delgado et al.,
2018), mostrando asi la relevancia de la cuenta realizada, ya que su distribucion no
solo se limita a este nicho ecoldgico, también puede formar parte de otros sitios en
los cultivos, tales como las hojas de las hortalizas.

Lo reportado para hortalizas de hoja, los filos mas prevalentes en la filosfera
de las hortalizas de hoja verde son Proteobacterias, Bacteroidetes, Actinobacterias
y Firmicutes (5,1%), particularmente lo reportado para lechuga, el género Bacillus
se encuentra en un porcentaje del 7% (Dees et al., 2015; Rastogi et al., 2012;
Tatsika et al., 2019).
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Cuadro 4. Cuenta viable de bacterias esporuladas recuperadas de hortalizas de
hoja.

Hortalizas Recuento viable de bacterias

esporuladas (UFC/qg)

Alfalfa san miguel 2,9x102+0.2
Mastuerzo 3,1x10%2+0.2
Kale 3,1x10%2+0.3
Lechuga 3,1x10%2+0.3
Acelgas Rainbow 3,6 x102+0.1
Arugulay Mizuna 3,8x10%2+0.1

Se aislaron y caracterizaron un total de 30 colonias, 5 por cada tipo de
hortalizas, (Figura 12). Para ello se realiz6 la seleccion de colonias, con base en lo
reportado para el cultivo de B. subtilis; morfologia cultivo con aspecto liso, mucoide
0 rugoso, colonias con los bordes ondulados o extendidos en el medio,
ocasionalmente dan la apariencia de cultivos mixtos (Realpe et al., 2002). Asi como
tincibn de Gram para observar la morfologia celular y pruebas de hidroxido de

potasio al 3% y hemodlisis.
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a) Morfologia colonial

Figura 12. Clasificacion en morfotipos de Bacillus a) morfologia colonial y b)

morfologia celular.

Cuadro 5. Caracterizacion de aislados de hortalizas de hoja.

Clave Morfologia Tincién  Prueba  Morfologia Hemdlisis

Hortaliza
colonial Gram KOH 3% celular
Arugula ARO1 Blancas, 5 F Bacilos F
cerosas, cortos con
irregulares esporas
y con
aspecto
mucoide
ARO02 Blancas, 5 + Bacilos -
cerosas, largos
irregulares
y con
aspecto
mucoide
ARO03 Blancas, 5 + Bacilos -+
cerosas, cortos

31



irregulares
y con
aspecto
mucoide
ARO04 Blancas,
cerosas,
irregulares
y con
aspecto
mucoide
ARO05 Blancas,
cerosas,
irregulares
y con
aspecto
liso
Kale KAO1 Bancas
cerosas,
circulares,
con
aspecto
liso
KAO02 Blancas,
cerosas,
irregulares
y con
aspecto
mucoide
KAO03 Blancas,
cerosas e
irregulares
KAO04 Blancas,
cerosas e

irregulares

Bacilos -
cortos

Bacilos -

cortos

Bacilos -

cortos

Bacilos -
cortos

Bacilos -

cortos

Bacilos +

cortos
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Lechuga

Alfalfa

KAO05

LEO1

LEO2

LEO3

LEO4

LEOS

ALO1

ALO2

ALO3

ALO4

ALOS5

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,

cerosas
circulares y
de aspecto

liso

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,
cerosas e
irregulares

Blancas,

cerosas e

Bacilos

cortos

Bacilos
cortos

Bacilos
cortos

Bacilos

cortos

Bacilos
largos en
cadena
Bacilos

largos

Bacilos

cortos

Bacilos
largos

Bacilos

cortos

Bacilos
largos en
cadena
Bacilos

largos
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irregulares
Acelga ACO01 Blancas,
cerosas e
irregulares
AC02 Blancas,
cerosas,
circulares y
con
aspecto
liso
ACO03 Blancas,
cerosas e
irregulares
AC04 Blancas,
cerosas e
irregulares
AC05 Blancas,
cerosas e
irregulares
Mastuerzo MZz01 Blancas,
cerosas e
irregulares
MZ02 Blancas,
cerosas e
irregulares
MZ03 Blancas,
cerosas e
irregulares
MZ04 Blancas,
cerosas e
irregulares
MZ05 Blancas,
cerosas e

irregulares

Bacilos -
cortos

Bacilos -
cortos

Bacilos -

cortos

Bacilos -

largos

Bacilos -
cortos con

esporas

Bacilos =

cortos

Bacilos =
largos

Bacilos -

cortos

Bacilos -

cortos

Bacilos -

cortos
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E.coli ATCC Blancas, - - Bacilos -
25922 circulares, cortos
brillosa y
con
elevacion
convexa
Bacillus Fr4aB12 Blancas, + + Bacilos +
spp. cerosas e cortos

irregulares

6.2 Actividad antagonista de cepas de Bacillus sobre Escherichia coli.

El ensayo de antagonismo directo mostré que de los 30 aislados ensayados
frente a las cepas de E. coli (ATCC 11229, 25922 y 35218), solo tres mostraron
actividad antagonista; se observé una respuesta singular para cada aislado, ya que
las muestras procedentes de hojas de kale KAO5 y KAO04, mostré un efecto
inhibitorio frente a las cepas de Escherichia coli 11229 y 25922, respectivamente
(Figura 13), mientras que la cepa procedente de hojas de lechuga (LEO1) mostro
un efecto inhibitorio s6lo sobre la cepa 35218, a diferencia de la cepa procedente
de artgula (AR03), la cual mostré un efecto inhibitorio sobre las tres cepas de E.

coli.

Bacillus methylotrophicus
Fr4aB12

Figura 13. Ensayos de confrontacion en placa de los morfotipos procedentes de
hortalizas (kale, lechuga y arugula) frente a las distintas cepas de Escherichia coli
ATCC 11229 (a), 25922 (b), 35218 (c), el control empleado fue Bacillus
methylotrophicus Fr4B12.,
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Cuadro 6. Criterios de seleccién de la actividad antagonica de los aislado de

hortalizas de hoja frente a Escherichia coli.

Criterio Area de inhibicién
Inhibicion alta ++ (5-10 mm)
Inhibicion parcial +(1-5 mm)
Inhibicion nula -(0 mm)

Es importante considerar que este ensayo no muestra resultados
concluyentes, debido al area de inhibicion, es muy pequefia y al no poder
cuantificarse, la prueba solo muestra resultados de tipo cualitativo, debemos
considerar que este estudio se considerd el tiempo de replicacion para E.coli, el cual
es mas corto que el de Bacillus, esta diferencia en los tiempos de replicacion con
respecto a Bacillus genera que no se produzcan los metabolitos (lipopéptidos) para

generar la inhibicion (Lertcanawanichakul & Sawangnop, 2008).

Cuadro 7. Clasificacion de la actividad antagdnica de los aislado de hortalizas de

hoja frente a Escherichia coli

Hortaliza Morfotipo E.coli E.coli E.coli
ATCC ATCC ATCC
11229 25922 35218
Artgula ARO1 - - -
ARO02 - - -
ARO03 i i i
AR04 - - -
ARO05 - - -
Kale KAO1 - - -
KA02 - - -
KAO03 - - -
KA04 + + 83
KAO05 + + +
Lechuga LEO1 + + +
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LEO2 - - -
LEO3 - - -
LEO4 - - -
LEOS - - -
Alfalfa ALO1 - - -
ALO2 - - -

ALO3 - - -
ALO4 - - -
ALO5 - - -

Acelga ACO1 - - -
ACO02 - - -

ACO3 - - -
ACO4 - - -
ACO5 - - -

Mastuerzo MZ01 = - -
MZz02 = - -

MZ03 - - -
MZ04 - - -
MZ05 - - -

Bacillus spp. Q11 + + :
Bacillus spp. Fr4B12 ++ ++ +

Inhibicion alta ++ (5-10 mm), inhibicion parcial +(1-5 mm) e inhibicién nula -(0 mm)

Las zonas inhibitorias en esta prueba se asocian a la produccion de
compuestos inhibitorios que se difunden en el medio. Asi mismo es importante
considerar otros mecanismos antagonistas, como la competencia por nutrientes y
espacio, asi como la presencia de otros metabolitos involucrados. La incubacién en
esta prueba fue realizada durante 24 horas, con la finalidad de observar de manera
mas clara el area de lisis, sin embargo, la produccion de metabolitos para el género
Bacillus se ha reportado durante la fase logaritmica. Lo cual resalta la importancia

de re-evaluar los tiempos de incubacion, ya que el extender el tiempo podria
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contribuir a observar de manera mas clara el efecto (Lertcanawanichakul &

Sawangnop, 2008).

Este ensayo nos ayuda a reducir la poblacion de estudio, ya que se ha
reportado una mejor eficiencia en el uso de este método en comparacién con
métodos de difusiébn en placa, ya que los metabolitos pueden estar presentes
durante el tiempo de experimentacion (Lertcanawanichakul & Sawangnop, 2008);
Lo cual contribuye a dilucidar la importancia de trabajar con extractos y no con el
microorganismo de manera directa, particularmente frente a microorganismos con

tiempos de replicacion tan cortos como Escherichia coli.

5.3 Ensayos de antagonismo con lipopéptidos y determinacion de la concentracion

minima inhibitoria.

En el antibiograma, se observa la formacion de halos inhibitorios, frente a E.
ycoli, al comparar las medias de los tratamientos, en concentraciones altas (2100
HQ), se observan diferencias entre los extractos procedentes del aislado AR0O3 con
Bacillus subtilis Q11 y Bacillus methylotrophicus Fr4B12, (a=0.05; Figura 14 y
Cuadro 8). Durante esta evaluacion se probaron distintas concentraciones que
fueron desde 140 g hasta 2100 ug; se han reportado para E. coli, donde se habia
reportado concentraciones de 312 pg/mL como concentracion minima inhibitoria

con extractos procedentes del género Bacillus (Sharma et al., 2013).
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15.00
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10.00

5.00

700 1400 2100 700 1400 2100 700 1400 2100 700 1400 2100 Control
Bacillus spp. Q11 Bacillus spp. AR03  Bacillus spp. Frdb12 Bacillus spp. LE01 ceftriaxona

Concentracion (ug) (30 ug)

Figura 14. Efecto inhibitorio de los lipopéptidos producidos por Bacillus spp. sobre
Escherichia coli (ATCC 11229), ND: No detectable.
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Cuadro 8. Efecto inhibitorio de la concentracion de lipopéptidos producidos por
Bacillus spp. sobre Escherichia coli (ATCC 11229).
Biosurfactante Concentracion halo de inhibicion  Andlisis con respecto

(M9) a ceftriaxona
Bacillus spp. Q11 700 14.33 £0.58 Intermedio
1400 16.67 £2.08 Intermedio
2100 19.67 + 3.06 Intermedio
Aislado ARO3 700 14.33+1.53 Intermedio
1400 17.33+1.53 Intermedio
2100 20.00 £ 1.00 Intermedio
Bacillus spp. 700 11.00 £ 2.65 Resistente
FrdB12
1400 13.00 £ 1.00 Resistente
2100 14.67 £ 1.15 Intermedio
Aislado LEO1 700 ND Resistente
1400 ND Resistente
2100 9.00 £ 1.00 Resistente
Ceftriaxona 30 18.33 + 0.58 NA
Metanol 30 ND NA

ND: no detectable; NA: No aplica

Se observaron diferencias en la susceptibilidad de las cepas de E. coli a los
lipopéptidos, siendo la cepa 11229 (Figura 14) la méas sensible, a diferencia de las
cepas 35218 o 25922 (Figura 15y 16; Cuadros 9 y 10), donde sus diferencias no
son cercanas al control positivo empleado, el antibiético comercial (ceftriaxona 30
Mg), caso similar a lo reportado para otros géneros de la familia de enterobacterias,
donde para Escherichia coli y Shigella sonnei se logra la inhibicion utilizando 312
pg/mL del extracto de lipopéptidos de Bacillus methylotrophicus SCS2012, mientras
gue para Shigella dysenteriae se logra utilizando 625 pg/mL (Sharma et al., 2013).
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Las cepas procedentes de hojas de kale (KA0O4 y KAQ5) y lechuga (LEO1)
fueron descartadas, debido que mostraba un efecto inhibitorio a concentraciones
superiores de 2100 ug, por ello estos extractos no fueron considerados para
posteriores analisis. Las cepas de Bacillus previamente identificadas y con el aislado
de aruagula (ARO3) se seleccionaron para continuar la caracterizacion de los
lipopéptidos, ya que se observa la presencia de halos a concentraciones de 700 ug,

la cual es superior a la reportada para E. coli, pero cercana a lo reportado para
Shigella dysenteriae, (Sharma et al., 2013).

35.00

20.00

bcd

bc bed
15.00 ?d { cd cd cd

Halo (mm)

10.00 - e

5.00

ND
0.00

700 1400 2100 700 1400 2100 700 1400 2100 700 1400 2100 Control
Bacillus spp. Q11 Bacillus spp. AR03  Bacillus spp. Frdb12 Bacillus spp. LE01 ceftriaxona

30
Concentracion (pg) (Xl
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Figura 15. Efecto inhibitorio de los lipopéptidos producidos por Bacillus spp. sobre
Escherichia coli (ATCC 35218), ND: No detectable.
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Cuadro 9. Efecto inhibitorio de la concentracion de lipopéptidos producidos por
Bacillus spp. sobre Escherichia coli (ATCC 35218).

Biosurfactante Concentracion halo de inhibicién Andlisis de referencia

(M9) con ceftriaxona
Bacillus spp. Q11 700 12.64 + 0.6 Resistente
1400 14.33+0.6 Intermedio
2100 16.67 £ 0.6 Intermedio
Aislado ARO3 700 123315 Resistente
1400 12.33+15 Resistente
2100 14.67 £ 0.6 Intermedio
Bacillus spp. 700 12.00 £ 0.0 Resistente
FrdB12
1400 13.00 £ 0.0 Intermedio
2100 14.33+0.6 Intermedio
Aislado LEO1 700 ND Resistente
1400 7.00+0.0 Resistente
2100 8.33+0.6 Resistente
Ceftriaxona 30 29.00 £ 0.0 NA
Metanol 30 ND NA

ND: no detectable; NA: No aplica

Ya que durante este ensayo podemos observar que el control con solvente
(metanol) no interfiere con el antagonismo presentado, ya que no hay un efecto
inhibitorio sobre Escherichia coli, comparable con lo reportado por Sharma y
colaboradores en 2013, donde emplean solventes como el acetato de etilo y al
someterlos a un analisis por antibiograma no hay una respuesta inhibitoria frente a
Escherichia coli, (Sharma et al., 2013); Por tanto podemos separar el solvente de
los extractos y observar una respuesta inhibitoria exclusiva del extracto crudo de

lipopéptidos sobre Escherichia coli.
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Figura 16. Efecto inhibitorio de los lipopéptidos producidos por Bacillus spp. sobre
Escherichia coli (ATCC 25922).
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Cuadro 10. Efecto inhibitorio de la concentracion de lipopéptidos producidos por
Bacillus spp. sobre Escherichia coli (ATCC 25922).

Biosurfactante Concentracion halo de inhibicién Andlisis de referencia

(M9) con ceftriaxona
Bacillus spp. Q11 700 1267 +1.1 Resistente
1400 17.33+15 Intermedio
2100 19.33+15 Intermedio
Aislado ARO3 700 11.33+0.6 Resistente
1400 13.33+0.6 Resistente
2100 13.00£1.0 Resistente
Bacillus spp. 700 13.33£0.6 Resistente
FrdB12
1400 15.00+ 1.7 Intermedio
2100 16.00 £ 1.7 Intermedio
Aislado LEO1 700 ND Resistente
1400 7.33+£0.0 Resistente
2100 8.67 +0.6 Resistente
Ceftriaxona 30 27.00£0.0 NA
Metanol 30 ND NA

ND: no detectable; NA: No aplica

6.4 Actividad antibacteriana los lipopéptidos sobre E.coli en suspension.

Para dilucidar el tipo de actividad antibacteriana de los extractos obtenidos
se realiz6 un ensayo denominado reto microbiano, en el cual se determiné el efecto
de los compuestos sobre la viabilidad de las cepas de E.coli en suspension. El
efecto de los extractos muestra actividad diferenciada por cepa y extracto, el
extracto generado por Bacillus methylotrophicus Fr4B12 no muestra diferencias
significativas (a=0.05), ni entre las concentraciones empleadas, ni entre cepa de
Escherichia coli (Figura 17). La reduccion en la viabilidad observada para este

extracto es limitada, no mayor a 0.35 Log UFC/mL.
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Figura 17. Efecto inhibitorio de los lipopéptidos producidos por Bacillus
methylotrophicus Fr4B12 sobre cepas de E. coli 11229, 35218 y 25922, analisis
realizado con respecto al control de plata coloidal (0.35 pl; barras anaranjadas) y

con un tiempo de interaccion de 10 minutos.

En el caso de los extractos de Bacillus subtilis Q11 y ARO03, muestran
diferentes efectos entre las distintas cepas de E. coli, siendo la cepa 25922 la que
muestra una mayor sensibilidad para ambos extractos y solo la cepa 35218 sélo
para el extracto de ARO3, (Figura 18). En ambos casos, el extracto generado por
ARO03 y Bacillus subtilis Q11 generaron una reduccion maxima de 1 logaritmo en las
cepas mas susceptibles y con mayor concentracion del extracto, lo cual nos indica
que la principal actividad antimicrobiana de estos compuestos es de tipo
bacteriostatica; El control positivo empleado fue plata coloidal, la cual generé una
reduccion de alrededor de 2 Log UFC/mL; eficacia de este compuesto ha sido
ampliamente cuestionada, ya que 22 ppm no muestran un efecto bactericida frente
a E. coli (Van Hasselt et al., 2004).

46



W Escherichia coll 11229
a W Escherichia coll 35218 b
o Escherichia coli 25922
o —
-:l =
25
o
'S
S5
v S—
[
[v4
700 1400 2100 Control 700 1400 2100 Control 700 1400 2100 Control
Concentracion (pl/pg)
.
W Escherichia coli 11229
a ) Escherichia coli 35218
b Escherichia coli 25922
o
O b
E' )
%)
w
S5
u S
[}
(14

700 1400 2100 Control 700 1400 2100 Control 700 1400 2100 Control

Concentracion (pl/pg)

Figura 18. Efecto inhibitorio de los lipopéptidos producidos por A) Bacillus subtilis
Q11 y B) Bacillus spp. AR03 sobre cepas de Escherichia coli 11229, 35218 y 25922,
analisis realizado con respecto al control de plata coloidal (0.35 pL) y con un tiempo

de interaccion de 10 minutos.

En comparaciones recientes se ha observado que la plata coloidal mostrd
una eficiencia sobre la inactivacion de los microorganismos deterioradores es del
95% utilizando como matriz alimentaria el cilantro (Salgado-Escobar et al., 2020); a
pesar de estos reportes es importante mencionar que en México desde 1993 se
utiliza como un método de desinfeccion de frutas y verduras (Rodriguez & Del
Rocio, 2015). Resaltado asi la necesidad de evaluar los diversos desinfectantes

47



empleados durante la desinfeccién de hortalizas de hoja utilizando metodologias

mas apropiadas.

La desinfeccion de hortalizas de hojas sin duda es un reto para la inocuidad,
donde el tratamiento convencional con hipoclorito de cloro puede generar
compuestos toxicos, como los trihalometanos y &cidos haloacéticos con efectos
dafiinos potenciales para la salud (Banach et al., 2020).

Si bien se han estudiado tratamientos alternativos como el &cido
peroxiacético o el dioxido de cloro, se ha demostrado que las concentraciones
comerciales de estos productos, 20 y 80 ppm respectivamente, no logran inhibir a
E. coli O157:H7 en los tanques de lavado con matrices de espinaca (Chalen-
Moreano et al., 2024). Por lo anterior es importante destacar que el extracto crudo
de los biosurfactantes al presentar un efecto de tipo bacteriostatico, puede ser un
posible candidato para generar estrategias de desinfeccion, como la tecnologia de

barreras que promueve la inocuidad de estos alimentos.

5.5 ldentificacion genética de aislados de Bacillus aisladas de hortalizas.

Se identificé el aislado que presentd la mayor actividad antagonista, en este
caso el aislado procedente de hojas de artgula, aislado AR03, Con base en la
comparacion de la secuencia por el gen ARNr 16s usando la herramienta de tipo
BLAST, la secuencia se encuentra dentro del género Bacillus, mostrando 100% de
similitud con Bacillus halotolerans y una relacién cercana con especies como B.

malacitensis y B. subtilis (Figura 19).
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Figura 19. Arbol filogenético para las secuencias obtenidas, construccion por medio

del método vecinos cercanos (BV-BRC version 3.53.3).

5.6 Analisis del extracto crudo por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR).

El extracto procedente de Bacillus spp. ARO3, presenta una banda en 3294
cm? la cual corresponde al grupo amida A, 2926 cm™ atribuidas a la vibracién de
estiramiento en enlaces simples de C-H (Figura 20), es importante mencionar que
esta region se ha asocia con la presencia de lipidos (3000-2800 cm), asi mismo
se pueden observar enlaces dobles de C=O por la presencia de la banda en 1643
cm?y la presencia de proteinas, esto debido a la presencia de dos bandas (1715 y
1530 cm?) en el espectro asociado a la Amida | (1700- 1600 cm™) y Il (1565- 1520
cm?); (Rodriguez-Chavéz et al., 2018; Bureau et al.,2018; Glassford et al., 2013).
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Figura 20. Analisis del extracto crudo producido por Bacillus spp. ARO3 por

espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Para el caso de Bacillus subtilis Q11 su extracto crudo fue analizado
previamente por Rodriguez-Chavéz et al., 2018, donde el analisis de FTIR reporta
la misma banda para el grupo amida A (3294 cm™), asi como bandas en 2923 a
2853 cm™ atribuidas a la vibracién de estiramiento en enlaces simples de C-H, asi

como enlaces dobles de C= O en 1644 cm™.

Por otro lado, se observa la presencia de bandas en 1515 cm™ asociadas a
la regién para amida Il, asi como a la presencia de enlaces peptidicos, debido a la
vibracion de flexiébn N-H y la vibracién de estiramiento C-N en los rangos de 1241y
1172 cm (Rodriguez-Chavéz et al., 2019; Glassford et al., 2013).

Lo anterior nos muestra un panorama general sobre la composicion del
extracto crudo, lo cual coincide con un analisis mas completo del extracto de
surfactante de Bacillus subtilis Q11, donde utilizando MALDI-TOF, se ha reportado
la presencia de dos de las principales familias de lipopéptidos, iturina (A), fengicinas
(A y B) (Rodriguez-Chavez et al., 2019). Mismo caso para el extracto de Bacillus
methylotrophicus Fr4dB12 o M9, en el cual se ha reportado la presencia de grupos
de lipopéptidos procedentes de dos familias la fengicinas e iturinas (Lopez-
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Gonzélez et al., 2021). Tomando como referencia lo previamente reportado, asi
como el analisis realizado mediante FTIR podemos ubicar a los tres extractos de
biosurfactantes como lipopéptidos.

6.7 Efecto del biosurfactante en la capacidad de formacién de biopeliculas de cepas

de E.coli in vitro.

La accion de los biosurfactantes sobre las biopeliculas de E. coli a través del
tiempo muestran una actividad diferente entre las cepas, a la concentracion
evaluada (2100 ug o 2.1 mg), todos los extractos muestran diferencias significativas

(a=0.05) con respecto al control empleado, (Figura 21, 22 y 23). Sin embargo,

Sin embargo la cepa de E.coli 25922 mostrd una susceptibilidad muy similar
entre los diferentes extractos aplicados, los tres surfactantes extraidos muestran
propiedades inhibitorias sobre la formacion de exopolisacaridos a las 48 horas
posteriores a su aplicacion, donde se observan reducciones que van desde el 87%
hasta el 96%, siento el extracto procedente de Bacillus spp Q11 el que muestra una

mayor actividad inhibitoria (Figura 21).
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Figura 21. Efecto inhibitorio de los biosurfactantes producidos por Bacillus spp.
sobre la formacion de biopeliculas producidas por E. coli (ATCC 25922) in vitro.

Por otro lado la cepa de E.coli 11229, muestra una mayor capacidad para la
formacion de biopeliculas bacterianas, debido a que la produccién de
exopolisacaridos comienza desde las 24 horas posteriores a su inoculacion, sin
embargo a pesar de ello se logran porcentajes de reduccién hasta de 88%, siendo
el extracto procedente de Bacillus spp. ARO3 es el que muestra una mayor actividad
inhibitoria a las 24 horas. Sin embargo, el extracto procedente de Bacillus spp.
Fr4B12 tiene una actividad mas estable sobre esta cepa, debido a que mantiene
porcentajes de reduccién altos hasta 72 horas posteriores a su aplicacién (Figura
22).
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Figura 22. Efecto inhibitorio de los biosurfactantes producidos por Bacillus spp.

sobre la formacion de biopeliculas producidas por E. coli (ATCC 11229) in vitro.

Es importante destacar la sensibilidad mostrada por parte de la cepa de E.coli
35218 ya que los tres extractos muestran porcentajes de reduccion altos en los
distintos tiempos de medicion, siendo un efecto alin mas pronunciado a las 72 horas
posteriores a su aplicacion, donde el extracto procedente de Bacillus spp. ARO3
mostré una mayor capacidad de inhibicion a través del tiempo, con porcentajes del
95% a las 72 horas posterior a su aplicacion (Figura 23).
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Figura 23. Efecto inhibitorio de los biosurfactantes producidos por Bacillus spp.
sobre la formacion de biopeliculas producidas por E. coli (ATCC 35218) in vitro.

Esta capacidad de los biosurfactantes coincide con lo previamente reportado
por Adnan (2021) donde se observd que estos compuestos tienen una capacidad
antiadherente, impidiendo la arquitectura de la matriz de la biopelicula, al afectar la
viabilidad e integridad de las células bacterianas dentro de las biopeliculas, lo que
reduce el contenido total de exopolisacéaridos. Asi mismo se ha observado para los
compuestos de tipo lipopéptidos bacterianos, reducen la tensién superficial y forman
micelas, lo cual puede disminuir la formacion de biopeliculas bacterianas (Saiyam
et al., 2024).

5.8 Efecto del biosurfactante en la capacidad de formacion de biopeliculas de E.coli

bacterianas sobre hojas de espinaca (Spinacia oleracea).

Para dilucidar la accion de los biosurfactantes en una matriz alimentaria se
realiz6 un ensayo sobre biopeliculas de las cepas de E.coli en hojas de espinacas,

en el cual los distintos extractos muestran diferencias significativas (a=0.05) con
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respecto al control empleado, aunque con una actividad diferenciada entre las cepas

de E. coli, a la concentracion evaluada (2100 ug), (Figuras 24, 25y 26).
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Figura 24. Efecto inhibitorio de los biosurfactantes producidos por Bacillus spp.
sobre la formacion de biopeliculas producidas por E. coli (ATCC 11229) en hojas de

espinaca (Spinacia oleracea).

Es importante destacar que al realizar los ensayos in vivo se observaron
porcentajes de reduccion aun mayores que los ensayos in vitro, hasta del 99%
(Figura 24), lo cual podria indicar la activacién de diversas rutas metabdlicas en la
planta. Se ha reportado que las familias de lipopéptidos iturinas, tienen propiedades
antibacterianas, ya que altera las membranas celulares de hongos y bacterias al
interactuar con sus componentes lipidicos, lo que conduce a la lisis celular (Saiyam
et al., 2024).

A pesar de los diversos reportes asociados a las propiedades
antimicrobianas de los biosurfactantes, es importante destacar el uso de los
biosurfactantes no purificados, ya que representan una alternativa econémica de
biocontrol (Das et al., 2008).
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Figura 25. Efecto inhibitorio de los biosurfactantes producidos por Bacillus spp.
sobre la formacion de biopeliculas producidas por E. coli (ATCC 25922) en hojas de

espinaca (Spinacia oleracea).

Tal como lo muestran los resultados del agente de biocontrol, Bacillus subtilis
Q11, el cual presenta porcentajes de reduccion de hasta el 98% para las diversas
cepas de E. coli (Figuras 24, 25 y 26). Dando la pauta para el uso de
microorganismos previamente identificados y que tiene papeles ecoldgicos

importantes en los entornos agroecoldgicos.
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Figura 26. Efecto inhibitorio de los biosurfactantes producidos por Bacillus spp.
sobre la formacion de biopeliculas producidas por E. coli (ATCC 35218) en hojas de

espinaca (Spinacia oleracea).

De acuerdo con lo previamente analizado dentro de los sistemas productivos
agroecologicos de hortalizas se encuentran microorganismos con capacidad de
biocontrol; ya que en este nicho ecoldgico se aisl6 y caracterizo una cepa de Bacillus
procedente de hortalizas de hoja verde con capacidad de biocontrol sobre
poblaciones de Escherichia coli in vitro e in vivo en hojas de espinaca (Spinacia
oleracea). Lo que re afirma la importancia del estudio de los biosurfactantes, ya que
brindan la posibilidad de desarrollar diversas estrategias biocompatibles con el
entorno, con capacidad para biodegradarse y que presenten efectividad ante

diversas condiciones o0 en combinacion con diversas estrategias (Patel et al., 2021).

Al evaluar las interacciones antagonistas de los aislados frente a Escherichia
coli, mediante ensayos de confrontacion por estria en placa. El aislado Bacillus spp.
ARO3 presenta actividad antagonista sobre Escherichia coli, comparada a cepas de
Bacillus previamente identificadas como Bacillus subtilis Q11 y Bacillus
methylotrophicus Fr4B12.
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Este efecto antagonico ha sido previamente reportado por Cordisco (2023),
donde se observa como la presencia de bacileno, metabolito hibrido de péptido no
ribosémico, genera un efecto antagonico sobre la formacion de biopeliculas E.coli,
pero principalmente inhibe la sintesis de proteinas procariotas, reportando una
actividad de tipo antibidtica bacteriostatica. Concordando con lo reportado en este
estudio donde al determinar la produccion bacteriana de lipopéptidos y evaluar su
actividad inhibitoria sobre Escherichia coli el extracto crudo de biosurfactantes
producidos las cepas Bacillus subtilis Q11 y Bacillus spp. ARO3 muestran actividad
bacteriostatica (Jessel & Chapman, 2024; Cordisco et al., 2023).

Lo cual podria contribuir al desarrollo de estrategias de desinfeccion basadas
en tecnologia de barrera, ya que el uso de extractos crudos de Bacillus ha
demostrado su efectividad, de acuerdo a lo reportado por Lin (2021) el sobrenadante
de Bacillus subtilis natto tiene un efecto inhibitorio sobre E. faecalis, en este caso
se observa una mayor efectividad usando este método ante una bacteria con alta
resistencia, demostrando que el fluido de cultivo de B. subtilis natto regulaba a la
baja la biosintesis de peptidoglicanos y la biosintesis de glicolipidos de membrana
(Lin et al., 2021).

Al evaluar el efecto inhibitorio de los biosurfactantes sobre Escherichia coli en
espinaca (Spinacia oleracea) y su efecto sobre la produccién de biopeliculas; El
efecto inhibitorio de los lipopéptidos sobre la formacion de biopeliculas bacterianas
in vitro, puede ser una estrategia eficaz en el desarrollo de recubrimientos
microbianos, asi como el desarrollo de estrategias de biocontrol en superficies
inertes. Como se mencion6 con anterioridad la presencia de biopeliculas
bacterianas no representa un riesgo para el consumidor, también afecta la
produccion, ya que cuando las bacterias se encuentran es este estadio de
resistencia intervienen con diversos antimicrobianos como los antibiéticos o los
desinfectantes, lo cual se refleja en un incremento de los costos asociados a la

produccion (Adnan et al., 2021).
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El uso de los biosurfactantes representa una estrategia eficaz, ya que en
estudios previos se ha evaluado su estabilidad ante diversos rangos de pH,
reportando un amplio rango de estabilidad (5 a 9), con porcentajes de emulsificacion
de hasta el 53.4-61.2% a las 24 horas (Giri et al., 2019). Ofreciendo una alternativa
de biocontrol, que puede contribuir a la prevencién de la sobrevivencia de agentes

patégenos desde la siembra hasta la cosecha sobre las hojas de espinaca.
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7. CONCLUSIONES

e Dentro de los sistemas productivos agroecolégicos de hortalizas se
encuentran microorganismos con capacidad de biocontrol.

e El aislado Bacillus spp. AR03 presenta actividad antagonista sobre
Escherichia coli, comparada a cepas de Bacillus previamente identificadas
como Bacillus subtilis Q11 y Bacillus methylotrophicus Fr4B12.

e El extracto crudo de biosurfactantes producidos las cepas Bacillus subtilis
Q11 y Bacillus spp. AR03 muestran actividad bacteriostatica sobre
Escherichia coli, lo cual podria contribuir al desarrollo de estrategias de
desinfeccién basadas en tecnologia de barrera.

e El efecto inhibitorio de los lipopéptidos sobre la formacién de biopeliculas
bacterianas in vitro, puede ser una estrategia eficaz en el desarrollo de
recubrimientos microbianos, asi como el desarrollo de estrategias de
biocontrol en superficies inertes.

e El efecto inhibitorio sobre la formacion de biopeliculas bacterianas sobre
hojas de espinaca, es una alternativa de biocontrol, que puede contribuir a la
prevencion de la sobrevivencia de agentes patdgenos desde la siembra
hasta la cosecha sobre las hojas de espinaca.
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