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RESUMEN

Este estudio empled métodos dependientes e independientes de cultivo, secuenciacién masiva
y analisis bioinformatico para explorar la diversidad de comunidades bacterianas en diversos
agroecosistemas de Costa Rica, asi como en el proceso de elaboracion del té de vermicompost.
Ademas, se investigo la presencia de bacterias resistentes a antimicrobianos cominmente utilizados
en la proteccion de plantas y el tratamiento veterinario de ganado bovino.

Se identificaron 116 bacterias aisladas a partir de infecciones bacterianas en 19 cultivos,
incluyendo hortalizas, frutales y ornamentales en Costa Rica. La secuenciacion del gen ARN 16S 'y
el sistema semiautomatizado Biolog revelaron 55 especies pertenecientes a 20 géneros bacterianos,
destacando Pseudomonas, Serratia, Pantoea y Stenotrophomonas como los méas abundantes. El 27%
de los aislamientos se categorizO como patogénico mediante la Reaccién Hipersensible (RH),
incluyendo especies fitopatdgenas. como Pseudomonas syringae, P. cichorii, Pantoea anthophila y
P. stewartii, Stenotrophomonas maltophilia, Dickeya oryzae, Erwinia billingiae, Pectobacterium
aroidearum, y Enterobacter cloacae subsp. dissolvens. Se determind la susceptibilidad a los
antibioticos estreptomicina, tetraciclina y gentamicina de la coleccion mediante la prueba de difusion
en disco y a las bacterias consideradas positivas se les determiné la Concentracion minima inhibitoria
(CMI). Segun las condiciones de este estudio, el 60% de las bacterias provenientes de 17 cultivos
fueron clasificadas como resistentes a alguno de los antibiéticos evaluados, encontrandose CMIs
méaximas en aislamientos de repollo, tomate, banano, chile dulce, apio, meldn, carcuma, coliflor y
palmito. Dentro de los géneros con mayor abundancia se determind una proporcién de aislamientos
resistentes desde 86% (Stenotrophomonas) a 54% (Pantoea). La resistencia a estreptomicina fue la
més frecuente (35%), seguida por tetraciclina (28%) y gentamicina (9%), y la proporciéon de
resistencia en las bacterias con RH positiva fue mayor (74%) que en las RH negativa (54%).

Por otro lado, se analizaron mediante la secuenciacién de amplicones 16S rRNA, los cambios
en la diversidad bacteriana y la presencia de resistencia a oxitetraciclina, en muestras del proceso de
vermicompostaje (excretas frescas, precompostadas y vermicompost de estas) del Mddulo Lechero
de la Sede del Atlantico de la Universidad de Costa Rica, ademas de los tés de vermicompost con y
sin melaza, utilizados como abonos liquidos. Las comunidades de estiércol fresco y precompostado
estuvieron dominadas por bacterias de los filos Firmicutes y Bacteroidetes y compartieron una
similitud de Bray-Curtis del 71%, aunque el precompostaje provocéd una disminucion de la
abundancia de los géneros dominantes, incluidos coliformes. EI vermicompostaje aument6 la
diversidad del sustrato y provoc6 un marcado cambio en la comunidad bacteriana, dominada por
bacterias fijadoras de nitrégeno y degradadoras de compuestos organicos complejos pertenecientes a
las Proteobacterias y Bacteroidetes. El té de vermicompost mantuvo la comunidad central “core” del
sustrato, sin embargo, la adicién de melaza al té tuvo un fuerte impacto sobre la diversidad,
favoreciendo la proliferaciéon de géneros como Acinetobacter y Aeromonas (73% de las lecturas). A
partir de todas las muestras anteriores se cultivaron bacterias en caldos suplementados con 10 pg/ml
de oxitetraciclina, donde las excretas frescas tuvieron la mayor cantidad de ASVs resistentes (32),
con géneros como Acinetobacter y Bacteroides en mayor abundancia. El periodo de precomposteo
disminuy6 los ASVs resistentes a 10, y el vermicompostaje a 5. La preparacién de los tés con o sin
suplemento de melaza aumentd los ASVs resistentes (23 y 19, respectivamente), la mayoria
compartidos con la muestra de excretas frescas. Dentro de los géneros compartidos se encuentran
Aeromonas, Acinetobacter, Escherichia, y Proteus que tienen la capacidad de diseminar
determinantes de resistencia, y, en el caso de Aeromonas, esta presente en alta abundancia en el té
suplementado con melaza.

Este trabajo contribuye a una mejor comprension de la presencia de bacterias resistentes de
origen ambiental y su diversidad en diferentes agroecosistemas de nuestro pais, y se espera que esta
informacién sirva como insumo para la toma de decisiones con respecto al control en el uso de
antibioticos en la produccion agricola y pecuaria en Costa Rica, de manera que ejerza un efecto
positivo en el ambiente productivo, ambiental y de salud publica.
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ABSTRACT

This study employed both culture-dependent and independent methods, including cultivation,
high-throughput sequencing, and bioinformatic analysis, to explore bacterial community diversity in
various agroecosystems of Costa Rica and during the vermicomposting tea production process. The
investigation also focused on identifying bacteria resistant to commonly used antimicrobials in plant
protection and bovine veterinary treatment.

A collection of 116 bacteria isolated from bacterial infections in 19 crops, including
vegetables, fruit trees, and ornamentals in Costa Rica. The sequencing of the 16S rRNA gene and the
semi-automated Biolog system revealed 55 species within 20 bacterial genera, with Pseudomonas,
Serratia, Pantoea, and Stenotrophomonas being the most abundant. Approximately 27% of the
isolates were categorized as pathogenic through the hypersensitivity reaction test, including
phytopathogenic species like Pseudomonas syringae, P. cichorii, Pantoea anthophila, P. stewartii,
Stenotrophomonas maltophilia, Dickeya oryzae, Erwinia billingiae, Pectobacterium aroidearum, and
Enterobacter cloacae subsp. dissolvens. Under this study conditions, 60% of the bacteria isolated
from 17 out of 19 crops were classified as resistant to at least one of the evaluated antibiotics. The
highest MICs were observed in isolates from cabbage, tomato, banana, sweet pepper, celery, melon,
turmeric, cauliflower, and heart of palm. Among the most abundant genera, the proportion of resistant
isolates ranged from 86% (Stenotrophomonas) to 54% (Pantoea). Resistance to streptomycin was the
most prevalent (35%), followed by tetracycline (28%) and gentamicin (9%). Additionally, the
proportion of resistance in bacteria with positive hypersensitivity reactions was higher (74%) than in
those considered non pathogenic (54%).

The study further analyzed changes in bacterial diversity and the presence of oxitetracycline
resistance in samples from the vermicomposting process at the Dairy Module of the Atlantic Campus
of the University of Costa Rica. This included fresh and precomposted manure, vermicompost, and
vermicompost teas with and without cane molasses additive. Sequencing of 16S rRNA amplicons
revealed that fresh and precomposted manure communities were dominated by Firmicutes and
Bacteroidetes, sharing a Bray-Curtis similarity of 71%, although precomposting led to a reduction in
the abundance of dominant genera, including coliforms. Vermicomposting increased substrate
diversity, shifting the bacterial community towards nitrogen-fixing and complex organic compound-
degrading bacteria in Proteobacteria and Bacteroidetes. Vermicompost tea retained the substrate's
core community, but the addition of molasses strongly impacted diversity, favoring genera like
Acinetobacter and Aeromonas (73% of reads). Bacteria cultivated in nutrient broth supplemented
with 10 pg/ml oxitetracycline revealed that fresh manure had the highest number of resistant amplicon
sequence variants (ASVs) (32), with higher abundance of genera such as Acinetobacter and
Bacteroides. Precomposting reduced resistant ASVs to 10, while vermicomposting reduced them to
5. Tea preparation with or without molasses increased resistant ASVs (23 and 19, respectively),
mostly shared with fresh manure. Shared genera included Aeromonas, Acinetobacter, Escherichia,
and Proteus, known for disseminating resistance determinants, with Aeromonas present in high
abundance in molasses-supplemented tea.

This research contributes to a better understanding of the presence of environmentally derived
antibiotic-resistant bacteria and their diversity in different agroecosystems in our country. This
information is expected to provide insights for informed decision-making regarding antibiotic control
in Costa Rica's agricultural and livestock production, ultimately leading to a positive impact on
productivity, the environment, and public health.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos ha sido clasificada como una de las mayores
amenazas para la salud mundial, la seguridad alimentaria y el desarrollo por la Organizacién Mundial
de la Salud. A pesar de ser un fendmeno natural, diferentes factores han contribuido a la seleccién de
bacterias resistentes y a la rapidez con la cual se presenta, tales como el consumo excesivo e
inadecuado de antibi6ticos por parte de la poblacion, la falta de control en su venta, y el abuso de los
antibidticos en la produccion agropecuaria, tanto en el control de enfermedades causadas por bacterias
en animales y plantas como en forma de promotores de crecimiento para animales de granja (Haynes
et al., 2020; Manyi-Loh et al., 2018; McManus et al., 2002; OMS, 2018; Wang et al., 2020).

En Costa Rica la resistencia a antibiéticos es un problema importante, lo que ha llevado a la
declaratoria de interés publico y nacional del “Plan de accion nacional de lucha contra la resistencia
a los antimicrobianos. Costa Rica 2018-2025” por parte del Gobierno de la Republica y el Ministerio
de Salud. Este decreto reconoce el aumento en la frecuencia de infecciones en hospitales y
comunidades causadas por bacterias resistentes, que obliga a utilizar tratamientos mas novedosos,
costosos y prolongados, con un impacto importante en el gasto en Salud del Estado costarricense
(Garcia, 2006; MSP, 2018). Ademas, recientemente, se presentd una iniciativa de un proyecto de
ley en la Asamblea Legislativa para prohibir y controlar una lista de 16 plaguicidas peligrosos
(prohibidos por diferentes agencias internacionales), en la cual se incluyeron los antibi6ticos
gentamicina, tetraciclina, estreptomicina y kasugamicina (Quiros, 2023).

Estudios realizados en nuestro pais, han identificado determinantes genéticos de resistencia
gue son compartidos entre bacterias provenientes de humanos (flora intestinal, intrahospitalarias), de
animales y ambientes agricolas, implicando una diseminacion de bacterias resistentes a antibi6ticos
entre los diferentes ambientes y/o una transferencia horizontal (entre bacterias diferentes) de los genes
de resistencia (De la Cruz et al., 2008; Garcia, 2006; MSP, 2018; Rodriguez et al., 2006; Vindas,
2019).

Los antibidticos son ampliamente utilizados en el sector agricola de nuestro pais, en cultivos
(hortalizas) para consumo humano, plantas ornamentales para exportacion, y en el sector pecuario,
como promotor de crecimiento en produccion animal y para el tratamiento terapéutico y profilactico
de los animales (Blanco-Meneses et al., 2023; Carmona & Vindas, 2008; De la Cruz et al., 2008;
Garcia, 2006). Ademas, el consumidor nacional es poco exigente en la calidad de la presentacion e
inocuidad del producto (Galt, 2007; Stolker et al., 2013).

La entrada de los productos antimicrobianos y bacterias resistentes a los agroecosistemas

costarricenses (Figura 1) ocurre por diferentes vias: Una es la aplicacion de estos compuestos como



parte de la estrategia de manejo de enfermedades causadas por bacterias fitopatogenas, en la cual los
residuos de estos antibidticos pueden permanecen en suelos y vegetales (Aust et al., 2008; Rodriquez
et al., 2006). En el caso de las fincas lecheras, la entrada al sistema se debe a la medicacion directa
del bovino, a la aplicacién de los antimicrobianos en el alimento cuando se trata de un problema
general del hato, o por el acarreo de residuos de antimicrobianos utilizados por la fabrica de alimentos
en otras formulas (Granados-Chinchilla et al., 2014; Haynes et al., 2020; Stolker et al., 2013). Otra
posible entrada de estos residuos es en el agua de riego, cuando es tomada de rios contaminados con
aguas residuales domésticas y de hospitales (Haynes et al. 2020; Vindas, 2019). Por otro lado, las
bacterias resistentes a antibioticos se pueden diseminar en la misma forma antes mencionada para los
antimicrobianos, incluyendo las excretas del ganado tratado con antibidticos (Faissal et al., 2017,
Smith et al., 2019), que son utilizadas como abono en forma directa en pastos para alimentacion de
ganado, o después de ser sometidas a un proceso de bio transformacion como el compostaje y
vermicompostaje y derivados (este estudio).
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Fig. 1. Diagrama de flujo de entrada y salida de antimicrobianos (y bacterias resistentes) en
agroecosistemas de Costa Rica.



La aplicacion de excretas bovinas en el campo es una practica comunmente utilizada a nivel mundial
para aumentar la fertilidad del suelo y la produccién de alimentos (Smith et al., 2019; Zhao et al.,
2022), a pesar de que estas practicas pueden causar problemas ambientales y de salud pablica (Virto
etal., 2022). En Costa Rica las excretas se aplican de forma directa sin tratamiento previo, o después
de someterlas a procesos como la preparacion de fermentos microbianos (bioles), el compostaje, el
vermicompostaje, y la elaboracién de tés de compost (Zamora et al., 2017). El vermicompostaje es
un proceso utilizado para valorizar el exceso de excretas de las granjas lecheras y la diversidad de su
microbioma contribuye a sus numerosas caracteristicas benéficas (Pathma & Sakthivel, 2012). Si bien
existe en el pais informacion sobre comunidades microbianas presentes en el vermicompost (Duran
& Henriquez, 2007; Zamora et al., 2017), las investigaciones realizadas se basaron en métodos
dependientes de cultivo, cuyas limitaciones restringen el acceso a informacion detallada de la
comunidad microbiana, en particular de las especies no cultivables. Se desconocen, ademas, los
cambios en la estructura de las comunidades bacterianas ocurridos durante el proceso de
vermicompostaje, desde las excretas hasta la obtencion de los productos derivados del vermicompost,
y la presencia de bacterias resistentes a oxitetraciclina en los diferentes subproductos.

En este estudio se emplearon métodos dependientes de cultivo y secuenciacidn Sanger para la
identificacion molecular de una coleccidn de bacterias aisladas de plantas con infeccion bacteriana, a
fin de determinar la susceptibilidad a la gentamicina, estreptomicina y tetraciclina, antibiéticos
utilizados en Costa Rica para el combate de enfermedades bacterianas. Adicionalmente se realizé
secuenciacion de alto rendimiento, analisis bioinforméatico y bioestadistico para determinar los
cambios en la estructura de las comunidades bacterianas presentes en el estiércol de vaca,
vermicompost y té de vermicompost (con y sin adicion de melaza), ademas se realizé un analisis
comparativo de estas poblaciones bacterianas y se determiné la presencia de bacterias resistentes a

oxitetraciclina, antibidtico utilizado en el tratamiento veterinario del ganado bovino.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la presencia, biodiversidad y dindmica poblacional de bacterias resistentes a antibiéticos en

diferentes agroecosistemas y productos agricolas de Costa Rica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la resistencia a los antibioticos estreptomicina, oxitetraciclina y gentamicina en una
coleccion de bacterias aisladas de tejidos infectados de hortalizas colectados en tres zonas de
alta produccion de Costa Rica.

Clasificar las bacterias resistentes e identificar representantes de cada grupo mediante
secuenciacion del gen que codifica por su ARN ribosomal 16S.

Analizar la relacion entre la presencia de resistencia en la planta hospedera y la localizacién
geogréfica.

Analizar la diversidad y cambios en la estructura de las comunidades bacterianas presentes
en abonos organicos preparados a base de estiércol de vaca mediante secuenciacion de alto
rendimiento.

Determinar la presencia de bacterias resistentes a oxitetraciclina en abonos organicos

preparados a base de estiércol de vaca.



CAPITULO 1: Diversidad y susceptibilidad a antibiéticos en bacterias
aisladas de cultivos agricolas de Costa Rica

1.1 Introduccion

Las bacterias asociadas a plantas sobreviven como epifitas en su superficie o endofitas
colonizando los haces vasculares (Agrios, 2005), y en la mayoria de los casos, realizan funciones que
mantienen el balance del sistema como la fijacion de nitr6geno, la nitrificacién y el antagonismo
contra bacterias y hongos fitopatdgenos (Arauz, 2011; Compant et al., 2019; Hashem et al., 2019;
Nion & Toyota, 2015). Por su parte, las bacterias fitopatdgenas utilizan las plantas como fuente de
nutrientes y se han especializado en evadir sus defensas e invadir los tejidos (Agrios, 2005). Si bien
las bacterias epifitas, endodfitas y fitopatogenas comparten nichos, solo las Ultimas provocan
enfermedades (Kannan & Bastas, 2015; Vidaver & Lambrecht, 2004).

En términos generales, algunas cepas de las bacterias fitopatdgenas pertenecientes a las
familias Xanthomonadaceae, Pseudomonadaceae y Enterobacteriaceae pueden causar enfermedad a
diversas especies de plantas (Kannan & Bastas, 2015) y la mayoria se clasifica en los géneros Erwinia,
Pectobacterium, Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderia, Acidovorax,
Xanthomonas, Clavibacter, Streptomyces, Xylella, Spiroplasma y Phytoplasma (Agrios, 2005; Ellis
et al., 2008; Kannan & Bastas, 2015). Cabe destacar que la taxonomia de estas bacterias se encuentra
en proceso de cambio. En Costa Rica, los principales géneros de bacterias que se han reportado como
causantes de enfermedades en cultivos son Xylella, Phytoplasma, Erwinia, Pectobacterium,
Pseudomonas, Xanthomonas, Burkholderia, Clavibacter y el complejo de especies de Ralstonia
solanacearum (Aguilar et al., 2005; Arauz, 2011; Brenes-Prendas et al., 2012; Cubero-Aglero et al.,
2021; Gonzélez & Garcia, 2014; Jimenez & Fernandez, 1987; Lopez, 2021; Vargas-Fernandez et al.,
2022; Villalobos et al., 2002).

La infeccion bacteriana puede aparecer como manchas en flores o en frutos (Agrios, 2005;
Arauz, 2011), o en el caso de las especies patogénicas de Agrobacterium, transformar genéticamente
a sus hospederos provocando un crecimiento cancerigeno llamado agalla de la corona o la
proliferacion de raices en cabellera (Agrios, 2005; Ellis et al., 2008).

Algunas especies de Erwinia y Pseudomonas colonizan los vasos del xilema causando
marchitamiento. Por su parte, Pseudomonas syringae y Xanthomonas campestris producen areas de
necrosis que empiezan en el xilema pero que se extienden a los tejidos circundantes y se denominan
cancros. Estas mismas bacterias hacen que los tejidos dafiados produzcan exudados, en un proceso
conocido como gomosis (Agrios, 2005; Hofte, 2007; Vidaver & Lambrecht, 2004). Ademas, los

patdgenos necrotréficos Pectobacterium carotovorum, Dickeya dadanti, Pseudomonas viridiflava y



P. fluorescens, causan pudricion blanda particularmente entre las plantas con tejido parenquimatoso
carnoso. La patogénesis de esta enfermedad esta primordialmente mediada por las enzimas pépticas
poligalacturonasas y pectato liasas (Bellincampi et al., 2014; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014).

Esta variedad de sintomas y de hospederos hacen a las bacterias fitopatdgenas responsables de
graves dafios a cultivos y, por ende, a la economia desarrollada a partir de la agricultura (Arauz,
2011). Unido a esto, las enfermedades de plantas causadas por bacterias son mas graves y frecuentes
en zonas tropicales y subtropicales, donde las condiciones de calor y humedad son ideales para el
crecimiento bacteriano (Kannan & Bastas, 2015), y constituyen una limitacion para la produccion
agropecuaria (Arauz, 2011; Stockwell & Duffy, 2012). Por lo tanto, el control de estos patdgenos es
vital para conservar la productividad de lo agroecosistemas, sin embargo, pocas sustancias son
eficaces o se encuentran disponibles para mitigar la pérdida de la cosecha (Stockwell & Duffy, 2012).
En algunos paises, especialmente en nuestra zona, la aplicacion de antibioticos es aun el método mas
utilizado para el manejo de algunas enfermedades bacterianas.

Los antimicrobianos son sustancias quimicas sintéticas o naturales derivadas de
microorganismos, que inhiben o matan a otros microorganismos (Krause et al., 2016; Madigan et al.,
2018) sin causar un mayor dafio al hospedero (Mascaretti, 2003). Actiian en diferentes blancos en la
célula bacteriana, ya sea desestabilizando la membrana citoplasmatica, inhibiendo la sintesis de la
pared celular o el metabolismo de los acidos nucleicos e interfiriendo con los procesos de la sintesis
de proteinas. Ejemplos de antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas incluyen
aminoglicosidos y oxitetraciclinas (Madigan et al., 2018).

Después de su descubrimiento a partir de la década de 1940, se consider6 su potencial para el
control de bacterias fitopatogenas y, particularmente la estreptomicina, fue utilizada para el combate
de varias enfermedades de plantas en Estados Unidos (McManus et al., 2002; Agrios, 2005; Stockwell
y Dufty, 2012). Sin embargo, el fracaso de la estreptomicina en el control de infecciones por bacterias
fitopatogenas fue detectado en campo tan solo 5 afios después de su comercializacion, lo que generd
el uso de otros antibidticos como amikacina, tetraciclinas y el acido oxolinico o gentamicina en
algunos paises (Stockwell y Duffy, 2012; Mann et al., 2021).

Actualmente, los antibidticos mas utilizados en el control de enfermedades en plantas a nivel
mundial son estreptomicina, oxitetraciclina, penicilina, acido oxondlico y gentamicina (McManus et
al.,, 2002; Mann et al., 2021), este ultimo solo en paises asiaticos como China, y Vietnam, y
Latinoamérica, incluyendo Costa Rica (MSP, 2018; Rodriguez et al., 2008; Sundin & Wang, 2018;
Taylor & Reeder, 2020). No obstante, debido a su importancia para el uso médico, solamente la
estreptomicina y oxitetraciclina son aprobados para agricultura en Estados Unidos y algunos paises

de la Union Europea (Miller et al., 2022). En el caso de paises de medio y bajo ingreso, los datos



disponibles sobre la magnitud del uso de antibi6ticos y en qué cultivos y enfermedades son utilizados
son muy limitados (Taylor & Reeder, 2020).

Las tetraciclinas son un grupo de antibioticos de amplio espectro, que actian inhibiendo la
sintesis de proteinas (Madigan et al., 2018). Para su uso en el control de bacterias fitopatogenas, se
formula como un complejo con calcio o como clorhidrato de oxitetraciclina (Mascaretti, 2003). Se
utiliza en Estados Unidos para Erwinia amylovora en pera y Xanthomonas arboricora en nectarina y
melocoton y desde el 2016 para el control del Huanglongbing en citricos en Florida (Hu & Wang,
2016; McManus, et al., 2002). La estreptomicina y la gentamicina son aminoglicoésidos cuyo modo
de accion se basa en la inhibicion del proceso de traduccion dentro de la subunidad ribosomal 30 en
las bacterias (Krause et al., 2016; Mascaretti, 2003). La estreptomicina es el antibiotico mas utilizado
para el control de enfermedades en plantas en todo el mundo, seguido por la oxitetraciclina
(McManus, et al., 2002; Miller et al. 2022; Sundin y Wang 2018) y se utiliza contra un amplio rango
de bacterias fitopatogenas causantes de manchas, quemas y pudriciones (Agrios, 2005; Stockwell &
Duffy, 2012; Sundin, 2002).

Los antibioticos son utilizados con resultados variables en el control de enfermedades
bacterianas en plantas (McManus et al., 2002; Stockwell & Duffy, 2012). La mayoria de las
formulaciones son rociadas en la parte aérea, de manera que son absorbidas y translocadas
sistémicamente en cantidades limitadas (Agrios, 2005; McManus et al., 2002). Por ejemplo, la
absorcion de oxitetraciclina en citricos via foliar es muy limitada, por lo que se debe recurrir a la
inyeccion al tronco para el combate del Huanglongbing en este cultivo (Killiny et al., 2020). Sin
embargo, aunque es posible detectar estas sustancias un mes después de su aplicacion, se ha reportado
que estos compuestos estuvieron activos en la superficie de la planta por menos de una semana
(Stockwell & Dufty, 2012).

Por otro lado, existe preocupacion por el uso de antibidticos en la agricultura por el potencial
de propagacion de la resistencia, ya que la estreptomicina, tetraciclinas y gentamicina son
antimicrobianos de importancia para la medicina humana, y por la aparicion de nuevos patogenos
oportunistas de origen ambiental no humano, especialmente entre ciertas especies o clones dentro de
los Enterobacterales, Acinetobacter, Pseudomonas y Enterococcus asociados con el uso de agentes
antimicrobianos (Baquero et al., 2019; FAO, 2021; Silbergeld et al., 2008; Taylor & Reeder, 2020;
WHO, 2019)

La resistencia a antibidticos es la capacidad natural o adquirida de un organismo para resistir
los efectos de los agentes quimioterapeuticos a los que normalmente es susceptible y puede estar
codificada a nivel cromosomico o en elementos genéticos que se replican independientemente del

cromosoma (Madigan et al., 2018). Las poblaciones bacterianas susceptibles pueden adquirir
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resistencia por mutaciones o por la transferencia horizontal de genes (THG) de resistencia a partir de
bacterias cercanas o distantes taxondmicamente, siendo este el principal mecanismo de propagacion
de resistencia (Huddleston, 2014; Madigan et al., 2018; Mascaretti, 2003). Los elementos genéticos
que participan en la THG son plasmidos conjugativos, transposones, bacteriéfagos, integrones y
casetes genéticos de resistencia (Cabrera et al., 2007; Gonzalez et al., 2004; Huddleston, 2014). Los
tres mecanismos mas reconocidos de THG en procariotas son la conjugacion, la transformacion y la
transduccion. La transformacion es la incorporacion de ADN exdgeno del medio ambiente, mientras
que la transduccion es una forma de transferencia de material genético entre bacterias que puede
ocurrir cuando un bacteriofago infecta una bacteria, capturando parte de su ADN que luego transmite
a otra bacteria cuando infecta nuevamente. La conjugacion es el mecanismo mas estudiado y consiste
en la transferencia de plasmidos conjugativos a través de pilis sexuales, de la célula donante a la
receptora (Huddleston, 2014; Soucy et al. 2015; van Elsas, 2003). Existen ademas otros mecanismos
descritos como participantes en la transferencia de material genético entre bacterias, como los agentes
de transferencia génica, la fusion celular y los nanotubos (Molina-Santiago & Bernal, 2023; Soucy et
al. 2015).

En el campo agricola, la seleccion de bacterias resistentes se ha atribuido al uso excesivo de
antibidticos en la produccion agropecuaria, ya sea en forma de promotores de crecimiento para
animales de granja, productos veterinarios, y en menor grado, productos para el control de
fitopatégenos (FAO, 2021; Mann et al., 2021; McManus et al., 2002). Sin embargo, numerosos
estudios han demostrado la presencia de bacterias resistentes en alimentos vegetales y animales
(Boehme et al., 2004; Granados-Chinchilla & Rodriguez, 2017; Holzel et al., 2018; Rodriguez et al.,
2006; Rodriguez et al., 2008; Silbergeld et al., 2008; Srichamnong et al., 2021).

La filosfera se considera uno de los puntos calientes de actividad de transferencia de genes en
las bacterias asociadas a plantas, ya que se da un aumento del metabolismo y de la posibilidad de las
células de agruparse y formar microcolonias o biopeliculas que pueden favorecer la THG (van Elsas
et al., 2003). De hecho, el consumo de productos alimentarios como las verduras de hojas crudas se
reconoce como una de las principales vias de difusion del resistoma (Scaccia, et al., 2021). Ademas,
la exposicion de productores y trabajadores de granjas a bacterias resistentes es también de gran
preocupacion, ya que puede trasladarse a las comunidades en riesgo, especialmente por el contacto
persona a persona (Silbergeld et al., 2008), o por contaminacion de los cuerpos de agua, el suelo y el
aire (Kraemer et al., 2019). Es por las razones anteriores que la OMS considera al uso de antibidticos
en el sector agropecuario un problema de salud publica, y en unién con la FAO desarrolla una
estrategia global para la contencidn de la resistencia a los antibidticos, como la publicacion del Plan

de Accion sobre la Resistencia a Antibidticos que comprende los afios 2021-2025 (FAO, 2021).
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En Costa Rica existen diferentes productos registrados en el Servicio Fitosanitario del Estado
que se adquieren en comercios dedicados a la venta de insumos agropecuarios y para los que no se
requiere receta ni recomendacion de un regente (Blanco-Meneses et al., 2023; Galt, 2007; Galt, 2009;
MSP, 2018; Rodriguez et al., 2006). Los principales antibitticos utilizados en estos productos en
diferentes formulaciones son oxitetraciclina (Terramicina Agricola 5 WP, Clorhidrato de
Oxitetraciclina), y mezclas de oxitetraciclina con estreptomicina en Agri-mycin® 16.5 WP (1.5 % de
oxitetraciclina y 15 % de estreptomicina) y Agri-mycin® 44.3 WP (0.17 % de oxitetraciclina, 1.75 %
de estreptomicina 'y 42.2 % de sulfato tribasico de cobre). La gentamicina se comercializa como Agri-
gent Plus SWP® (2 % sulfato de gentamicina, 6 % clorhidrato de oxitetraciclina). Otro antibacteriano
utilizado en el control de infecciones en plantas es el aminoglicosido kasugamicina (Kasumin® 2 SL)
(MSP, 2018).

La importacion de antibidticos en los ultimos afios ha sido variable, desde 90.3 ton en el 2017
hasta 33.8 ton en el afio 2021 (Procomer, 2022), no obstante, en el pais no existe un sistema de registro
integrado que facilite un control eficaz de su utilizacién en humanos, vegetales y animales (MSP,
2018). De la Cruz et al., (2008) determinaron que el consumo de antibidticos en el cultivo de melon,
sandia y arroz en el Distrito de riego Arenal-Tempisque fue de 7.4-155.0 g/ha afio tanto para
estreptomicina como oxitetracilina. Un estudio reciente que reporta el uso de antibidticos por
productores de tomate de 5 areas de produccion del pais encontrd que el 71,8 % los utilizan para el
control de enfermedades que consideran de origen bacteriano, aunque en dosis diferentes a las que se
recomiendan en la ficha técnica del producto, y en aplicaciones que van desde 1 a 2 veces por semana
(54.3 % de los productores) hasta cada 15 o 30 dias (Blanco-Menéses et al., 2023). Sin embargo, no
hay mas estimaciones del uso en otros cultivos ni en otras zonas de produccién en el pais.

Desde el afio 2002 existe preocupacion a nivel internacional sobre el uso de la gentamicina por
agricultores en Centroamérica, Chile y México, ya que cualquier residuo innecesario en el alimento
podria comprometer su uso en infecciones en seres humanos, por lo que no se deberia emplear en los
productos vegetales comestibles (Vidaver, 2002). Actualmente, la preocupacion por el uso de
antibioticos en la agricultura debido al potencial de propagacion de la resistencia a bacterias de
importancia médica, se extiende, ademas de la gentamicina, a la estreptomicina y la oxitetraciclina,
ya que fueron incluidos en la lista de antimicrobianos de importancia critica para la medicina humana
por la OMS, al ser unos de los pocos tratamientos disponibles para la endocarditis enterocécica, la
tuberculosis y las enterobacteriaceas multirresistentes (estreptomicina y gentamicina), y para las
infecciones por Brucella spp., Chlamydia spp. y Rickettsia spp. (tetraciclinas) (FAO, 2021; Silbergeld
et al., 2008; Taylor & Reeder, 2020; WHO, 2019).
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El uso de gentamicina fue reportado en el afio 2007 en la provincia de Cartago por productores
de vegetales de exportacion a pesar de estar prohibida para su uso en Estados Unidos, utilizandola
ademas sin respetar el periodo de carencia o intervalo sin aplicacion precosecha establecido por la
Agencia de Proteccion Ambiental de ese pais, tendencia observada en agricultores de paises en
desarrollo (Galt, 2007). Ademas, el uso de bactericidas estuvo entre los mas empleados por
productores de papa en Pacayas entre los afios 2006 y 2009 (Ramirez-Mufioz et al., 2014), periodo
que coincide con el establecimiento de la coleccion bacteriana analizada en este estudio.

Estudios realizados en Costa Rica identificaron bacterias epifitas resistentes a gentamicina y
oxitetraciclina en muestras de lechuga, asi como determinantes genéticos de resistencia compartidos
entre bacterias provenientes de humanos (flora intestinal e intrahospitalaria), de animales y ambientes
agricolas, lo que implica una diseminacion de bacterias resistentes a antibioticos entre los diferentes
ambientes y/o una transferencia horizontal de genes de resistencia (Garcia, 2006; Rodriguez et al.,
2006; 2008; Vindas, 2019).

En el presente estudio, se analizé una coleccion de bacterias que, al aislarse a partir de lesiones
en hojas, tallo y fruto, provenientes de cultivos con sintomas de infeccion bacteriana (necrosis,
manchas y pudricion blanda), se favorecid que estuviera compuesta de bacterias patogenas de plantas,
bacterias oportunistas y habitantes comunes del filoplano, incluyendo endoéfitos. El objetivo de este
capitulo fue determinar la diversidad de bacterias fitopatogenas en diferentes cultivos de Costa Rica
y evaluar su resistencia a los antibidticos estreptomicina, oxitetraciclina y gentamicina, utilizados

para el control de enfermedades bacterianas de plantas en este pais.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Aislamientos bacterianos

Se analizaron 116 bacterias Gram-negativas pertenecientes a la coleccion del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental del Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM-
UCR), aisladas a partir de lesiones indicativas de infeccion bacteriana. Las muestras fueron
recolectadas entre el afio 2006 al 2009 durante la estacion lluviosa, en fincas de las provincias de
Cartago, Alajuela, Heredia y Limén, y también fueron analizadas muestras llevadas por agricultores
al laboratorio de Fitopatologia del Centro de Investigacion en Proteccion de Cultivos para su
identificacion. Los sintomas mas comunes fueron pudricion blanda, manchas foliares y de frutos,
quema de la hoja y marchitamiento. En el Cuadro 1.1 se presenta informacioén pertinente respecto a

cultivo, tipo de tejido, sintoma observado y sitio de colecta.
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Cuadro 1.1. Caracteristicas de las muestras de 19 cultivos colectados entre el afio 2006 y 2009 de las
gue proviene la coleccién bacteriana analizada.

Planta N° de Tejido
hospedera Nombre cientifico muestras infectado Sintomas observados Provincia N°
Apio Apium graveolens 3 Tallo Pudricion blanda Cartago 6
Palmito Bactris gasipaes 3 Hoja Necrosis Limon
Coliflor Brassica oleracea var. botrytis 2 Hoja Mancha Heredia
Repollo Brassica oleracea var. capitata 6 Hoja Necrgzlgr?g%l:]labrl,alr\]/cljzncha, 'é(;rrfg; 25
Chile dulce Capsicum annuum 2 Fruto Pudricién blanda Cartago 9
Melon Cucumis melo 1 Fruto Pudricion blanda Guanacaste 5
Zapallo Cucurbita pepo 1 Fruto Pudricién blanda Cartago 3
Cdrcuma Curcuma longa 2 Raiz Pudricidn blanda Guanacaste 4
Zanahoria Daucus carota 1 Raiz Pudricién blanda Alajuela 1
Dracaena Dracaena massangeana 2 Tallo Pudricién blanda Alajuela 7
Higo Ficus carica 1 Hoja Mancha Alajuela 1
Lechuga Boston Lactuca sativa 2 Hoja Mancha Cartago 5
Lechuga Iceberg Lactuca sativa var. capitata 6 Tallo, Hoja  Pudricién blanda, Mancha Cartago 11
Mango Mangifera indica 2 Fruto Mancha Alajuela 4
Banano Musa paradisiaca 5 C‘I';rl(ljch]é Pudricion dk()ellatr;(ljli)’ Necrosis Limon 12
Ornamental Ornithogalum arabicum 1 Hoja Pudricidn blanda Alajuela
Frijol Phaseolus vulgaris 2 Hoja Mancha Heredia
Tomate Solanum lycopersicum 3 Fruto, Hoja yua:jr:?:i?ndalagg;o d)é ?roujtac; A(\:I:wazg 6
Papa Solanum tuberosum 1 Raiz Pudricién blanda Cartago 1
TOTAL 46 116

Los aislamientos obtenidos fueron purificados y sometidos a pruebas bioquimicas preliminares
utilizando claves de identificacion desarrolladas para bacterias fitopatdogenas (Braun-Kiewnick &
Sands, 2001; DeBoer et al., 2001), para posteriormente comprobar su identificacion utilizando el
sistema semiautomatizado Biolog™. La fitopatogenicidad de las bacterias pertenecientes a la
coleccion fue previamente evaluada por medio de la reaccion hipersensible (RH) y una prueba de
pectinolisis en rodajas de papa (Herrera, 2009; Robayo, 2008). La RH se realiza mediante la
inoculacion de las bacterias en el envés de hojas de Nicotiana tabacum, con el fin de provocar su
reconocimiento por parte de la planta y que, si la bacteria es patdogena, la planta restrinja su avance
mediante apoptosis de las células circundantes al sitio de entrada (Camagna & Takemoto, 2018), los
sintomas se presentan como clorosis y necrosis delimitada por los haces vasculares o nervaduras
(Bellincampi et al., 2014).
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1.2.2 Determinacion del perfil de susceptibilidad a antibidticos

Se determiné la susceptibilidad a los antibioticos estreptomicina, gentamicina y tetraciclina
mediante el método de difusidn en agar de Kirby-Bauer (Garcia et al., 2000) utilizando discos que
contenian tetraciclina (30 ug), gentamicina (10 ug) o estreptomicina (10 ug) de la casa comercial
Oxoid (Fig. 1.3 A). Debido a que los cortes para la interpretacion de la prueba se realizan con especies
bacterianas de origen clinico humano y no existen directrices para la determinacion de la
susceptibilidad para bacterias ambientales, se utilizaron los siguientes puntos de corte Unicos
arbitrarios basados en las recomendaciones para patégenos humanos de las mismas familias
taxonodmicas para clasificar la coleccion: Resistente a Tetraciclina (halo < 14 mm), intermedio (15-
18 mm), sensible (> 19 mm). Gentamicina (halo < 12 mm), intermedio (13-14 mm), sensible (mayor
o igual a 15 mm). Estreptomicina (halo < 11 mm), intermedio (entre 12-14 mm), sensible (> 15 mm),
que corresponden a los cortes para Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp. y enterobacterias
(NCCLS, 2000). Se utilizaron como controles las cepas E. coli ATCC-25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC-15442 donadas por la Facultad de Microbiologia.

1.2.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

A los aislamientos categorizados como resistentes e intermedios por la prueba anterior se les
determind la CMI de estreptomicina, gentamicina y oxitetraciclina con tiras E-test (AB Biodisk,
Solna, Suecia). El E-test permite determinar cuantitativamente la resistencia a antibioticos, ya que
contiene un gradiente de antibiotico predefinido que indica el valor de la CMI. Se realizé esta prueba
siguiendo el protocolo reportado por Lang & Garcia (2004), utilizando como medio de cultivo agar
LB e incubando a una temperatura de 30°C. Después del periodo de incubacion se documenté el
resultado de las concentraciones minimas (Fig. 1.3 B y C, Cuadro 1S1). Para efectos de este estudio,
se considero6 resistentes los aislamientos clasificados como resistentes o intermedios por la prueba de
Kirby-Bauer, que presentaron una CMI > 12 pg/ml (Miernik & Rzeczycka, 2007; Rodriguez et al.,
2008). El uso de esta concentracion se basé en la recomendacion para patdgenos humanos entéricos,
no entéricos y anaerobios segun la guia CLSI (2017), ya que es superior a la concentracion minima

inhibitoria intermedia para estos grupos bacterianos.

1.2.4 Identificacion molecular de la coleccion de bacterias mediante analisis del gen ARN

16S ribosomal

Se extrajo el ADN de biomasa contenida en 3ml de caldo nutritivo incubado por 24-48 horas a
30°C, siguiendo el protocolo de extraccion reportado por Fontecha (2003). Posteriormente se realizo

la amplificacion del gen ARNr 16S utilizando imprimadores universales: 27F
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(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (Weisburg et al.,
1991). Cada reacciéon de PCR se llevd a cabo en 50 pL con 200 uM de cada dNTPs (Thermo
Scientific), 1,25 mM de MgCI2 (Thermo Scientific), 0,4 pM de cada imprimador, 0,5 U de Taq ADN
polimerasa (Thermo Scientific), buffer con KCl y sin MgCl, 1X (Thermo Scientific), y ~10 ng de
ADN genomico. Se amplificaron las reacciones con el programa y condiciones reportadas por
Fontecha (2003), y fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1 %.

Los productos de amplificacion fueron purificados utilizando el kit Wizard PCR Preps DNA
Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) segun las instrucciones del
fabricante y fueron secuenciados en un equipo ABI PRISM 3130 con el kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing RR-100 (Applied BioSystems) o, alternativamente, externamente en la compafiia
Macrogen (Corea). Las secuencias resultantes fueron ensambladas utilizando el software BioEdit
Sequence Alignment Editor Version 7.2 (Hall, 1999). La busqueda de homologia se realiz6 utilizando
la base de datos BLASTN del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para encontrar
similitudes con secuencias depositadas en el GenBank (Altschul et al., 1997), y utilizando una
extension de EzbioCloud (Yoon et al., 2017) que almacena secuencias del gen del ARNr 16S de cepas
tipo de nombres validamente publicados.

El analisis filogenético fue construido utilizando las secuencias que superaron los 1000 pb con
calidad 6ptima. Las secuencias se alinearon utilizando ClustalX (Larkin et al., 2007) en el programa
MEGA (Tamura et al., 2013), y se realizo un andlisis filogenético con secuencias de cepas tipo de
referencia y Bacillus subtilis (NR112116) como grupo externo. Las distancias evolutivas se
calcularon mediante la inferencia de Neighbour joining y se evalu6 la topologia del arbol realizando
1000 remuestreos. El arbol fue visualizado utilizando la herramienta ITOL (https:/itol.embl.de.com).
Las secuencias obtenidas se depositaron en la base de datos GenBank del NCBI bajo el bioproyecto

PRINA898399.

1.3 Resultados

1.3.1 Identificacién de bacterias aisladas de lesiones en plantas

En la Cuadro S1.1 se detalla la informacion del hospedero, fitopatogenicidad e identificacion
fenotipica y molecular de los 116 aislamientos utilizados en este estudio, asi como el resultado del
analisis de resistencia. Se logré obtener 90 secuencias con la calidad necesaria para su identificacion
molecular (Fig. 1.1), y los 26 aislamientos restantes se identificaron utilizando el Sistema Biolog ™,
gue cuenta con una base de datos con 626 bacterias Gram-negativas aerobias, entre ellas especies de

origen ambiental y las especies fitopatdgenas mas comunes. Las relaciones filogenéticas y presencia
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de fitopatogenicidad entre los aislamientos clasificados como resistentes y susceptibles a los
antibidticos analizados se presentan en la Fig. 1.1. Se identificd un total de 55 especies bacterianas,
pertenecientes la mayoria al filo Proteobacteria (53 especies), especificamente a la clase
Gamaproteobacteria, con un aislamiento de Alfaproteobacteria (Ochrobactrum) y Betaproteobacteria
(Achromobacter). Se obtuvo ademas un aislamiento del filo Bacteroidetes (Sphingobacterium), y uno
de Firmicutes (Carnobacterium). Se encontrd un total de 20 géneros, de los cuales la mayoria (48 %)
se clasificé como Pseudomonas, seguidos por las enterobacterias Serratia (12 %) y Pantoea (9 %),
ademés de Stenotrophomonas (6 %) y Psychrobacter (5 %). Los otros 15 géneros identificados
representaron menos de un 5 % del total de la coleccion, con diez de estos con solamente un
representante (Cuadro 1.2).
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Fig. 1.1. Cladograma construido con el método del vecino mas cercano a partir de 70 secuencias
parciales del gen ARNr 16S de bacterias aisladas de lesiones en plantas y secuencias de cepas de
referencia.

Se evalud la topologia del arbol realizando 1 000 remuestreos y se utilizé la secuencia de Bacillus
subtilis como grupo externo. La agrupacién que define cada especie se establecié con un minimo del
80 % de remuestreos. Los simbolos en el exterior del arbol indican los aislamientos clasificados como
resistentes a estreptomicina, tetraciclina y gentamicina y sus combinaciones (circulos) y con niveles
de Reaccidn hipersensible de 3 a 5 (triangulos).
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Los aislamientos del género Pseudomonas se obtuvieron a partir de la mayoria de los cultivos
analizados, con la excepcidn de las muestras de higo, palmito y papa, y no se les encontrd Gnicamente
en muestras de la zona de Cot de Cartago. Los aislamientos del género Serratia se recuperaron a partir
de muestras de apio, banano, chile dulce, coliflor, circuma, lechuga criolla, repollo y tomate, de las
provincias de Cartago, Limén, Heredia y Guanacaste, mientras que los del género Pantoea fueron
obtenidos de diversos cultivos como chile dulce, lechuga americana y criolla, repollo, palmito y
dracaena, también en las mismas provincias. Los aislamientos de Stenotrophomonas, siguiente género
en abundancia de la coleccidn, se encontraron en palmito, coliflor, repollo y lechuga en las provincias
de Cartago, Limén y Heredia (Cuadro S1.1).

Al clasificar la coleccién de aislamientos de acuerdo a el resultado de la prueba de RH, se encontro
que el 73 % no se clasifica como patdgeno de plantas si se toman en consideracion los niveles 3, 4y
5 de RH en la escala de fitopatogenicidad determinada por Herrera (2008). En el caso de los géneros
bacterianos de mayor abundancia, se observd una mayor proporcion de aislamientos con
fitopatogenicidad dentro del género Stenotrophomonas (57.2 %) y Pantoea (45.5 %), seguido por
Pseudomonas (21.4 %), Psychrobacter (16.7 %) y Serratia (7.1 %) (Fig. 1.2).

100%
90%

80%

70%

60%
50%

40%

Pseudomonas Serratia Pantoea Stenotrophomonas Psychrobacter

RHO =RH1 =RH2 ' RH3 =RH4 mRHS

Fig. 1.2. Tipos de Reaccion hipersensible (RH) en los géneros méas frecuentemente observados en
muestras de vegetales con sintomas de infeccion bacteriana.

Se considera bacteria fitopatdgena los aislamientos con RH entre 3y 5 inclusive. Los niveles de RH
de 0 a 2 indican no patogenicidad.
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1.3.2 Perfil de susceptibilidad a los antibidticos estreptomicina, tetraciclina y gentamicina.

De acuerdo con los cortes arbitrarios utilizados en la interpretacion de la prueba de susceptibilidad
por el método de difusion en agar y la CMI de > 12 ug/ml en conjunto, Se observad la presencia de
bacterias en esta clasificacion en todas las muestras de plantas analizadas con excepcion de mango y
papa (Figura 1.3, Cuadro 1.2).

‘é‘}
i
b
3
fi

Fig. 1.3. Ejemplo de resultados observados en las pruebas de sensibilidad de antibidticos.
A. Halos de inhibicion de crecimiento causados por los antibidticos gentamicina y tetraciclina
impregnados en discos (Oxoid), y ausencia de halo alrededor de disco de estreptomicina, que se
atribuye a la resistencia a este. B. Bacteria con una CMI de 0.25 pg/ml para gentamicina, determinada
por el método de E-test. C. Bacteria con una CMI de 32 ug /ml para el mismo antibiético.

Las muestras de repollo (cultivo con un mayor nimero de aislamientos) mostraron la mayor
cantidad de aislamientos que fueron considerados resistentes, incluyendo un fenotipo de resistencia
doble (estreptomicina-gentamicina) (Cuadro 1.2, Fig. 1.4). Como se puede observar en la Fig. 1.4,
aislamientos bacterianos obtenidos de banano y chile dulce también presentaron los mismos fenotipos
de resistencia que los aislamientos de repollo, excepto que se observo resistencia a Estreptomicina-
Tetraciclina (Estr-Tet). En el caso del palmito, cuyas muestras provienen de un mismo sitio (Guapiles,
Limdn), se aisl6 la mayor cantidad de bacterias con resistencia multiple. Otro cultivo que presentd
bacterias resistentes a los tres antibiéticos analizados fue la lechuga lIceberg, cuyas muestras
provienen de diferentes fincas de la provincia de Cartago.

De manera general, la resistencia a estreptomicina fue el fenotipo comin entre las diferentes
muestras excepto en el caso del higo. Para este antibi6tico, todos los aislamientos provenientes de
tomate y circuma tuvieron una CMI méxima de >1024 pg/ml, los de apio una CMI de 128 a >1024
pg/mlug/mly en el caso de repollo, banano, meldn y coliflor, de 12 a >1024 pg/ml, chile dulce de 16
a >1024 pg/mly lechuga americana de 12 a 96 pug/ml. Los demas cultivos presentaron bacterias con
CMl entre 12 y 48 pug/ml (Cuadro 1.2, Cuadro S1.1).
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Fig. 1.4. Hospederos con aislamientos bacterianos resistentes (CMI > 12 pg/ml) a los antibioticos
Estreptomicina (Estr), Tetraciclina (Tet) y Gentamicina (Gent) y sus combinaciones.

Cuadro 1.2. Rango de CMIs detectados en bacterias clasificadas como resistentes a los antibidticos
estreptomicina, tetraciclina y gentamicina segun planta hospedera.

Estreptomicina Tetraciclina Gentamicina
N° N° CMls N° CMis N° CMis
Hospedero aislamientos  resistentes (ug/ml) resistentes (ug/ml) resistentes  (ug/ml)
Repollo 25 5 12 a>1024 9 12 a >256 5 16 a >256
Banano 12 3 12 a>1024 4 12 a >256 1 12
Chile dulce 9 2 16 a >256 3 >256 1 12
Lechuga Iceberg 11 5 12296 1 24 1 48
Palmito 6 4 12 4 12a24 1 >256
Tomate 6 4 >1024 1 >256 0
Coliflor 5 2 12 a>1024 0 1 32
Apio 6 5 128 a>1024 1 24 0
Lechuga Boston 5 1 32 3 128 a >256 0
Mel6n 5 2 12 a>1024 3 12 0
Clrcuma 4 1 >1024 1 12 0
Dracaena 7 3 12 a 48 0 0
Zapallo 3 2 16 a 48 0 0
Frijol 3 1 24 0 0
Ornamental 2 1 24 0 0
Higo 1 1 96 0 0
Zanahoria 1 0 1 32 1
Mango 4 0 0 0
Papa 1 0 0 0
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En el caso de la tetraciclina, aislamientos de repollo, banano, chile dulce, lechuga criolla y

zanahoria tuvieron CMI méaxima de >256. A pesar de encontrarse con menor frecuencia, los

aislamientos resistentes a gentamicina tuvieron CMI maxima de >256 en el palmito, 16 a >256 en el

repollo y de 12 a 48 en banano, chile dulce y coliflor (Cuadro 1.2, Cuadro S1.1).

Dentro de los géneros que tuvieron una mayor cantidad de aislamientos resistentes (Cuadro 1.3),

se encuentran Pseudomonas, Serratia, Pantoea y Stenotrophomonas, todas con miembros

fitopatégenos y saprofitos caracterizados por su identificacién molecular y la reaccion hipersensible
(Fig.1.1, Cuadro S1.1).

Cuadro 1.3 Géneros bacterianos identificados en la coleccion analizada y frecuencia de bacterias
resistentes a los antibidticos estreptomicina (Estr), tetraciclina (Tet) y gentamicina (Gent).

Aislamientos con CMI (E-test) > 12

ug/ml
Estr-
Estr- Estr- Tet- Resistentes
Filo Clase Género N° Estr Tet Gent Tet Gent Gent N° (%)
Proteobacteria ~ Gamaproteobacteria ~ Pseudomonas 56 17 8 1 3 1 0 30 (53.6 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Serratia 14 1 6 0 2 1 0 10 (71.4 %)
Proteobacteria ~ Gamaproteobacteria ~ Pantoea 1 2 1 1 1 0 0 5 (45.0 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Stenotrophomonas 7 1 2 1 1 0 1 6 (85.7 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Psychrobacter 6 1 1 0 0 0 0 2 (33.3 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Acinetobacter 4 0 1 0 0 1 0 2 (50.0 %)
Proteobacteria ~ Gamaproteobacteria ~ Raoultella 2 1 1 0 0 0 0 2 (100.0 %)
Proteobacteria  Betaproteobacteria Achromobacter 2 0 0 0 1 0 0 1 (50.0 %)
Proteobacteria ~ Gamaproteobacteria  Klebsiella 2 1 0 0 0 0 0 1 (50.0 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Enterobacter 2 0 1 0 0 0 0 1 (50.0 %)
Proteobacteria  Alfaproteobacteria Ochrobactrum 1 0 1 0 0 0 0 1 (100.0 %)
Proteobacteria ~ Gamaproteobacteria ~ Aeromonas 1 0 0 1 0 0 0 1 (100.0 %)
Proteobacteria  Betaproteobacteria Comamonas 1 1 0 0 0 0 0 1 (100.0 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Dickeya 1 1 0 0 0 0 0 1 (100.0 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Escherichia 1 0 0 1 0 0 0 1 (100 %)
Proteobacteria ~ Gamaproteobacteria ~ Pectobacterium 1 1 0 0 0 0 0 1 (100 %)
Proteobacteria ~ Gamaproteobacteria ~ Providencia 1 1 0 0 0 0 0 1 (100 %)
Bacteroidetes ~ Sphingobacteriia Sphingobacterium 1 0 0 0 0 1 0 1 (100 %)
Firmicutes Bacilli Carnobacterium 1 0 1 0 0 0 0 1 (100 %)
Proteobacteria  Gamaproteobacteria ~ Erwinia 1 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 116 28 23 5 8 4 1 69
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El género Pseudomonas presentd un total de 56 aislamientos, de las cuales 30 tuvieron una CMI
mayor a 12 ug/ml (Cuadro 1.3, Cuadro S1.1) y se encontraron en todos los cultivos en los que se aislé
este género. Se observaron cinco de los seis fenotipos de resistencia estudiados, siendo la resistencia
a estreptomicina el fenotipo predominante. La resistencia a estreptomicina se detect6 en un rango de
12 a >1024 pg/ml, con un 65 % de los aislamientos presentando CMIs mayores a 32 pg/ml. Cuatro
de las cepas resistentes a este antibidtico mostraron los niveles méximos de CMI. En lo que respecta
a laresistencia a tetraciclina, tres de las once cepas resistentes presentaron mas de 256 pg/ml de CMI.
Solamente 2 bacterias tuvieron resistencia a gentamicina (CMI de 12 a 24 pg/ml).

El género Serratia, mostro resistencia en 10 de las 14 cepas estudiadas (Cuadro 1.3, Cuadro S1.1).
Se aislaron cepas resistentes en 6 de los 8 cultivos de los que se aislaron miembros de este género
(repollo, tomate, chile, lechuga criolla, apio, y banano). La resistencia mas cominmente observada
fue para tetraciclina, donde ocho de las 10 bacterias resistentes presentaron una CMI de >256 pg/ml
para este antibidtico. Se encontraron también 3 cepas resistentes a estreptomicina (CMI de 12 a 512
pg/ml) y una a gentamicina (16 pg/ml).

Bacterias clasificadas como Stenotrophomonas mostraron CMI de 12 a >1024 pg/ml a
estreptomicina, entre 12 y 24 a tetraciclina, y de 48 a >256 pg/ml a gentamicina, con solamente un
aislamiento (MA-110) susceptible a todos los antibiéticos, mientras que las especies de mayor
patogenicidad presentaron resistencia variable, incluyendo el aislamiento MA-54 de palmito, Gnico
en el que se observd resistencia a los tres antibi6ticos. No obstante, otros aislamientos de este género
clasificados como saprofitos también presentaron resistencia a un antibiético, en su mayoria
tetraciclina, con el aislamiento MA-142 de coliflor con el nivel mas alto de resistencia a

estreptomicina (Cuadro 1.3, Cuadro S1.1.)

1.3.3 Relacién Fitopatogenicidad (RH)-Resistencia

Al comparar la calificacion del grado de fitopatogenicidad con el nimero de cepas resistentes
identificadas en cada categoria de reaccion hipersensible (Fig. 1.5), se encontr6 que el 45 % de esta
poblacién sapréfita, presento resistencia a alguno de los antibiéticos estudiados, aunque la proporcion
fue menor a la encontrada en los aislamientos patdgenos (HR de 3, 4 y 5), en los que las bacterias
resistentes representaron un 70 a un 83 %, correspondientes al nivel 5 y 3, respectivamente.
Resistencia a alguno de los tres antibioticos fueron detectadas en todos los niveles de RH, y una
bacteria con RH 5 (Stenotrophomonas malthopilia MA-54), fue la Gnica en la que se detect6
resistencia a los tres antibi6ticos. En el nivel de mayor patogenicidad se detecté mayor proporcion de

bacterias con resistencia maltiple. En la Cuadro S1.1 se detalla la informacion del hospedero, sitio de



22

colecta, fitopatogenicidad e identificacion fenotipica y molecular de los 116 aislamientos utilizados

en este estudio, asi como el resultado del andlisis de resistencia.
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Fig 1.5. Proporcion de cepas resistentes a los antibidticos estudiados de acuerdo a la escala de RH
determinada por Herrera (2009).
En el eje Y se indica el porcentaje de aislamientos susceptibles dentro de cada categoria.

100%

90%

80%

70%

m Susceptibles
mEst-Tet-Gen
m Est-Gen

60%

S0%
o mEst-Tet

= Gent
Tet
mEst

1.4 Discusion

La parte aérea de las plantas esta colonizada por una comunidad bacteriana diversa, tanto en forma
de epifitas en la superficie de la planta como de endofitos en el tejido vegetal. Mientras que algunas
bacterias asociadas a las plantas promueven su crecimiento, otras pueden ser patdégenas de plantas o
inclusive de humanos (Jackson et al., 2013; Lindow & Brandl, 2003). Al respecto Jackson et al.,
(2013), al analizar la composicion de la comunidad bacteriana de hortalizas de hoja verde mediante
pirosecuenciacion, identificd once filos diferentes, donde las
Gamaproteobacterias, las Betaproteobacterias y los Bacteroidetes fueron los linajes dominantes.
Estos filos coinciden con lo observado en este estudio, en el cual se encontraron los mismos grupos
de Proteobacterias, ademas de Alfaproteobacterias, a pesar de que en nuestro caso se usaron técnicas
dependientes de cultivo.

De los géneros identificados, Pseudomonas, Serratia, Pantoea, Stenotrophomonas, Klebsiella y
Enterobacter son bacterias Gram negativas que tienen representantes patégenos de plantas, sin
embargo, estas bacterias son ubicuas en la naturaleza por lo que su presencia puede ser en calidad de
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saprofitas o enddéfitas. Es importante recordar que estos aislamientos provienen de la zona del borde
de la lesién y que debido al proceso de aislamiento en el cual la muestra es desinfectada con
hipoclorito antes de la diseccidn, pueden aislarse ademas enddéfitos que sobrevivan las condiciones
de cultivo y bacterias oportunistas presentes en la superficie de las plantas durante la infeccion por
fitopatégenos.

Serratia marcescens es una especie bacteriana diversa ecoldgica y genéticamente, que pertenece
a la familia Yersiniaceae. Los miembros de esta especie sobreviven como saprofitas en el agua o el
suelo, como rizobacterias, patdgenos de insectos, enddfitos de plantas y patégenos humanos
oportunistas (Besler & Little, 2017). Este organismo posee gran capacidad para sobrevivir en el
ambiente, miembros de esta especie pueden causar infecciones nosocomiales tanto en medicina
humana como veterinaria (Grimont & Grimont 2006; Sykes, 2013). Ademas, la enfermedad de la vid
amarilla de las cucurbitaceas (CYVD) es causada por cepas de Serratia marcescens que tienen
fenotipos diferentes a los de las cepas no fitopatégenas (Zhang et al., 2005), y un aislamiento de esta
especie se encontré como el agente causal de pudricién blanda en frutos de chile (Gillis et al., 2017).
En este estudio se identificaron 14 aislamientos de esta especie, con alta similitud a la secuencia de
la cepa tipo Serratia marcescens ATCC 13 880" en diferentes hospederos incluso chile dulce, que a
pesar de que su RH fue de baja a media, algunos aislamientos presentaron una alta actividad
pectinolitica en papa (datos no mostrados), por lo que su papel en la planta hospedera debe estudiarse
con un mayor detalle. Esta especie presentd el segundo nimero mas alto de aislamientos con CMI >
12 pg/ml, y su nivel de resistencia fue el maximo para tetraciclina, y en un amplio rango para
estreptomicina, con solo un aislamiento resistente a gentamicina, lo que concuerda con un estudio
realizado en Costa Rica donde se cultivaron aislamientos del género Serratia de suelos aplicados con
gentamicina y tetraciclina, y estos aislamientos fueron resistentes a tetraciclina y sensibles a
gentamicina (Rodriguez et al., 2007). A pesar de que Serratia marcescens presenta resistencia natural
a los aminoglicésidos (Sandner-Miranda et al., 2018), la mayoria de los aislamientos analizados en
este estudio fueron susceptibles a estreptomicina, y la mitad de las cepas presentaron CMI altas, por
lo que se hace necesario un mayor estudio de sus determinantes de resistencia.

Dentro del género Pantoea se encuentran bacterias fitopatdgenas, endofiticas y epifiticas en una
gran variedad de cultivos (Doni et al., 2021). Especies patégenas de plantas se han identificado P.
citrea, P. stewartii, P. ananas y P. agglomerans pvs. milletiae, gypsophilae y betae y P. vagans
identificada también en este estudio (Brady et al., 2008; Schaad et al., 2001). Su presencia en
hortalizas como lechuga, chile dulce y repollo ademéas de ornamentales demuestra su ubicuidad en
plantas. Pantoea stewartii sp indologenes MA-65, bacteria aislada de lesiones de hoja en palmito, es

el agente causal de la bacteriosis del palmito que afect6 plantaciones de este cultivo durante la década
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del 2000 (Mora-Urpi et al., 2008). Esta bacteria es transmitida por insectos y coloniza el xilema de la
planta donde se multiplica y produce exopolisacaridos que bloguean el flujo de agua y provocan
marchitamiento (Koutsoudis et al., 2006). En este estudio, los aislamientos clasificados como
patdgenos por analisis filogenético y de fitopatogenicidad fueron los que presentaron resistencia a
estreptomicina y tetraciclina. Los patdgenos de plantas tienen una mayor persistencia en el filoplano
que las bacterias saprofitas por lo que existe mayor oportunidad de contacto con los productos
aplicados de manera foliar (Stockwell & Duffy, 2012).

Stenotrophomonas maltophilia y S. rhizophila, son bacterias Gram negativas, con metabolismo
aerobico y no fermentadora de la glucosa, asociadas con plantas, incluso con un estilo de vida
endofitico, que se utilizan como agentes de biocontrol o de proteccion contra el estrés en la agricultura
sostenible. Desde el punto de vista clinico S. maltophilia se clasifica como un patégeno oportunista
emergente de origen ambiental, multirresistente, al que se ha reportado resistencia natural a
aminoglicosidos en cepas de origen clinico, aunque en baja medida a la gentamicina (Anton et al.,
2005; Berg & Martinez, 2015; Livermore et al., 2001). Se ha encontrado niveles altos de resistencia
a tetraciclina y estreptomicina en aislamientos de estas especies en suelos sembrados con diferentes
vegetales sometidos a presion de antibidticos (Popowska et al., 2012). Rodriguez et al. (2007),
estudiando aislamientos identificados como provenientes de plantas de lechuga colectadas en fincas
de Costa Rica, encontrd que los aislamientos de Stenotrophomonas sp. fueron resistentes a la mayoria
de los antimicrobianos probados incluyendo tetraciclina y gentamicina. En nuestro estudio, solamente
uno de los siete aislamientos del género fue susceptible, sin embargo, las CMI estuvieron entre 12-
24 pg/ml para tetraciclina y estreptomicina, con excepcion de MA-142 que tuvo CMI méxima para
estreptomicina y tuvieron un mayor nivel de resistencia a gentamicina. Entre los aislamientos
resistentes se encuentran algunos recuperados a partir de palmito, que habian presentado un alto nivel
de patogenicidad (Cuadro S1.1), adicionalmente, el aislamiento MA-54 fue el Gnico de la coleccién
resistente a los tres antibidticos estudiados (Cuadro 1.2). Es importante realizar un analisis detallado
en los aislamientos de origen ambiental clasificados por S. maltophilia en la presencia de genes de
resistencia asociados a elementos moviles en el caso de la estreptomicina y tetraciclina.

Pseudomonas es una Gamaproteobacteria aerobia, Gram-negativa, perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae que contiene alrededor de 191 especies identificadas. Las diversas especies de
Pseudomonas, debido a su versatilidad metabdlica y plasticidad genética, son omnipresentes en el
ecosistema del suelo. Son habitantes comunes de la rizosfera de las plantas, en las que desempefian
un papel importante en la promocion del crecimiento, el rendimiento del cultivo y la gestion de las
enfermedades (Kumar et al., 2017). Esta diversidad de especies y capacidad metabdlica puede ser la

causa de que en nuestro estudio fuese aislada a partir de casi todas las muestras. La especie que ocupa
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el lugar nimero uno en la lista de Mansfied et al., (2012) de las diez principales especies bacterianas
patogenas de plantas, es P. syringae, con mas de 50 patovares descritos (Hofte & De Vos, 2007). P.
syringae fue identificada en este estudio en la muestra de frijol, junto con los patdgenos P. cichorii y
P. orizihabitants, patdgenos de lechuga y meldn respectivamente (Li et al., 2021; Wright & Lacy,
1988). A pesar de que la resistencia natural a los aminoglicosidos ha sido reportada en P. aeruginosa
(Krahn et al., 2012), especie no identificada en este estudio, se encontrd un amplio rango de CMI para
estreptomicina, con mas de la mitad de los aislamientos con CMI de media a mé&xima para
estreptomicina y la mayoria susceptible a gentamicina. Debido a la ubicuidad de este género en
diferentes ambientes y su utilizacién como biofertilizante y biocontrolador, es importante estudiar si
los genes que confieren resistencia estan presentes en el cromosoma o en determinantes de
transferencia horizontal de genes, en aislamientos en este género y otros identificados en el estudio,
tomando en cuenta que la mayoria de las Pseudomonas no fueron clasificadas como fitopatdgenas.

La gran mayoria de las bacterias fitopatdgenas identificadas filogenéticamente y mediante la
prueba de Reaccidn Hipersensible previamente (Herrera, 2009), no han sido descritas en Costa Rica,
y estos datos de fitopatogenicidad basados en la RH se utilizaron para confirmar el caracter
fitopatégeno de las especies mencionadas (Agrios, 2015; Arauz, 2011). Como ejemplo de esto, los
aislamientos de esta coleccion Erwinia billingiae MA-115 y Raoultella terrigena, fueron sometidos
a pruebas de patogenicidad en plantas de mango Yy chile dulce respectivamente (cultivos de los que
fueron aislados), y al comprobarse su virulencia por medio de la prueba de los Postulados de Koch,
fueron descritos como fitopatdgenos (Cubero et al., 2021; Vidaurre-Barahona et al., 2021).

Si bien los patrones de resistencia observados en bacterias deben describirse como la suma de la
resistencia natural caracteristica de la especie, mas las resistencias adquiridas (Navarro et al., 2010),
en esta coleccion de aislamientos de taxonomia diversa, existié una mayor proporcién de bacterias
resistentes segun los criterios utilizados en aquellas mayor fitopatogenicidad, lo que puede estar
relacionado con la adaptacion de los patégenos a la sobrevivencia en el filoplano y en el apoplasto,
donde pueden estar en mayor contacto con las aplicaciones foliares de antimicrobianos (Stockwell &
Duffy, 2012). Por otro lado, es importante ademas estudiar en mas detalle la presencia de aislamientos
no patégenos como los clasificados como Aeromonas, Acinetobacter y Ochrobactrum, ya que estos
géneros tienen representantes que son habitantes de suelos, aguas, peces y plantas, y constituyen
potenciales reservorios de determinantes genéticos de resistencia a antibi6ticos en entornos naturales,
ademas de que algunas especies son potenciales patdgenos para seres humanos (Adewoyin & Okoh,
2018; Grilo et al., 2020; Jéackel et al., 2017).

El hallazgo de resistencia a alguno de los antibidticos estudiados en el 60 % de los aislamientos

podria reflejar la utilizacion de productos antimicrobianos que contienen estreptomicina, tetraciclina,
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gentamicina, ya que estas bacterias fueron aisladas de cultivos sometidos a aplicaciones con esos
productos. En este estudio se ha utilizado el umbral de 10 pg/ml como criterio para seleccionar
bacterias resistentes de origen ambiental, a pesar de que este valor es mayor que la CMI de bacterias
susceptibles pero menor que la de bacterias patdgenas resistentes en entornos clinicos. Este enfoque
se ha aplicado en estudios realizados en diferentes entornos, considerando que los microorganismos
de origen ambiental estan expuestos a concentraciones mucho menores que las bacterias clinicas, y
aun asi, generan resistencia en el entorno natural (Nogrado et al., 2021; Popowska et al., 2012;
Sandegren, 2014).

La presencia de bacterias resistentes en el 90 % de los hospederos analizados, que constituyen
un conjunto diverso de plantas, entre hortalizas, frutales y ornamentales, levanta la preocupacién por
el estado actual de resistencia a esos antibiéticos. Los cultivos con mayor cantidad de bacterias
resistentes y de fenotipos de resistencia de los tres antibiéticos analizados fueron el repollo, banano,
lechuga americana, palmito y chile dulce, lo que puede indicar un manejo mas agresivo (en el tiempo
en que fueron colectadas las muestras), a las enfermedades bacterianas que se presentaron en estos
cultivos, como lo es la mancha angular en repollo causada por Xanthomonas campestris var.
campestris, el marchitamiento causado por el complejo de especies de Ralstonia solanacearum en
banano, las manchas foliares causadas por especies de Pseudomonas en lechuga, la bacteriosis que
afecto cultivos de palmito en la década del 2 000, o la pudricion blanda que afecta a hortalizas, comdn
en climas tropicales (Agrios, 2005; Bhat et al., 2010). Cabe resaltar que la mayoria de estas
enfermedades contintian afectando cultivos en la actualidad.

La resistencia a los antibiéticos es reconocida como una de las mayores amenazas para la salud
publica mundial y la seguridad alimentaria debido al uso excesivo de estos compuestos en distintas
actividades antropogénicas. Los resultados de este estudio respaldan la observacion de la contribucién
de la produccion de cultivos a la generacién de resistencia (FAO, 2021). La mayor proporcién de
bacterias fitopatdgenas resistentes es un fenémeno que debe estudiarse con mas detalle por sus
implicaciones tanto en el control de las enfermedades en cultivos, como en la salud publica. Entre
los antibidticos de mayor uso en los cultivos desde hace décadas en Costa Rica, se encuentran
productos con compuestos activos como tetraciclina, estreptomicina y gentamicina (MSP, 2018;
Rodriguez 2008) en mezclas de estreptomicina y tetraciclina (Agri-mycin 16.5 WP y Agri-mycin 44.3
WP que ademas tiene sulfato de cobre), y también mezcla de tetraciclina y gentamicina (Agri-gent
plus 8WP). El uso de estos productos por los agricultores no es regulado y dicha falta de regulacion
y de registros de aplicacion no permite conocer su uso real, sin embargo, se ha estimado que el
consumo de tetraciclina y gentamicina para la aplicacion en cultivos podria superar las cantidades

empleadas en medicina humana por un factor de 200 o 700, respectivamente (Rodriguez 2008).



27

Estos resultados pueden servir de base para el estudio de la evolucién de la resistencia a
antimicrobianos en bacterias patdgenas y saprdfitas de vegetales de consumo humano, debido al uso
continuo e indiscriminado de estos aun en la actualidad. La informacion generada puede ser utilizada
para promover en autoridades competentes la regulacién en la venta y uso de los productos
antimicrobianos, y el establecimiento de un intervalo precosecha estricto con el fin de mitigar tanto

el efecto de estas sustancias en el ambiente, animales y en seres humanos.
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CAPITULO 2: Cambios en la estructura de la comunidad bacteriana en
el proceso de vermicompostaje de excretas bovinas y su influencia en la
presencia de bacterias resistentes a oxitetraciclina®

2.1 Introduccion

La produccion lechera en granjas pequefias se caracteriza por la limitacion de espacios que da
como resultado la acumulacion de excretas y residuos orgénicos, que ha llevado a practicas de
eliminacion tales como la aplicacion en campos agricolas sin tratamiento previo. Estas précticas
pueden causar problemas ambientales serios, incluyendo una entrada excesiva a los suelos, de sales
inorganicas, metales traza potencialmente dafiinos, patdgenos, bacterias resistentes y genes de
resistencia a antibioticos, e incluso residuos de estas moléculas, lo que presenta riesgos para la salud
publica, animal y ambiental (Black et al., 2021; Lazcano et al., 2008; Holman et al., 2016, Pandey et
al., 2018, Virto et al., 2022; Zhang et al., 2014).

Una alternativa a algunos de los problemas relacionados con el exceso de residuos y la
contaminacion resultante de la aplicacién de estiércol es biotransformar las excretas en fertilizantes
organicos como bioles, compost, vermicompost y té de compost (Gupta et al., 2016; Lazcano et al.,
2008; Zamora et al., 2017).

El vermicompostaje es una tecnologia en la que se produce la biooxidacion y estabilizacién del
material organico mediante la accion conjunta de lombrices y microorganismos (Aira et al., 2007;
Artavia et al., 2010). Cuando el sustrato que alimenta las lombrices son excretas, en especial las
liquidas como en lecherias, se requiere una etapa de al menos 14 dias de pre-composteado, que
reduzca la humedad, el nivel de amonio y energia caldrica presente en las excretas frescas, de manera
que no sean dafiinas para las lombrices, ademas de reducir la presencia de patégenos (Mupondi et al.,
2011, https://ag.umass.edu/crops-dairy-livestock-equine/fact-sheets/vermicomposting-on-dairy-
farms=, consultado en julio 2022).

Una vez iniciado el proceso de vermicompostaje, se da una fase activa en la que las lombrices
y los microorganismos asociados procesan el sustrato. Las lombrices fragmentan los residuos
organicos en particulas finas al pasarlas por una molleja y se alimentan de microorganismos que
crecen en la materia organica. Este proceso acelera la descomposicion de la materia organica, aumenta
las poblaciones microbianas y la superficie de contacto de la materia organica al ser triturada, oxidada

y estabilizada (Gémez-Brandén et al., 2012; Kiyasudeen et al., 2016).

*Los datos presentados en este capitulo fueron publicados primero en (Waste and Biomass Valorization, 1-16, 2023), y en
(UNED Research Journal, e4586-e4586, 2023)
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Ademas, la microbiota intestinal y la secrecién de iones de calcio por parte de la lombriz
pueden aumentar ligeramente la alcalinidad del material (Artavia et al., 2010; Bollo, 1999; Ferruzi,
1994; Furlong et al., 2002; Swati & Hait, 2018). Esta etapa es seguida de la fase de maduracién que
ocurre una vez que la lombriz se desplaza a las capas mas frescas del residuo y que es realizada por
la flora microbiana presente en el vermicompost inmaduro (Lazcano et al., 2008; Pathma & Sakthivel,
2012). Como producto del proceso, ocurre un cambio en la poblacién microbiana del estiércol de
vaca, incluyendo la disminucion de patdgenos potenciales (Eastman et al., 2001; Hu et al., 2020;
Swati & Hait, 2018; Uribe et al., 2009).

Los cambios en la comunidad microbiana del sustrato ocurren en el intestino de la lombriz de
tierra, donde su microbiota especializada influye en el metabolismo, ciclaje de nutrientes y el sistema
inmunoldgico (Aira et al., 2015; Berg et al., 2016). Las lombrices de tierra epigeas que ingieren heces
de animales utilizan nutrientes procesados y microorganismos como fuentes de energia y alimento
(Aria et al., 2015; Zhang et al., 2000). Se ha encontrado una disminucién en la abundancia y
diversidad de bacterias presentes en el estiércol en la zona de la molleja y el intestino anterior de
Eisenia fetida (Hu et al., 2020).

El vermicompostaje se considera una de las mejores alternativas para el tratamiento de residuos
contaminados con patdgenos (Eastman et al., 2001; Pathma & Sakthivel, 2012; Uribe et al., 2009), y
la degradacion de antibidticos, como las tetraciclinas (Huang et al., 2018; Li et al., 2022; Wang et al.
2019). Los mecanismos directos para la reduccion de patdégenos que ocurren en el intestino de la
lombriz podrian deberse a las enzimas digestivas, la molienda mecéanica y la secrecion de fluidos
celémicos con propiedades antibacterianas. Ademas, los efectos indirectos como la estimulacion del
antagonismo y la competencia por la microflora endémica de las lombrices y la aireacion por la
actividad de excavacion también pueden disminuir los coliformes presentes en los residuos (Hu et al.,
2020; Kiyasudeen et al., 2016; Swati & Hait, 2018).

Los Ilamados tés de compost se pueden obtener a partir de vermicompost y se utilizan como
fertilizantes liquidos para aplicacion foliar o al suelo. Esta préctica ha aumentado su popularidad
debido a las cantidades relativamente pequefias de vermicompost necesarias para su fabricacion y su
eficacia comprobada en la estimulacion del crecimiento vegetal y el control de plagas y enfermedades
(Arancon et al., 2019; Kiyasudeen et al., 2016; Scheuerell & Mahaffee, 2002), incluyendo la
supresion de fitopatdgenos (Arancon et al., 2007; Pant et al., 2012; Pathma & Sakthivel, 2012). El té
de compost es una infusién que se prepara con compost 0 vermicompost y agua en una proporcion
que varia de 1:3 a 1:200 y debe incubarse por un tiempo definido. Puede producirse de forma
anaerobica o aerdbica, esta Gltima por burbujeo continuo de aire. Durante el proceso se extraen

microorganismos y nutrientes solubles del vermicompost (Al-Mughrabi et al., 2008; Castello et al.,
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2014; Fritz et al., 2012; Zamora et al., 2017). Aunqgue el té de vermicompost a menudo se denomina
fertilizante, su contenido de nutrientes es bajo (Zamora et al., 2017), y sus efectos se producen
principalmente debido a la aplicacién de una poblacion mixta de microorganismos que recubren la
superficie de las hojas de las plantas (Yatoo et al., 2021).

Es una practica comun agregar azUcares como la melaza de cafa al té durante su preparacion,
debido a la suposicion generalizada de que aumenta el nimero de microorganismos con capacidades
de supresion de enfermedades (Duffy et al., 2004; Kiyasudeen et al., 2016; Scheuerell & Mahafee,
2002). No obstante, otros autores han reportado que la adicién de azlcares, melazas o fuentes de
carbono a los tés de compost induce la proliferacion de coliformes y patdgenos bacterianos entéricos,
como Escherichia coli y Salmonella, respectivamente (Duffy et al., 2004; Giacomini, 2012;
Kiyasudeen et al., 2016). Ademas, existe el riesgo potencial de la presencia de bacterias resistentes a
antibioticos en los materiales derivados de diferentes tipos de estiércol que podrian ser transportados
a suelos y plantas (Zalewska et al., 2021).

Los antibiéticos se han utilizado en los sistemas de produccion de animales de interés
zootécnico durante mas de 60 afios para la prevencion y terapia de patologias (Virto et al., 2022). A
nivel mundial, la mayoria de los antibi6ticos que se utilizan en la produccion de leche se dirigen a la
promocién del crecimiento (cuando se permite), a la profilaxis y al tratamiento de enfermedades como
la mastitis o la metritis, ademas del secado de la vaca (Zalewska et al., 2021). Dentro de los
antimicrobianos mas utilizados para controlar las enfermedades bacterianas en el ganado lechero en
Estados Unidos estan las tetraciclinas (Oliver et al., 2020). En Costa Rica, la tetraciclina como
medicamento es utilizada en ganado bovino lechero como oxitetraciclina HCL (Emicina® 100®),
(Engemycin® 10 % L/A), L.A 200 (Emicina L/A®-) y oxitetraciclina L.A 300 mg/ml (Tetradur®),
con un periodo de retiro después del Gltimo tratamiento de 72 a 144 horas (Carmona & Vindas, 2008).
Se utiliza en diversas patologias, como la mastitis, la dermatitis digital, y problemas reproductivos, y
es el antimicrobiano més utilizado en ganado lechero, habiendo reportes de su uso en el 72 % de 60
fincas artesanales de Costa Rica (Carmona & Vindas, 2008; Tortds et al., 2006).

Se ha estimado que la clortetraciclina presenta una tasa de excrecion de 65 % en excretas de
ganado (Aust et al., 2008), y se han detectado tanto residuos de tetraciclinas como genes y bacterias
resistentes a este antimicrobiano en diferentes estudios a nivel mundial (Casey et al., 2013; Kraemer
et al., 2019; Oliver et al., 2020; Zalewska et al., 2021). La exposicion de productores a bacterias
resistentes es de gran preocupacion, ya que puede trasladarse a las comunidades en riesgo por el
contacto persona a persona (Silbergeld et al., 2008). Al respecto, se han detectado casos de
infecciones con bacterias resistentes a meticilina en personas que viven y/o trabajan en granjas de

produccion porcina y bovina (Carrel et al., 2014; Huijsdens et al., 2006), por lo que la aplicacion de
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estiércol en campos de cultivo cercanos a viviendas humanas puede aumentar el riesgo de infecciones
resistentes a los antibidticos (Kumar et al., 2005). Al respecto, La OMS considera al uso de
antibidticos en el sector agropecuario un problema de salud publica, y en unién con la FAO, desarrolld
una estrategia global para la contencion de la resistencia a los antibiéticos, mediante recomendaciones
para su uso en la agricultura (OMS, 2018; FAO, 2021). En Costa Rica, la presencia de genes de
resistencia a oxitetraciclina en sedimentos cercanos a granjas porcinas (Vindas, 2019), en alimentos
para cerdos y tilapias (Granados-Chinchilla & Rodriguez, 2014; Gutiérrez et al., 2010), y residuos de
antibioticos fueron reportados en leche desde el afio 1992 (Calderon, 1992), sin embargo, no se ha
reportado la presencia de bacterias resistentes a oxitetraciclina en excretas de ganado lechero.

La composicion y la dindmica de las comunidades microbianas durante el proceso de
vermicompostaje han sido analizadas mediante enfoques dependientes e independientes del cultivo
(Gomez-Brandon et al., 2011; Huang et al., 2013; Li et al., 2013), como el polimorfismo de longitud
de fragmentos de restricciéon terminal (RFLP), electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE) vy biblioteca de clones (Li et al., 2013; Partanen et al., 2010; Szekely et al., 2009; Vivas et
al., 2009). Sin embargo, estos métodos tienen limitaciones ya que solamente detectan los organismos
predominantes y por ende no permiten obtener informacidn detallada sobre la estructura de la
comunidad microbiana (de Gannes et al., 2013) en comparacion con la secuenciacion de amplicén de
ARN 168S. Los enfoques metagendmicos que estudian los procesos de vermicompostaje son escasos
(Cai et al., 2018; Dominguez et al. 2021; Gomez-Brandén et al. 2020; Lv et al. 2018), ademas, la
mayoria de estos estudios se han centrado en las comunidades microbianas de sistemas de compostaje
individuales (Fernandez-Gomez et al., 2010; He et al., 2013). Este estudio, por otro lado, analiza
mediante secuenciacion de amplicones, las poblaciones bacterianas de los diferentes pasos del
proceso de vermicompostaje, incluido el precompostaje del estiércol utilizado como sustrato, y la
produccién de tés de vermicompost, Adicionalmente, se determind mediante la misma técnica la
presencia de bacterias resistentes a oxitetraciclina (antibiético cominmente utilizado en tratamiento
veterinario en ganado bovino) a partir de muestras cultivadas del mismo proceso.

Una mejor comprension de la variacion en la estructura de la comunidad bacteriana durante
este proceso realizado en pequefias granjas lecheras puede ayudar a determinar los cambios en la
poblacion bacteriana durante cada etapa de biotransformacion, con el fin de aumentar la calidad y

seguridad de los productos finales.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Ubicacion del estudio y colecta de muestras

El estudio se realiz6 en el modulo lechero de la sede del Atlantico, Turrialba, Cartago, Costa
Rica (660 metros sobre el nivel del mar), en el Centro de Investigacién en Biologia Celular y
Molecular (CIBCM), y en el Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA), todos pertenecientes a
la Universidad de Costa Rica. EI mddulo lechero es una finca dedicada a la produccion de leche en
condiciones tropicales, cuyo sistema manejaba en enero del 2019, momento de la colecta, 23 vacas
Jersey.

Como parte del manejo de la finca, el estiércol de vaca se colectd diariamente y se colocé en
un contenedor, donde fue sometido a un proceso de deshidratacion y precompostaje durante 15 dias.
De este contenedor se tomd una muestra compuesta de estiércol bovino recién colectado (CM) y 15

dias después, cuando se complet6 el proceso de precompostaje (CMC) (Fig. 2.1).
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Fig. 2.1 Diagrama de representacion del proceso de vermicompostaje llevado a cabo en el Mddulo
Lechero de la Sede del Atlantico (UCR), y de los tés preparados con el mismo material.

CM Excretas, CMC Excretas precomposteadas, VC Vermicompost, VCT Té de vermicompost,
VCTM Té de vermicompost con melaza. Publicado primero en (Waste and Biomass Valorization, 1-
16, 2023) por Springer Nature.

2.2.2 Produccion de vermicompost

A la fase solida del estiércol precomposteado seleccionado para este estudio, se le adicionaron
lombrices rojas californianas (Eisenia fetida) en una densidad de 600 lombrices/0.03 m® (Duran et

al., 2009), para producir vermicompost. EI vermicompostaje se realizo en una estructura abierta de
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cemento de 50 cm x 40 cm y 2 m de longitud, donde la mezcla estiércol-lombrices alcanz6 15 cm de
altura. Cada nuevo lote de estiércol precomposteado se colocd en un extremo de la estructura con el
fin de que las lombrices pudieran llegar al nuevo sustrato, manteniendo el producto final en el lado
opuesto para fines de recoleccion. El estiércol precomposteado se dispuso en el contenedor cada 30
dias. La muestra de vermicompost (VC) se colect6 en el extremo correspondiente al producto final
del vermireactor 30 dias después de haberse puesto en contacto con las lombrices.

Para efectos de este estudio, se le dio seguimiento al proceso desde el momento en que el
estiércol se coloco en la pila de precompostaje hasta su Ultimo paso. Tanto las muestras compuestas
de estiércol en las diferentes fases, y del vermicompost resultante de dichas excretas, fueron
colectadas y trasladadas en hieleras al laboratorio del Area de Microbiologia Ambiental del CIBCM,
donde fueron almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento. Parte de la muestra de vermicompost fue

utilizada inmediatamente para producir los tés de vermicompost.

2.2.3 Preparacion del té de vermicompost

se prepararon en el laboratorio de Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones
Agrondmicas siguiendo la metodologia descrita por Zamora et al., (2017). Para el té sin aditivo
(VCT), se colocaron 100 g del vermicompost en una bolsa de malla, la cual se sumergié en un
recipiente de 10 | con 5 | de agua desionizada. La mezcla se incub6 con aireacion constante durante
18 horas con una bomba de pecera de aire de 3 I/min. El té suplementado con melaza (VCTM), fue
preparado utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente, afiadiendo 10 ml de melaza de

cafia (Natural La Fuente) al agua desionizada como fuente de carbono.

2.2.4 Recuperacion de bacterias resistentes a tetraciclina

Para determinar la presencia de bacterias resistentes, 1 ml de muestra liquida (tés de
vermicompost) y 0,1 g de muestras sélidas (excretas y vermicompost) fueron inoculadas en 10 ml de
Caldo nutritivo (Oxoid) suplementado con 10 pg/ml de oxitetraciclina (Sigma-Aldrich) . Debido a
que los cortes para la determinacion de la susceptibilidad/resistencia de un microorganismo se
realizan con especies bacterianas de origen clinico humano y no existen directrices para la
determinacion de la susceptibilidad para bacterias ambientales, se utiliz6 la concentracion de 10
pg/ml basado en la recomendacion para patégenos humanos entéricos, no entéricos y anaerobios
segun la guia CLSI (2017), ya que es superior a la concentracién minima inhibitoria intermedia para
estos grupos bacterianos. Los tubos fueron incubados por 72 h o hasta que se presenté crecimiento a

30°C en condiciones aerobias.
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2.2.5 Extraccion de ADN y analisis quimicos

Para la extraccién de ADN, se tomé 1 g de las muestras sélidas, seleccionado de una
submuestra compuesta de 100 g. En el caso de las muestras liquidas, se emplearon 15 mL de una
muestra de 100 mL, la cual fue sometida a centrifugacion para obtener un botén que se utiliz6 en el
proceso de extraccion. La extraccion de ADN se llevé a cabo utilizando el kit Nucleospin Soil para
ADN genomico (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el caso de las muestras que fueron inoculadas en el caldo suplementado con tetraciclina
para la busqueda de bacterias resistentes, se centrifugd 3 ml del cultivo y el boton fue sometido a
extraccion de ADN utilizando el kit Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel), segun instrucciones del
fabricante. EI ADN derivado de estos cultivos fue también sometido a secuenciacion de amplicones
del gen ARNr 16S.

La integridad del ADN de todas las muestras se examino en geles de agarosa al 1 % mediante
electroforesis y se cuantific utilizando el equipo NanoDrop 2000c Thermo Scientific (Wilmington,
DE, EE. UU.). Los &cidos nucleicos se almacenaron a -20 °C.

Se realiz6 el analisis quimico (N, P y K) de cada una de las muestras utilizando Espectrometria
de Emision Optica de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES) en el Laboratorio de suelos y

foliares del Centro de Investigaciones Agronémicas.

2.2.6 Secuenciacion y procesamiento de secuencias

Las muestras de ADN se enviaron a Macrogen Inc. (Corea del Sur) para la amplificacién de la
region V3-V4 del gen 16S ARNr utilizando MiS-eq Platform (lllumina. Inc). Los datos se procesaron
utilizando QIIME2 (version 2018.11) (Bolyen et al., 2019, https://giime2.org) y sus complementos.
Se aplicé el complemento 'dada2' (Callahan et al., 2016) para lecturas truncadas (--p-trim-left 0, --p-
trunc-len 280). Se utiliz6 el método vsearch uchime_ref para identificar secuencias quiméricas y se
eliminaron las secuencias de mitocondrias y cloroplastos. La taxonomia de los ASV (Secuencias
variantes de amplicén) se asigné frente al conjunto de datos de referencia no redundante SILVA
16S/18S rDNA (SSURef 132 NR) (Quast et al., 2012) con el clasificador de caracteristicas classify-
sklearn. Una vez obtenido el cuadro de ASVs con sus abundancias e identificaciones, la clasificacion
taxonémica derivada del analisis bioinformatico fue comprobada para los ASVs con més de 0.05 %
de la abundancia total, utilizando la base de datos curada de EzBioCloud (Yoon et al., 2017), que
almacena secuencias del gen 16S rRNA de cepas tipo y de nombres validamente publicados. Se
utilizaron los criterios publicados por Chun et al., (2010) para la asignacion taxonémica de cada
lectura: especie (x > 97 %), género (97 %; x > 94 %), familia (94 %; x > 90 %), orden (90 %; x > 85
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%), clase (85 %; x> 80 %) y filo (80 %; x > 75 %). Si se encontrd una similitud por debajo del punto

de corte, la lectura fue asignaba a un grupo "sin clasificar" (unc.).

2.2.7 Analisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron en el software Plymouth Routines In Multivariate Ecological
Research (PRIMERY7) (Clarke & Goyle, 2015). Se calcularon los valores de similitud de Bray-Curtis
a partir de los datos transformados utilizando raiz cuadrada de las abundancias estandarizadas de los
ASV generados, asi como de las sumas de los géneros y filos identificados para las comunidades
bacterianas de las muestras crudas. La matriz de similitudes se formé utilizando la agrupacion
jerarquica aglomerativa, y las divisiones resultantes se probaron con la rutina SIMPROF (perfiles de
similitud) de tipo 1 para determinar similitudes significativas (P < 0,05) en la estructura de las
comunidades de las muestras estudiadas. La matriz se visualizd6 mediante una ordenacion
multidimensional no métrica (NMDS) para ilustrar las disimilitudes entre los agrupamientos de
comunidades microbianas. En el caso del analisis SIMPER (porcentaje de disimilitud) fue utilizado
para calcular la contribucion de cada taxon (%) a la disimilitud de Bray-Curtis entre las muestras
pareadas. Se calcularon las estimaciones de diversidad de Shannon (H') a la matriz de ASVs. Ademas,
se llevo a cabo un andlisis de curvas de coherencia, una combinacion de ejecuciones de SIMPROF
dentro de un analisis de agrupacién de géneros, para identificar grupos de taxones coherentes que
tienen un patrén similar de abundancias entre muestras. Para esto, los géneros se redujeron
seleccionando solo los 28 géneros que contribuyeron al menos al 2 % de la abundancia total en
cualquier muestra. Se construy6 una matriz de similitud entre géneros utilizando el indice de
Asociacion de Whitaker (Somerfield & Clarke, 2013) y se utilizo la rutina de SIMPROF de tipo 2
para determinar si los géneros estaban asociados entre si en términos de su variacion numérica a lo
largo de la serie de muestras analizadas. Se realizé una agrupacion jerarquica aglomerativa de estos
géneros y los grupos resultantes fueron probados con SIMPROF tipo 3, para determinar si los grupos
de géneros covariaban coherentemente (Clarke & Goyle, 2015; Somerfield et al., 2014). Ademas, se
utilizo el gréfico de matriz de sombra para mostrar las relaciones entre los grupos de muestras y las
especies 0 géneros presentando los taxones mas importantes, determinados por los grupos coherentes
explicados anteriormente. Tanto las muestras como los géneros fueron agrupados jerarquicamente de
forma independiente. En el caso de las comunidades bacterianas de los caldos suplementados con
tetraciclina, se calcularon las estimaciones de diversidad de Shannon (H') a la matriz de ASVs, y los
valores de similitud de Bray-Curtis a partir de los datos con la transformacién de las abundancias de
los ASV generados, asi como de las sumas de las especies. La matriz de similitudes se formé

utilizando la agrupacion jerarquica aglomerativa, y las divisiones resultantes se probaron con la rutina
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SIMPROF de tipo 1 para determinar similitudes significativas (p < 0,05) en la estructura de las
comunidades de las muestras estudiadas. La matriz se visualizd6 mediante una ordenacion
multidimensional no métrica (nMDS) para ilustrar las disimilitudes entre los agrupamientos de

comunidades microbianas.

2.3 Resultados

2.3.1 Cambios en la estructura de las comunidades bacterianas durante el proceso de

vermicompostaje

El andlisis bioinformatico dio como resultado un total de 297569 secuencias, dentro de un

rango de 37766 en VCTM hasta 66510 lecturas en la muestra VCT. Estas secuencias fueron
clasificadas en 2642 ASVs, observandose una mayor cantidad de ASVs en la muestra VC (1029)
seguido por el té sin aditivo (966), y la menor en el VCTM (146), que mostré la menor diversidad
(3,4 frente a 6,3 en VCT) (Cuadro 2.1).
Veintiocho géneros de los 500 identificados en este estudio presentaron una abundancia mayor a 2
%. EIl andlisis de grupos coherentes dio como resultado seis grupos (a-e) de taxones que se
comportaron de manera semejante en cuanto a su abundancia a través de las muestras segun el indice
de asociacion de Whitaker (Cuadro 2.2, Fig. 2.2).

Cuadro 2.1. Pardmetros quimicos y diversidad de las muestras relacionadas con el proceso de
vermicompostaje.

Anélisis quimicos Andlisis bioinformatico
N° H %

Muestras Descripcion pH N P K Reads ASVs (loge) ASVs NI?
CM Estiércol de vaca 85 242 106 056 63949 588 6.01 59
CMC Estiércol precomposteado 84 229 106 061 63774 654 6.07 55
VC Vermicompost 82 248 264 142 65570 1029 6.2 72
TVC Té de vermicompost 8.1 <0.01 ND ND 66510 966 6.27 68
TVCM  Té de vermicompost + melaza 6.7 <0.01 0.02 ND 37766 146 3.4 30

Nota: ND no detectado, H: Diversidad de Shannon. Nitrogeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K) datos en %.
2 Porcentaje of ASVs que no fueron clasificados a nivel de especie y género.

2.3.2 Precompostaje de excretas bovinas

El pH y contenido de N, P y K fue similar en las excretas y en el material precomposteado
(Cuadro 2.1). De igual manera, las comunidades bacterianas de las muestras de excretas frescas y

precomposteadas se agruparon con un 92 % de similitud de Bray Curtis, segun el analisis de Simprof
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tipo I (p <0.5) a nivel de filo (Fig. 2.2A). Los filos predominantes en CM disminuyeron en CMC,
siendo estos Firmicutes, con un 58 % y 54 % de la abundancia total, seguidos por Bacteroidetes (30
% y 35 %) y las Proteobacterias con 6 %y 4 %, respectivamente (Cuadro S2.1, Fig 2.2A). Estos tres
filos contribuyeron significativamente con la similitud Bray Curtis entre estas muestras (Cuadro 2.2),
conun 35.9 %, 26.9 %y 9.2 %, respectivamente. Estos 3 filos junto con las Spirochaetes y Tenericutes
representaron el 97 % de las secuencias de las excretas.

Por otro lado, se identifico un mayor nimero de géneros en la excreta precomposteada (141)
que en CM (114), sin embargo, los 14 géneros con abundancia mayor a 2 %, que fueron exclusivos o
dominantes en CM también lo fueron en CMC (Cuadro 2.2, Fig. 2.2C). Estos fueron agrupados por
el andlisis Simprof tipo 2 (grupos coherentes) en los grupos a, b, ¢ y d (Fig. 2.3). En el grupo a, se
agrupan, Sporobacter y unc. Bacteroidales, unc. Ruminococcaceae, unc. Lachnospiraceae, unc.
Bacteroidaceae, Alistipes y unc. Christensenellaceae, que tuvieron abundancias relativas semejantes
(las mayores de estas muestras), con los Ultimos 3 aumentando en el periodo de 15 dias de
precompostaje. ElI grupo b estuvo conformado por Bacteroides, Treponema, unc.
Porphyromonadaceae y unc. Erysipelotrichaceae, que presentaron abundancias significativamente
mayores en CMC.Succinivibrio y Eubacterium (grupo c), y Clostridium (grupo d), se observaron en
mayor proporcion en las excretas frescas. El género Clostridium (grupo d) estuvo presente en todas
las muestras del estudio, en mayor proporcion en las excretas frescas (4 %) que en CMC (2 %).
Catorce ASVs clasificados como Clostridium fueron detectados en CM, con semejanza con
accesiones de heces de animales y reactores anaerobios, ademas 5 ASVs fueron clasificados como
potenciales patdégenos de bovinos y otros animales, como C. neonatale, C. septicum, C. cadaveris y
C. subterminale, sin embargo, solo 2 de estos ASVs fueron detectados posterior a 15 dias en la
muestra CMC (Cuadro S2.2). En general se encontraron 17 ASVs clasificados como patégenos
potenciales de humanos y animales en las excretas frescas (Cuadro S2.3), 8 de los cuéles no se

detectaron en CMC, después del precompostaje.

2.3.3 Vermicompostaje

La muestra de vermicompost present6 un pH de 8.2 y los valores de N, P y K mas altos del estudio
(Cuadro 2.1). Esta muestra obtuvo la mayor cantidad de de ASVs 'y, después de VCT, los mayores
valores de secuencias y diversidad. Ademas, el vermicompostaje provocd un cambid en las
comunidades bacterianas que llevé a una disimilitud media con las excretas de 54 % y 87 %, a nivel
de filo y de género, respectivamente (Cuadro S2.3, Fig. 2.2). Estas diferencias se dan por una mayor

abundancia de Proteobacterias (42 %) la disminucion de Bacteroidetes (18 %) y Firmicutes (7 %) con
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respecto a CMC (Cuadro S2.1). Otros filos presentes en VC que contribuyeron a la disimilitud media

fueron Actinobacteria (6.2 %), Verrucomicrobia (5.0 %), Acidobacteria (4.0 %), Saccharibacteria
(3.2 %), Chloroflexi (3.0 %), Planctomycetes (2.0 %), y Tenericutes (0.3 %). A pesar de que los filos

Proteobacteria y Bacteroidetes también fueron abundantes en las excretas, en el vermicompost las

clases predominantes de los Bacteroidetes fueron Flavobacteria (6.0 %), Cytophagia (6.1 %) vy

Chitinophagia (4.9 %), en contraste con la clase Bacteroidia (0.2 %), predominante en las excretas .

Cuadro 2.2. Géneros (o ultimo nivel taxondmico identificado) con abundancia relativa mayor al 2 %

de secuencias detectadas en muestras de vermicompostaje.

% de secuencias del género Grupo

Filo Clase Género CM CMC VC VCT VCTM Simprof
Bacteroidetes Bacteroidia unc. Bacteroidales 13 11 0 0 0 a
Firmicutes Clostridia unc. Ruminococcaceae 12 11 0 0,4 0 a
Firmicutes Clostridia Sporobacter 11 9 0 0 0 a
Firmicutes Clostridia unc. Lachnospiraceae 6,7 4 0,1 0,9 0 a
Bacteroidetes Bacteroidia unc. Bacteroidaceae 7,6 8 0 0 0 a
Bacteroidetes Bacteroidia Alistipes 3 4 0 0 0 a
Firmicutes Clostridia unc. Christensenellaceae 3,3 4 0,1 0,1 0 a
Firmicutes Erysipelotrichia unc. Erysipelotrichaceae 0,4 3 0 0 0 b
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides 0,1 2 0 0 0 b
Spirochaetes Spirochaetia Treponema 0,7 2 0 0 0 b
Bacteroidetes Bacteroidia unc. Porphyromonadaceae 0,8 2 0 0 0 b
Proteobacteria Gammaproteobacteria  Succinivibrio 2,6 0,7 0 0 0 c
Firmicutes Clostridia Eubacterium 2,1 0,6 0 0,2 0 c
Firmicutes Clostridia Clostridium 3,8 2 1 3 0,1 d
Firmicutes Clostridia Romboutsia 0,5 0,6 1 2 0,2 f
Proteobacteria Betaproteobacteria unc. Betaproteobacteria 0 0 4 2 0 f
Bacteroidetes Flavobacteriia unc. Flavobacteriales 0 0 4 2 0,2 f
Saccharibacteria  Saccharimonas unc. Saccharimonas 0,3 0,4 3 3 0,1 f
Bacteroidetes Cytophagia unc. Cytophagaceae 0 0 3 2 0,3 f
Acidobacteria Vicinamibacteria unc. Vicinamibacteraceae 0 0 2 1 0,2 f
Bacteroidetes Chitinophagia unc. Saprospiraceae 0 0 2 1 0 f
Proteobacteria Gammaproteobacteria unc. Steroidobacterales 0 0 2 0,8 0,1 f
Proteobacteria Gammaproteobacteria unc. Cellvibrionales 0 0 2 1 0,2 f
Bacteroidetes Chitinophagia unc. Chitinophagaceae 0 0 2 2 0,2 f
Planctomycetes ~ Planctomycetia unc. Planctomycetaceae 0 0 0,6 3 0,2 f
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonas 0 0 0,4 7 9 f
Proteobacteria Gammaproteobacteria  Acinetobacter 1,7 0,3 0,1 2 14 e
Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonas 0 0 0,1 0,8 64 e
Otros géneros de menor abundancia 31 36 70 66 10

Excretas frescas (CM), precompostadas (CMC), vermicompost (VC) y tes de vermicompost sin (VCT) y con

melaza (VCTM).
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Fig. 2.2 Abundancias de Filos (A) y Géneros (B) presentes en muestras del proceso de
vermicompostaje de excretas bovinas.

C y D. Ordenacion del escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) basado en la matriz de
distancia Bray-Curtis de las muestras a nivel de Filo y Género, respectivamente. Los simbolos
denotan grupos de similitud Simprof, y el porcentaje de similitud se muestra segun el color de las
lineas que rodean las muestra. Taxones no clasificados se indican con el prefijo unc. CM excretas
bovinas, CMC excretas prefermentadas, VC vermicompost, VCT té de vermicompost, y VCTM té
con melaza adicionada. Publicado primero en (Uribe-Lorio et al., Waste and Biomass Valorization,
1-16, 2023) por Springer Nature

Dentro de las Proteobacterias se observé un aumento significativo en las
Gammaproteobacterias, seguido por las Alfa-, Delta- y Betaproteobacterias (Cuadro S2.4), con
respecto a las excretas, que coincidieron solamente en las Gammaproteobacterias, con una
abundancia de 5 % en CM y de 2 % en CMC, y que constituyé casi el 40 % de las lecturas del
vermicompost.

Los géneros con abundancias mayores al 2 % que fueron exclusivos o dominantes en las

muestras relacionadas con vermicompost incluyendo VCTM estan clasificados en los grupos simprof
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e y f. De estos 14 géneros, los que se encuentran en mayor abundancia en VC fueron miembros no
clasificados de Betaproteobacteria (4.0 %), Flavobacteriales (4.0 %), Saccharimonas (3.0 %),
Cytophagaceae (3.0 %), Chitinophagaceae (2.0 %), Cellvibrionales (2.0 %), Vicinamibacteraceae
(2.0 %), Saprospiraceae (2.0 %), and Steroidobacterales (2.0 %) (Fig. 2.2, Cuadro 2.2). Aparte de
estos taxones, el vermicompost presentd 306 géneros mas con abundancias menores al 2 % (Fig.
2.2B).

2.3.4 Té de vermicompost sin aditivos

La elucion del vermicompost sin afiadir aditivos no causé cambios en el nimero de secuencias,
y en el indice de diversidad ni el pH (8.1) del VCT con respecto al vermicompost (Cuadro 2.1),
aunque esta muestra fue la que present6 mayor indice de Shannon y cantidad de lecturas, y el segundo
nimero de ASVs después de VC. El contenido de N, P, K fue el mas bajo en las muestras analizadas.

La estructura de la comunidad bacteriana del VCT no tuvo un cambio significativo con respecto
al vermicompost, ya que tanto a nivel de filo como de género agrupé con esta muestra con un 89 %
y 74 % de similitud de Bray-curtis, respectivamente, segln el andlisis Simprof (Cuadro S2.3), lo que
indica que hay una comunidad central o “core” en estas dos muestras que se mantiene durante la
elucién del VC. Todos los filos de mayor abundancia en VC se encontraron también en VCT, la
mayoria en menor abundancia que VC excepto Firmicutes (13.4 %), Actinobacteria (8.8 %),
Chloroflexi (5.1 %) and Planctinomycetes (4.7 %), que aumentaron su proporcion con el proceso de
elaboracion del té. A nivel general, en esta muestra se encontraron 29 de los 36 filos observados en
el vermicompost (Cuadro S2.1), no encontrandose 7 filos que tuvieron una abundancia baja en el VC:
Lentisphaerae (0.05 % abundancia en VC), Omnitrophicaeota (0.03 %), y Margulisbacteria,
Tenericutes, Deinococcus-Thermus, Kiritimatiellaeota, y Nanoarchaeaeota (Archaea), cada uno con
0.01 % de abundancia en VC. EI VCT compartié todos los géneros de mayor abundancia del
vermicompost, y, en general, se detectaron 254 de los 320 géneros totales presentes en VC (79 % de
los taxones).
Los géneros con abundancias mayores al 2 % que fueron dominantes en VCT son Pseudomonas (7
%), Clostridium (3 %), Romboutsia (2 %), y miembros no clasificados de Planctomycetaceae (3 %)
(Fig.2.2, Cuadro 2.2), y, aunque la abundancia de Pseudomonas fue mayor en VCTM, también fue el
género mas abundante de esta VCT (7 % de secuencias). Los ASVs clasificados como Pseudomonas
tienen similitud con accesiones relacionadas con bacterias promotoras de crecimiento de plantas. De
los 14 ASVs clasificados como Clostridium, solamente 3 identificaron con especies patdgenas (C.

butyricum y C. neonatale), por lo que disminuyeron con respecto a las excretas.
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Fig. 2.3 Gréfico de sombras que muestra las relaciones entre grupos de muestras y los 28 taxones mas
importantes, segun los calculos de Primer7.

Tanto las muestras como las especies se agrupan jerarquicamente de forma independiente. La
intensidad del sombreado indica la abundancia relativa transformada de cada taxén. Los grupos
Simprof de género (SFG) se identifican mediante simbolos (a-f) (p < 0.05). Publicado primero en
(Uribe-Lorio et al., Waste and Biomass Valorization, 1-16, 2023) por Springer Nature.

2.3.5 Té de vermicompost suplementado con melaza

La adicion de melaza caus6 una disminucion del pH del té de vermicompost a 6.7, en contraste
con 8.1 del VCT. Ademas, presentd la menor diversidad, nimero de secuencias y ASVs del estudio
(Cuadro 2.1), lo que llevé a una disimilitud media con las otras muestras de vermicompost de 77 %
a nivel de género (Fig. 2.2B, Cuadro S2.3).

A diferencia del grupo VC-VCT, la muestra de té de vermicompost suplementado con melaza
presento casi la totalidad de las secuencias clasificadas como Proteobacteria (94 %) (Cuadro S2.1)
duplicando su proporcién con respecto al VCT y causando la disminucion significativa de los filos
de mayor abundancia presentes en la muestra VC, como Bacteroidetes que se redujo del 18 % al 3 %,
Firmicutes (7 % a 0.9 %) y Actinobacterias (6 % a 1 %), ademas de la reduccion de los filos
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observados en VCT de 29 % a 15 %. Es importante recalcar que el 93 % de las Proteobacterias de
esta muestra pertenecieron a la clase Gammaproteobacteria. Dentro de esta clase, los géneros
Acinetobacter (14 %), Aeromonas (64 %), y Pseudomonas (9 %), fueron los Unicos que presentaron
una abundancia mayor a 2 % en VCTM (Grupo e y f). En esta muestra se identificaron ASVs también
observados en VC y VCT, siendo el de mayor abundancia en VCTM similar a la cepa tipo de
Pseudomonas entomophila (CT573326). Ademas, se encontraron catorce ASV pertenecientes al
género Acinetobacter, pero solo dos con una abundancia superior al 2 %, clasificados como A.
johnsonii. Estos ASV fueron similares a la secuencia de bacterias acumuladoras de fosfato del
ecosistema de manglar en China (LBNL01000020) (Zhang et al., 2019) y secuencias relacionadas
con ambientes de rizosfera, suelo y agua. Los otros ASV clasificados como Acinetobacter tuvieron
abundancias inferiores al 0,5 %.

Por otro lado, 16 ASV se identificaron como diferentes especies del género Aeromonas
relacionadas a accesiones provenientes de ambientes acuaticos, aguas residuales, habitantes y
patdgenos de peces y otros animales. Sin embargo, se encontrd también similitud con secuencias de
muestras de intestino de lombrices de tierra como es el caso del A. caviae (ASV-2056) y A.
salmonicida (ASV-2075), similares a la accesion ON307219. Adicionalmente A. hydrophila (ASV-
2677) y A. rivuli (ASV-2072), se relacionaron con las secuencias KJ993985, KJ994137, JF276566 y
HM459700, reportadas en el intestino de lombrices de tierra (Liu et al., 2011). La secuencia con
mayor abundancia en VCTM, A. media ASV-2063 (22 % de abundancia) fue homologa a secuencias
de intestino de E. fetida (KU933318) (Perez-Perez et al., 2018). En el caso de otras especies
abundantes como A. hydrophila (16 %) y A. rivipollensis (15 %), también presentaron alta similitud
con secuencias de Aeromonas aisladas de infecciones en peces y/o presentando resistencia a diversos
antibioticos.

Ademas de los géneros anteriores, se detectaron en baja abundancia, solamente en esta muestra
Gamaproteobacterias clasificadas como coliformes o potenciales patégenos como Citrobacter (1 %),

Cronobacter (1 %) y Enterobacter cloacae (0.2 %).

2.3.6 Presencia de bacterias resistentes a oxitetraciclina en muestras del proceso de

vermicompostaje

El andlisis bioinformatico de las comunidades bacterianas cultivables obtenidas a partir de
los caldos suplementados con 10 pg/ml de oxitetraciclina, dio como resultado 105321 secuencias
distribuidas en las 5 muestras clasificadas en 58 ASVs, utilizando la técnica de la secuenciacion
masiva para identificar la totalidad de las bacterias cultivables resistentes (Cuadro 2.3, Cuadro S2.5).

El nimero de ASVs resistentes a oxitetraciclina presentes en cada caldo fue mayor en la muestra de
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las excretas cultivadas (CM-TB) que disminuyeron a 10 en la muestra de excretas precompostadas
(CMC-TB). EI menor nimero se observé en la muestra de vermicompost (VC-TB) con solo 5 ASVs,
sin embargo, hubo un incremento en el nimero de ASVs resistentes cuando se prepararon los tés,
tanto el VCT-TB como la muestra cultivada a partir de té suplementado con melaza (VCTM-TB)
(Fig. 2.4).

Cuadro 2.3 Diversidad de comunidades bacterianas cultivables resistentes a 10 pg/ml de
oxitetraciclina del proceso de vermicompostaje de excretas bovinas

Muestras ASVs N H'(log €)
CM-TB 32 14356 2.0
CMC-TB 10 6029 14
VC-TB 5 45441 1.0
VCT-TB 23 14667 2.3
VCTM-TB 19 24828 1.3

Cultivos de excretas (CM-TB y CMC-TB), vermicompost (VC-TB), tés de vermicompost (VCT-TBy VCTM-
TB).
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Fig. 2.4 Abundancia de filos y diversidad de muestras de comunidades cultivables resistentes a
oxitetraciclina obtenidas del proceso del vermicompostaje de excretas bovinas.

Caldos de cultivo de excretas de ganado frescas (CM-TB), precompostadas (CMC-TB),
vermicompost (VC-TB) y tes de vermicompost sin (VCT-TB) y con melaza (VCTM-TB).
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La mayor diversidad se encontr6 en la muestra VCT-TB y la menor en VC-TB, y en general
los indices de diversidad fueron menores que los detectados en las muestras crudas como es de
esperarse (Cuadro 2.1). Lamayoria de estos ASVs pertenecen a los filos Proteobacteria, Bacteroidetes
y Firmicutes, los cuéles estuvieron presentes en todas las muestras, ademas, se detectd un
representante de Actinobacterias resistente a tetraciclina y uno de Spirochaetes (Treponema) en
CMC-TB. En las excretas bovinas, Proteobacteria fue el filo méas representado, con Firmicutes y
Bacteroidetes también en alto numero, cuya distribucion fue semejante a la muestra VC-TB, y en
menor grado en VCTM-TB, en la que dominaron las Proteobacterias solamente. Las excretas
precompostadas tuvieron los mismos filos presentes que CM-TB, a excepcion de Spirochaetas. El
menor nimero de ASVs resistentes fue observado en la muestra VC-TB, la mayoria perteneciente a
los Bacteroidetes (Fig. 2.4, Cuadro 2.3).

2.3.7 Analisis de generos bacterianos presentes en comunidades cultivables resistentes del

proceso de vermicompostaje

En el Cuadro 2.4 se presentan los 30 géneros detectados en las muestras de cultivos analizadas,
dentro de los cudles se encontraron también algunos géneros clasificados como méas abundantes en
las muestras crudas.

Los ASVs resistentes a oxitetraciclina presentes en la muestra de excretas frescas se
clasificaron en 19 géneros. Dentro de estos, los géneros dominantes en la muestra cruda CM como
Bacteroides, Succinivibrio y miembros no clasificados de Bacteroidaceae y Bacteroidales (Cuadro
2.2), presentaron resistencia a tetraciclina, si bien en bajo nimero de secuencias. Cabe destacar que
ninguno de estos ASVs fue observado en otras muestras, al igual que los otros géneros que
presentaron resistencia en CM-TB con solo un representante, como Bifidobacterium, Alloprevotella,
Streptococcus, entre otros. Este no es el caso de ASVs en los géneros Aeromonas, Acinetobacter,
Clostridium, Escherichia-Shigella y Proteus, detectados tanto en los cultivos de excretas como en los
tés de vermicompost. Los ASVs Aeromonas caviae ASV-2056, A. hydrophila ASV-2677
Escherichia-Shigella ASV-2143, Acinetobacter schindleri ASV-2204 y A. colistiniresistens ASV-
2213 se encontraron en mayor abundancia en CM-TB, ademas de Kurthia massiliensis ASV-830
(Tabla S2.5).

En las excretas precomposteadas hubo una disminucién de los ASVs (32 vs. 10) y géneros (19
vs 8) resistentes identificados en comparacién con las excretas frescas, siendo Prevotella (2 ASVs),

Treponema (1 ASVs) y Rummeliibacillus (1 ASVs) exclusivos de CMC-TB. En el caso de Bacillus
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sp. y Solibacillus silvestris, aunque compartidos con VC-TB, la abundancia fue mayor en esta

muestra.

Cuadro 2.4 Numero e identificacion a nivel de género de ASVs detectados en caldos suplementados
con 10 pg/ml de oxitetraciclina cultivados a partir de muestras crudas del proceso de
vermicompostaje.

CM- CMC- VCTM-  ASVs por
Filo Género B TB VC-TB VCT-TB B género
Actinobacteria  Bifidobacterium 1 0 0 0 0 1
Bacteroidetes Myroides 0 0 3 1 0 4
Bacteroidetes unc. Bacteroidaceae* 3 0 0 0 0 3
Bacteroidetes Chryseobacterium 0 0 1 1 1 3
Bacteroidetes unc. Bacteroidales* 2 0 0 0 0 2
Bacteroidetes Prevotella 0 2 0 0 0 2
Bacteroidetes unc. Saprospiraceae 0 0 0 1 0 1
Bacteroidetes Bacteroides™ 1 0 0 0 0 1
Bacteroidetes unc. Muribaculaceae 1 0 0 0 0 1
Bacteroidetes Alloprevotella 1 0 0 0 0 1
Bacteroidetes Faecalibacter 1 0 0 0 0 1
Firmicutes Clostridium* 2 1 0 3 0 6
Firmicutes Kurthia 2 0 0 1 0 3
Firmicutes Streptococcus 2 0 0 0 0 2
Firmicutes Bacillus 0 1 0 1 0 2
Firmicutes Solibacillus 0 1 0 1 0 2
Firmicutes Rummeliibacillus 0 1 0 0 0 1
Firmicutes Paeniclostridium 1 0 0 0 0 1
Firmicutes Turicibacter 1 0 0 0 0 1
Firmicutes Phascolarctobacterium 1 0 0 0 0 1
Proteobacteria ~ Aeromonas* 3 0 0 8 8 19
Proteobacteria  Acinetobacter* 6 2 0 2 7 17
Proteobacteria ~ Escherichia-Shigella 1 1 0 1 1 4
Proteobacteria Proteus 1 0 0 1 1 3
Proteobacteria Pseudomonas* 0 0 0 1 1 2
Proteobacteria  Comamonas 0 0 1 0 0 1
Proteobacteria Shewanella 0 0 0 1 0 1
Proteobacteria Succinivibrio* 1 0 0 0 0 1
Proteobacteria Citrobacter 1 0 0 0 0 1
Spirochaetes Treponema* 0 1 0 0 0 1

ASVs por muestra

32
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5

N
w
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* Géneros con abundancia mayor a 2 % en muestras crudas originales.

Caldos de cultivo de excretas de ganado frescas (CM-TB), precompostadas (CMC-TB),

vermicompost (VC) y tes de vermicompost sin (VCT) y con melaza (VCTM).
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En VC-TB, solamente fueron detectados tres géneros (la menor cantidad del estudio): Myroides
(3 ASVs), Comamonas (1 ASV) y Chryseobacterium (1 ASV), este Gltimo también presente en los
tés de vermicompost. A diferencia del VC-TB, las muestras inoculadas con los tés aumentaron en
numero de géneros resistentes, VCT-TBy VCTM-TB con 13y 7 géneros, respectivamente. En ambas
muestras se observé una mayor cantidad de ASVs pertenecientes al género Aeromonas (8), seguido
por Acinetobacter (2 en VCT-TB vs 7 en VCTM-TB). Aeromonas caviae ASV-2073 y A. sanarellii
ASV-2056 fueron los ASVs mas abundantes en estas muestras, y en menor medida en las excretas
frescas. Otros generos bacterianos compartidos entre VCT-TB y las muestras de excretas fueron
Clostridium, Kurthia, Bacillus, Solibacillus, Proteus, Acinetobacter y Escherichia-Shigella. Estos
tres ultimos géneros también fueron detectados en el cultivo de la muestra VCTM-TB, no obstante,
ninguno fue observado en el caldo inoculado con vermicompost.

Las comunidades bacterianas en los caldos suplementados con oxitetraciclina de las excretas y
los tés de vermicompost, tanto con o sin melaza se agruparon con una similitud de Bray-Curtis de 30
% a nivel de género, mientras que entre las muestras VCT-TB y VCTM-TB fue de 58 % (p<0.05).
No se encontrd similitud entre las muestras de vermicompost y excretas precompostadas, ni con

ninguna de las otras muestras con respecto a sus comunidades bacterianas resistentes (Figura 2.5).
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Fig. 2.5 Ordenacion del escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) basada en la matriz de
distancia Bray-Curtis de comunidades cultivables resistentes a 10 pg/ml de oxitetraciclina del proceso
de vermicompostaje.

Los simbolos denotan el origen del in6culo utilizado en cada caldo de cultivo, y el porcentaje de
similitud se muestra segun el color de las lineas que rodean las muestra.
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2.4 Discusion

2.4.1 Precompostaje de excretas

El precompostaje no generd cambios en las caracteristicas quimicas de las excretas en cuanto
al pH y el contenido de N, P y K que fueron semejantes a los observados por Zamora et al., (2017)
enpHYy N, einferioresen Py K.

La composicidn bacteriana de las excretas bovinas frescas ha sido estudiada por diversas
técnicas incluyendo la secuenciacién masiva, con las que, al igual que en el presente estudio, se
encontré dominancia de los filos Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacterias (Huang et al., 2020;
Ozbayram et al., 2018; Pandey et al., 2018; Shanks et al., 2011; Sun et al., 2015; Wong et al., 2016),
aunque los filos de menor abundancia (< 4 %) variaron. A pesar de la existencia de varios estudios
gue analizan la estructura de la comunidad bacteriana en las excretas bovinas, este estudio representa
el primer andlisis comparativo de los cambios observados durante la etapa de precompostaje
utilizando secuenciacién masiva.

Todos los taxones con mayor abundancia en estas muestras (grupos simprof d, b, ¢ y a) son de
anaerobios obligados, anaerobios facultativos o microaerofilicos habitantes del rumen de bovinos y
otros rumiantes (Girija et al., 2013; Hagey et al., 2019; Kong et al., 2010; Kong et al. 2019;
Mutungwazi et al., 2022; Nagao-Kitamoto et al., 2016; Pandey et al., 2018), de intestinos de humanos
(Ishiguro et al., 2018) y del estiércol de bovinos y heces humanas (Durso et al., 2010; Hagey et al.,
2019; Wong et al., 2016), por lo que no es sorprendente su presencia exclusiva o dominante en CM
y CMC. Miembros de estos taxones cumplen un papel importante en las funciones del rumen como
la degradacion de la lignocelulosa (Familia Ruminoccacea y Bacteroidaceae), y la produccion de
acido acético, butirico y propanoico, a partir de la fermentacién de diferentes carbohidratos, como en
el caso de Alistipes, Sporobacter, Succinivibrio Eubacterium, Christensenellacea, Bacteroidaceae,
Lachnospiraceae y Porphyromonadaceae (Bach et al., 2019; Bryant, 2015; Dworkin et al., 2006;
Durso et al., 2010; Grech-Mora et al., 2015; Hagey et al., 2019; Khan el al., 1980; Kénonen et al.,
2015; Mukherjee et al., 2020; Mutungwazi et al., 2022; Ozbayram et al., 2018; Wiegel et al., 2006).

Dentro de Bacteroides, Treponema y unc. Erysipelotrichaceae (que aumentaron con el
precompostaje), se han reportado especies patdgenas de diferentes hospederos (Bell, 2017; ljoma et
al., 2021; Verbarg et al., 2014). Por otro lado, el aumento de representantes de la familia
Porphyromonadaceae en la muestra precomposteada, puede explicarse porque estas bacterias pueden
tener un papel en la degradacion anaerobia de las excretas de bovino (Ozbayram et al., 2018). Es
importante notar que estos taxones que aumentaron en CMC no fueron detectados posteriormente en

muestras del “proceso.
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El papel de los miembros de Clostridium en el rumen parece estar relacionado con la
conversién de carbohidratos a succinato y acetato (ljoma et al., 2021), y a la digestion de celulosa,
quitinay lignocelulosa (Girija et al., 2013), lo que podria explicar la mayor abundancia de este género
en las excretas frescas. Sin embargo, algunos de los ASV de este género detectados en CM son
similares a secuencias de especies patdgenas para animales (Manyi-Loh et al., 2016; Wong et al.,
2016), y, aunque solo la mitad de estos fueron detectados en CMC, se requiere de estudios adicionales
para determinar su papel ecol6gico en estas muestras.

Los principales cambios observados en la comunidad bacteriana durante el precompostaje
fueron la reduccion del filo Firmicutes, asi como un aumento de Bacteroidetes y Spirochaetes. Esta
variacion se puede atribuir al incremento en las muestras de CMC de representantes en los géneros
de alta abundancia de los filos Bacteroides, Alistipes, unc. Bacteroidaceae y Treponema, que pueden
haberse multiplicado en el periodo de precompostaje, y a la colonizacion por bacterias presentes en
el ambiente (Wong et al., 2016). Estos factores no tienen un impacto significativo en la diversidad de
la muestra, lo que coincide con lo observado por Wong et al., (2016) al comparar excretas de vaca no
apiladas durante el mismo periodo de tiempo. Estos autores también observaron un cambio de
poblaciones bacterianas de anaerébicas a aerobicas. En contraste, en este estudio las clases Clostridia
y Bacteroidia, con representantes estrictamente anaerdbicos, fueron dominantes tanto en CM como
en CMC. Las diferencias pueden atribuirse al hecho de que las excretas analizadas por Wong et al.,
(2016) fueron recolectadas en campo, en contraste con la pila de precompostaje utilizada en este
estudio, donde los anaerobios estrictos podrian sobrevivir en los micronichos creados por el volumen
de la pila. También se observéd una disminucién de secuencias similares a coliformes entre CM y
CMC, incluida E. coli, que solo se detectd en estiércol fresco. Ademas, de los ASV gque aumentaron
su numero en CMC, solo los clasificados como Clostridium sobrevivieron al proceso de

vermicompostaje.

2.4.2 Vermicompost

En términos generales, el pH del vermicompost obtenido a partir de excretas tiende a ser
alcalino como el encontrado en este estudio, debido por un lado a la secrecion de carbonato calcico
por las glandulas de Morren de la lombriz (Bollo 1999) y por otro a que las excretas presentan
generalmente pH bésico por liberar nitrégeno en forma de urea, que se descompone y forma amoniaco
(Moreno-Caselles et al., 2002).

Cabe destacar que la alta diversidad bacteriana encontrada en el vermicompost es una
caracteristica positiva que influye en el aporte de nutrientes a la planta y en la capacidad de supresion

de patdgenos en cultivos (Diénez et al. 2018; Kiyasudeen et al., 2016; Mengesha et al., 2017;
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Vijayabharathi et al., 2015; Vivas et al., 2009, Yatoo et al., 2021; You et al., 2019). En este estudio,
VC fue, después del VCT, la muestra con mayor diversidad que fue semejante al encontrado por Lv
et al., (2018) analizando también vermicompost de estiércol de vaca. Una alta proporcién de esta
comunidad microbiana (72 %) no fue clasificada a nivel de género o especie. Los estudios
metagendmicos basados en técnicas independientes de cultivo permiten identificar microorganismos
nunca cultivados para los cuales no se puede llegar a una identificacion méas especifica (Rappé &
Giovannoni, 2003), por lo que se puede especular que una alta proporcion de la comunidad bacteriana
del vermicompost pueden representar nueva diversidad.

Segun Pathma & Sakthivel, (2012), el proceso de vermicompostaje modifica la comunidad
microbiana presente en el sustrato de diversas formas relacionadas con el pasaje por el intestino de la
lombriz, los autores observaron un aumento en el nimero de Gamaproteobacterias y Actinobacterias.
Esto coincide con el incremento observado en estos taxones en el vermicompost de este estudio. Esta
modificacion del sustrato se refleja en la disimilitud media observada entre las comunidades de
excretas y el vermicompost (87% a nivel de género).

Estudios enfocados en el vermicompostaje de excretas bovinas y otros sustratos encontraron
también un predomino de Proteobacterias, seguido en abundancia por Bacteroidetes, Firmicutes y
Actinobacteria (Aira et al., 2016; Cai et al., 2018; Lv et al., 2015; Yassir et al., 2009). Aungue todas
las clases dentro del filo Proteobacterias aumentaron en el vermicompost (Cuadro S2.4), como lo
reporta Yasir et al., (2009), los taxones con abundancia mayor al 2 % de este filo presentes en VC,
unc. Steroidobacterales, unc. Cellvibrionales y unc. Betaproteobacteria, solo se han identificado a
nivel de orden o clase, por lo que se tiene poco detalle de su papel en el vermicompost. Sin embargo,
su abundancia en esta muestra puede indicar un papel importante en los cambios de diversidad
bacteriana que se producen durante el vermicompostaje (Castillo et al., 2013). El aumento de la clase
Betaproteobacteria se ha reportado previamente (Vivas et al., 2009; Castillo et al., 2013), aunque en
este estudio fueron los miembros no clasificados de Betaproteobacteria los que se encontraron entre
los taxones abundantes. Por otro lado, el orden Steroidobacterales incluye bacterias
quimioorganoheterotroficas, Hu et al., (2020) y Hoffmann et al., (2020), sugieren que estas bacterias
podrian tener un papel en la mineralizacion del carbono organico en el vermicompost. En el caso del
orden Cellvibrionales, Cellvibrio, produce enzimas hidroliticas (Cai et al., 2018) y se ha reportado su
aumento después del pasaje por el intestino de la lombriz (Dominguez et al., 2021).

Dentro de los taxones clasificados como Bacteroidetes abundantes en el vermicompost, hay
bacterias quitinoliticas como las pertenecientes a las familias Chitinophagaceae y Cytophagaceae (Hu
etal., 2020), y degradadores de materia organica compleja del suelo (Bernard et al., 2012) que podrian

degradar lignocelulosa como Flavobacteriaceae y Saprospiraceae (Cai et al., 2018). Representantes
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no cultivados de estas familias han sido detectados anteriormente tanto en el intestino de Eisenia
fetida (Pathma & Sakthivel, 2012) como en vermicompost (Cai et al., 2018; Zhang et al., 2020).

Este es el primer reporte de unc. Vicinamibacteraceae (Acidobacteria) y unc. Saccharimonas
(Saccharibacterias) en estudios de vermicompost, aunque el filo Saccharibacteria se ha encontrado
predominando en este tipo de muestras (Cai et al., 2018). Representantes de este filo juegan un papel
en la degradacion de varios compuestos organicos (Kindaichi et al., 2016).

Si bien el género Pseudomonas es ubicuo en diversos ambientes, Cai et al., (2018) lo
encontraron en baja abundancia en muestras de vermicompost, al igual que en este estudio. Cabe
destacar que se han cultivado cepas de este género a partir de vermicompost (Vijayabharathi et al.,
2015) y se ha encontrado actividad de promocion de crecimiento in vitro (Prakash & Hemalatha
2013). En este estudio se observaron varias especies de este género exclusivamente en VC.

2.4.3 Té de vermicompost

Las caracteristicas quimicas de los tés pueden variar segln el sustrato utilizado, la presencia
de aireacion durante la preparacidn, el uso de aditivos como azlcares y otras variables del proceso,
incluida la relacion sustrato: agua utilizada (Fritz et al., 2012; Kannangara et al., 2006; Kiyasudeen
etal., 2016; Kim et al., 2015; Zamora et al., 2017). En este estudio, la elusion del vermicompost para
preparar el té causo una disminucion de los nutrientes del VC. Esto se debe a la dilucién realizada al
preparar el té y a que a medida que los materiales son descompuestos por los microorganismos que
los utilizan como fuente de energia, en el caso del C o para la formacion de proteinas y crecimiento
celular como el N, la biomasa microbiana aumenta, por lo que los contenidos de N y P disponibles se
reducen al ser inmovilizados, ya que los microorganismos acttian como sumidero y fuente importante
de nutrimentos como el C, N, Ky P (Paul & Clark, 1996; Zamora et al., 2017). El pH del té no varid
respecto al observado en VC y fue similar al reportado por Kannangara et al., (2006) y Fritz et al.,
(2012) en tés preparados a partir de residuos vegetales.

Se atribuye a los tés de vermicompost las caracteristicas positivas en la salud y proteccion de
las plantas aportadas por el vermicompost utilizado para prepararlos (Dianez et al., 2018; Fritz et al.,
2012; Kiyasudeen et al., 2016; Mengesha et al., 2017; Yatoo et al., 2021). Ademas, diferentes trabajos
han sefialado que la preparacion del té hace que el nimero de microorganismos aumente debido tanto
a la adicion de oxigeno como de nutrientes (Diénez et al., 2018; Kiyasudeen et al., 2016; Ingham,
2005; Yatoo et al., 2021). En nuestro estudio, el VCT presentd la mayor diversidad y nimero de
lecturas (Cuadro 2.1), aunque no se utiliz6 en su preparacion ningun aditivo. Sin embargo, a pesar de
que el VCT conservo los filos y géneros de mayor abundancia en VC, lo que se podria denominar su

comunidad central o “core”, en la mayoria de los casos estos géneros disminuyeron su abundancia.
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Entre los taxones favorecidos por el proceso destaca el filo Firmicutes, especificamente la clase
Clostridia, lo que se puede atribuir al aumento en los géneros Romboutsia y Clostridium en esta
muestra con respecto a VC. La capacidad de formacidn de esporas puede ser la causa de que estos
géneros presentes en las muestras de excretas sobrevivan al proceso de vermicompostaje (Wiegel et
al., 2006) (Cuadro 2.2, Figura 2.2B) y proliferen bajo condiciones favorables para su crecimiento.
Algunos Clostridium sp. ambientales pueden tener beneficios agroecol6gicos actuando como
promotores de crecimiento de las plantas mediante la fijacion de nitrégeno y el control de hongos
fitopatégenos (Girija et al., 2013; Figueiredo et al., 2020; Pandey, 2028) por lo que su aumento en
VCT puede representar una ventaja. También se observaron mas ASVs clasificados como posibles
especies patdgenas en VCT que en VC, aunque menos que los observados en CM. Estos son C.
butyricum y C. neonatale, sin embargo, el primero también tiene la capacidad de fijar N, (Pathma &
Sakthivel, 2012) por lo que se requiere confirmar su papel en esta muestra. A pesar de que el género
Romboutsia, se ha identificado en vermicompost y en diferentes tipos de estiércol de animales
incluyendo bovinos (Mutungwazi et al., 2022), se desconocen sus funciones especificas en el tracto
digestivo (Gerritsen et al., 2019).

Los Planctomycetaceae no asignados también aumentaron en VCT (Cuadro 2.3), favorecidos
probablemente por el proceso de aireacion. Los Planctomycetes han sido detectados en vermicompost
(Cai et al., 2018; Lv et al., 2018; Yasir et al., 2009) y la clase Planctomycetia en té de compost no
aiereado (Mengesha et al., 2017). Adicionalmente, la familia Planctomycetaceae ha sido reportada en
intestino de E. fetida (Yausheva et al., 2016). No se menciona su papel en el vermicompostaje, pero
la amplia distribucion de las bacterias pertenecientes al filo Planctomycetes demuestra su capacidad
para habitar en muchos entornos diferentes ya que pueden adaptarse a condiciones tanto aerébicas
como anaerdbicas. Muchos factores pueden afectar a su distribucion, como la humedad, los niveles
de oxigeno y los niveles de pH (Kaboré et al., 2020).

Con respecto a Pseudomonas, el género con mayor abundancia en VCT, se encontraron ASVs
con similitud a cepas degradadoras de compuestos en suelos entre ellas Pseudomonas furukawaii,
bacteria degradadora de bifenilos policlorados (Kimura et al., 2018), lo que indica su capacidad para
degradar y utilizar compuestos complejos para su crecimiento y reproduccion (Cai et al., 2018).
Bacterias de este género se han detectado previamente en tés de vermicompost (Brinton & Droffner
1995; Mengesha et al., 2017), y se ha reportado que tés de compost con una alta poblacion de géneros
como Pseudomonas, mejoran el crecimiento y rendimiento de los cultivos, ya que secretan enzimas
0 antibidticos que pueden impedir el desarrollo de varios patégenos de las plantas (Brinton &
Droffner, 1995; Welke, 2005). Las condiciones de oxigenacion en la preparacion del té (Ingham

2005) pudieron causar la mayor abundancia de este género en comparacion con las deméas muestras.
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2.4.4 Té de vermicompost suplementado con melaza

Debido a que el té con melaza es preparado bajo las mismas condiciones que el té sin aditivos,
con la Unica diferencia la adicién de la melaza, se pueden atribuir los cambios quimicos y
microbiol6gicos observados en esta muestra a la adicion de este azlcar, el primero de ellos la
disminucion del pH de 8.1 a 6.7 (Cuadro 2.1). Zamora et al., (2017), que utiliz6 las mismas
proporciones y sustrato que nuestro estudio, reportd un pH semejante al de VCTM para el mismo tipo
de té. Khattiyaphutthimet et al., (2019) atribuy0 este efecto a la influencia del pH de la melaza, sin
embargo, este resultado podria ser causado por los productos de fermentacion.

A pesar de que los aditivos son utilizados en la fabricacion de tés de vermicompost con el
objetivo de aumentar de numero de bacterias (Ingham, 2005; Scheuerell & Mahaffee, 2006), en este
estudio la adicion de melaza causé una disminucién significativa en el nimero de lecturas de ASVs
y de diversidad lo que no sucedi6 en el VCT sin melaza. No se encontré referencia a estudios
metagendmicos de té de vermicompost suplementado con melaza para comparar nuestros resultados
sobre la diversidad de este tipo de té, sin embargo, se ha establecido que los aditivos utilizados para
producir tés actian como fuerzas selectivas que afectan la diversidad microbiana (Scheuerell &
Mahaffee, 2002), incluyendo la fuente de carbono y el pH mas bajo de la muestra VCTM.

Los cambios en la composicion bacteriana de VCTM con respecto a las otras muestras llevan
a una disimilitud estadistica del 77% con las muestras VC-VCT, que se puede atribuir al aumento a
un 92.2% de la clase Gammaproteobacterias (Cuadro S2.4). Los metabolismos encontrados en los
diferentes géneros de esta clase son muy diferentes, con especies aerobias y anaerobias (obligados y
facultativos), con diversas formas de obtencién de nutrientes y energia (Madigan et al., 2018), sin
embargo, fueron los géneros heter6trofos como Aeromonas, Acinetobacter y Pseudomonas los que
dominaron la poblacion bacteriana del té suplementado con melaza (Cuadro 2.2, Figura 2.2C). En el
caso de Pseudomonas, a pesar de tener las mismas secuencias observadas en VC y VCT, el aumento
de abundancia de este género en VCTM se debe al incremento de ASVs similares a especies
entomopatdgenas, metabdlicamente versatiles y degradadoras de xenobidticos (He et al., 2012;
Vodovar et al., 2006) como P. enthomopila y P. linyingensis.

El género Acinetobacter es ubicuo en diversos ambientes, y en el entorno agricola esta bacteria
se ha encontrado en excretas de vacas lecheras, compost, vermicompost, t¢ de vermicompost e
intestino de E. fetida (Fritz et al., 2012; Girija et al., 2013; Pandey et al., 2018; Perez-Perez et al.,
2018), cepas de este género se consideran beneficiosas, asociadas con la actividad promotora del
crecimiento de las plantas, solubilizacion de fosfato, fijacion de nitrdgeno, y degradacion de
contaminantes (Girija et al., 2013; Gulati et al., 2010). Sin embargo, aunque se reconoce su potencial

celulolitico y antagonismo hacia los patogenos de las plantas (Karthika et al., 2020; Pathma &
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Sakthivel, 2013), se requieren mas analisis dependientes del cultivo para identificar el papel de los
ASV clasificados como A. johnsonii y A. baumanii, que también presentan alta homologia con
bacterias endéfitas de estudios de rizosfera, suelos contaminados, sedimentos, intestinos de peces y
plantas de tratamiento de agua en el Genbank (MH448106, MH713425, MH636837). Ademas, se ha
informado sobre la actividad celulolitica de cepas del patégeno A. baumanii (Karthika et al., 2020).

Al igual que el género Pseudomonas, las secuencias clasificadas como Aeromonas fueron
exclusivas de las muestras de vermicompost. Aeromonas es un genero de bacterias ubicuas,
consideradas autéctonas de los entornos acuéticos, con importancia como patégenos humanos,
animales y alimentarios (Grilo et al., 2020; Janda & Abbott, 2010). En muestras relacionadas con el
vermicompostaje, Aeromonas ha sido reportada en vermicompost (Blomstrom et al., 2016), en el
intestino de lombrices y E. fetida (Furlong et al., 2002; Liu et al., 2011; Mark & Cooper, 1977; Perez-
Perez et al., 2018; Wast et al., 2011) y otras lombrices. Ademas, grupos filogenéticos especificos de
A. hydrophila han sido detectados en el intestino de E. fetida (Toyota & Kimura, 2000). Este parece
ser el caso de ASVs presentes en este estudio, como A. media ASV-2063, ya que se encontr6 similitud
con secuencias de cepas encontradas en E. fetida (Perez-Perez et al., 2018) y fue detectada ademaés
en alta abundancia en intestinos de lombrices del sistema de vermicompostaje de este estudio (datos
no presentados), asi como otras secuencias de Aeromonas de intestino de lombrices de tierra (Liu et
al., 2011). Sin embargo, la similitud de algunos ASVs con accesiones del Genbank gue portan
determinantes de resistencia a diferentes antimicrobianos (Figueira et al., 2011; Tacdo et al., 2012),
y la dominancia de secuencias de Aeromonas en el VCTM, alerta sobre el papel de este tipo de
enmienda en la diseminacién de resistencia a antibiéticos (Grilo et al., 2020). Se requieren mas
estudios para determinar el papel de las Aeromonas en este sistema.

Hasta el momento, los estudios microbioldgicos se han enfocado en la presencia de E. coli y
Salmonella en el té y el efecto de la adicién de melaza (Duffy et al., 2004; Giacomini, 2012; Ingham,
2005; Kannagara et al., 2006), lo que ha llevado a cuestionar el uso de carbohidratos como aditivos
debido a su potencial de promover el crecimiento de microorganismos no deseables especialmente
patdgenos que podrian transferirse a los cultivos alimentarios (Kiyasudeen et al., 2016). En este
estudio no se detectd la presencia de E. coli y Salmonella en TVCM, a pesar de que E. coli si fue
encontrada en las excretas frescas, y otros coliformes como Citrobacter y Enterobacter no
sobrepasaron el 0.5 % de la abundancia (Cuadro S2.2).

Los aditivos utilizados para producir té de compost actiian como fuerzas selectivas que afectan
la diversidad microbiana (Scheuerell & Mahaffee, 2002). La adicion de melaza en este estudio,
modifico quimicamente al té, particularmente en el pH, y causé un cambio dréstico en la diversidad,

composicion y abundancia de la comunidad, favoreciendo el crecimiento de bacterias capaces de
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metabolizar esta sustancia, como es el caso del género Aeromonas. Esto indica que se debe analizar
mediante técnicas dependientes e independientes de cultivo los tés suplementados con melaza, no
solamente para confirmar la presencia de patgenos, sino para estudiar en detalle el papel de este
abono en la transmisidn de determinantes de resistencia a antibi6ticos, y de bacterias promotoras de

crecimiento para obtener una vision mas completa de su inocuidad y funcionalidad, lo que

2.4.5 Andlisis de comunidades cultivables resistentes presentes en el proceso de

vermicompostaje

El uso de antibidticos en animales de granja como promotores del crecimiento o0 como medios
inespecificos de prevencion y tratamiento de infecciones ha impulsado el consumo de antibiéticos y
la resistencia entre las bacterias del héabitat animal (Economou & Gousia, 2015; Virlo, et al., 2022).
En este estudio se encontrd crecimiento en caldo suplementado con 10 pg/ml de oxitetraciclina, a
partir de muestras del proceso de vermicompostaje de excretas de vacay en los tés de vermicompost.
Al igual que el capitulo anterior, se utiliz6 esta concentracion para seleccionar bacterias resistentes
ambientales, considerando que los microorganismos de origen ambiental estdn expuestos a
concentraciones mucho menores que bacterias clinicas, que también generan resistencia en el entorno
natural (Nogrado et al., 2021; Popowska et al., 2012; Sandegren, 2014).

La muestra de excretas frescas fue la que presenté mayor cantidad de ASVs y géneros de
bacterias resistentes, siendo la mayoria de estos taxones reportados en la microbiota normal de rumen
y excretas (Girija et al., 2013; Manyi-Loh et al., 2016). La presencia de bacterias resistentes y genes
de resistencia a antibi6ticos en excretas de ganado se ha reportado anteriormente, incluyendo la
resistencia a tetraciclina (Kobashi et al., 2007; Virlo, et al., 2022), lo que coincide con los datos de
este estudio, ya que el ganado bovino de leche es sometido a tratamientos terapéuticos donde la
tetraciclina es uno de los antibidticos aprobados (Carmona y Vindas, 2008). Por otro lado, a pesar de
gue los animales en tratamiento son separados, el manejo de las excretas es el mismo, y puede llegar
al proceso de vermicompostaje y seguir el mismo camino que las excretas de animales no medicados.
Por otro lado, la leche de animales tratados debe ser retirada de la produccion diaria segun las
indicaciones del producto utilizado, debido a que residuos de antibidticos es penalizado en las
empresas que industrializan la leche, no asi, los productores artesanales, que comercializan sus
productos de manera personalizada.

La presencia de ASVs como Escherichia-Shiguella, Aeromonas sanarellii, Acinetobacter
colistiniresistens, Proteus hauseri y Streptococcus sp. se debe estudiar con mayor detalle, ya que la

abundancia de estos supera el 1 % en la muestra CM-TB y son potenciales patdgenos presentes en el
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sistema productivo. Otra bacteria abundante en esta muestra fue Kurthia massiliensis, bacteria Gram
positiva normalmente encontrada en heces. Kurthia ha sido reportada anteriormente en cultivos
suplementados con tetracilina, en heces de cerdos y pollos en granjas de produccion (Kobashi et al.,
2007).

La disminucion del nimero de bacterias presentes en los caldos con oxitetraciclina en la
muestra precomposteada puede deberse a que la mayoria de los géneros resistentes en CM-TB son
bacterias anaerobias estrictas de la comunidad ruminal, como Bacteroides, Bifidobacterium y
Alloprevotella, y algunos de ellos no sobreviven bajo las condiciones aerobias del precompostaje.
Ademaés, en el transcurso de los 15 dias de ese proceso se puede favorecer la seleccion de
microorganismos colonizadores provenientes del ambiente. La etapa del precompostaje se utiliza para
disminuir posibles patégenos y sustancias tdxicas en las excretas que podrian afectar las lombrices,
mediante un proceso termofilico que afecta la comunidad microbiana presente en las excretas
(Mupondi et al., 2011), que también puede influir negativamente en las bacterias resistentes presentes
en las excretas frescas.

En este estudio, el vermicompost mostrd la menor cantidad de géneros y ASVs resistentes de
todas las muestras. La disminucidon de bacterias resistentes y genes de resistencia mediante el proceso
de vermicompostaje ha sido reportada anteriormente (Cui et al., 2018; Huang et al., 2018; Wang et
al., 2019). Esta atenuacion se ha asociado con la disminucion de la abundancia y la actividad
bacteriana causada por la lombriz (Cui et al., 2018), con factores ambientales y cambios en la
composicién de la comunidad bacteriana de las excretas durante el vermicompostaje (Huang et al.,
2018). A pesar de eso, de los tres géneros identificados, Myroides fue el de mayor abundancia en VC-
TB. Representantes de este género han sido encontrado en intestinos de insectos, ambientes acuaticos
y también se ha descrito en vermicompost (Dominguez et al. 2021). Estas bacterias se clasifican
también como patdgenos oportunistas poco frecuentes y, en China, se han reportado aislamientos
resistentes a la mayoria de los antibidticos disponibles (Hu et al., 2016), por lo que es conveniente
continuar estudiando su presencia en el vermicompost.

El proceso de preparacion de los tés de vermicompost provocé el aumento de los ASVs
resistentes a oxitetraciclina con respecto al VC-TB, y ademas favorecid el crecimiento de diversas
especies de Acinetobacter y Aeromonas, bacterias que ya se encontraban de forma abundante en las
muestras crudas correspondientes a VCT-TB y VCTM-TB. Acinetobacter es un género ubicuo en la
naturaleza que contiene especies oportunistas y patégenos como A. baumanni. Ademas, se han aislado
cepas de esta especie resistentes a carbapenem a partir de vegetales (Adewoyin & Okoh, 2018), por
lo que la presencia de Acinetobacter resistente a tetraciclina en los tés de vermicompost podria

resultar en la diseminacién de esta resistencia a productos de consumo humano.
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Como se discutio anteriormente, los ASVs clasificados como Aeromonas tienen similitud con
accesiones de ambientes acuéticos e intestinos de diferentes animales o infecciones de peces, ya que
Aeromonas también es un género ubicuo en diferentes hospederos en la naturaleza, y es también
habitante del intestino de Eisenia (Perez-Perez et al., 2018). Los ASVs resistentes de este género
tienen el mismo patrén de similitud con estas accesiones y con un estudio de un transposon Tn6433
gue acelera la diseminacién de tet(E) en Aeromonas de un biofilm aerébico bajo estrés de
oxitetraciclina (MK656380), ademas de otras secuencias de estudios de resistencia a antibioticos.
Debido a la abundancia de este género en la muestra cruda de té y en el caldo con antibidticos de
todas las muestras menos VC-TB, se podria especular que niveles subinhibitorios de tetraciclina,
podrian estar presentes de manera constante en este sistema de produccion intensivo, lo que
seleccionaria especies de este género con capacidad de adquirir genes de resistencia y sobrevivir en
diversos ambientes, y en el intestino de Eisenia (Grilo et al., 2020; Janda & Abbott, 2010; Toyota &
Kimura, 2000).

El presente capitulo proporciona evidencia de la sucesion de diferentes comunidades
bacterianas durante el proceso de vermicompostaje, incluido el precompostaje de estiércol y los tés
de compost, y de la presencia de bacterias resistentes a oxitetraciclina en diferente abundancia en este
proceso. Las bacterias que habitan en el rumen y el estiércol fueron reemplazadas por una comunidad
diversa de degradadores de quitina, lignocelulosa y otros compuestos organicos complejos en el
vermicompost y el té de vermicompost, y posteriormente por un grupo escasamente diverso de
géneros de gamma-proteobacterias en el té suplementado con melaza. Estos cambios de comunidades
bacterianas podrian estar afectando las bacterias resistentes en el caso de las excretas precompostadas
y el vermicompost. La diversidad taxondmica bacteriana generada durante el vermicompostaje de las
excretas puede relacionarse con atributos benéficos de este fertilizante como la supresion de
enfermedades y la promocion del crecimiento vegetal, cuya comunidad “core” se mantiene en el té
no suplementado. La adicion de melaza al té redujo sustancialmente la riqueza y diversidad de ASV,
lo que provoc6 un aumento de bacterias de los géneros Aeromonas y Acinetobacter, y ASVs de estos
géneros fueron detectados en caldos suplementados con oxitetraciclina, lo que da la posibilidad de
ser agentes de diseminacion de genes de resistencia al ambiente. Se necesitan mas estudios para
evaluar la inocuidad de los tés de vermicompost con y sin aditivos y el papel de su microbioma en la

promocion del crecimiento de las plantas y la supresion de enfermedades.
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CONCLUSIONES

La resistencia a antibidticos esta ampliamente distribuida en bacterias asociadas a plantas (60
%) con un 38 % de los aislamientos resistentes a estreptomicina, 28 % a tetraciclinay 9 % a
gentamicina.

Se encontro prevalencia de bacterias resistentes a antibioticos presentes en cultivos, tal y
como fue detectada en 17 de los 19 cultivos estudiados.

El repollo, banano y chile dulce fueron los cultivos que presentaron la mayor cantidad y
diversidad de fenotipos resistentes a antibiéticos.

Todos los géneros bacterianos identificados por secuenciacion del gen ARN 16S ribosomal
excepto Erwinia presentaron bacterias resistentes algin antibiotico evaluado. De estos, el
género Pseudomonas fue el méas frecuentemente encontrado.

En este estudio, se identificd una poblacion de bacterias resistentes tanto sapréfitas como
posibles patégenas de plantas.

El proceso de vermicompostaje desde las excretas de ganado hasta los subproductos
derivados del vermicompost provocaron un cambio en la estructura de la comunidad
bacteriana.

La comunidad bacteriana de las muestras de excretas fue dominada por géneros bacterianos
habitantes del rumen y no se observd un cambio en estas en el proceso de precompostaje.
En el sustrato vermicompost se encontr6 el mayor nimero de ASVs entre los cudles
dominaron taxones relacionados con actividad quitinolitica, lignoceluldsica, promotora de
crecimiento y capacidad para la degradacion de materia organica compleja del suelo entre
otras, que podrian indican las cualidades asociadas a este tipo de abono.

El té de vermicompost sin aditivo mantuvo la comunidad central “core” de su material de
origen.

La adicién de melaza al té de vermicompost disminuy0 la diversidad bacteriana, y caus6 un
aumento de géneros como Aeromonas y Acinetobacter, conocidos por su capacidad de
diseminacion de determinantes de resistencia, por lo que se debe estudiar con mas
profundidad su uso.

En las diferentes etapas del proceso de vermicompostaje se encontraron bacterias resistentes
a antibidticos.

El precomposteo de las excretas disminuyd el porcentaje de bacterias resistentes, con la
presencia de Firmicutes esporulados dominando la poblacién.

El vermicompost fue el sustrato con el menor nimero de ASVs resistentes a tetraciclina.
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El té de compost con y sin melaza present6 un incremento en el nimero de ASVs resistentes

a tetraciclina, siendo mayor en el té al que se adicioné melaza

RECOMENDACIONES

Secuenciar los genomas de las bacterias con RH+ resistentes con el fin de determinar los
genes y determinantes de resistencia presentes.

Evaluar la fitopatogenicidad y rango de hospederos de los aislamientos con RH+.

Continuar la busqueda e identificacion de bacterias agentes causales de enfermedades en
plantas para la determinacion de cambios en patrones de resistencia y evaluar métodos de
control.

Se recomienda fomentar el manejo preventivo de enfermedades bacterianas en cultivos como
el uso de variedades resistentes, utilizacion de bacterias promotoras de crecimiento, abonos
organicos como el vermicompost, rotacion de cultivos y control de riego.

Llevar un registro de los productos a base de antibiéticos y antibacterianos utilizados, las
dosis y frecuencia de aplicacion, ademas de una observacion del éxito o fracaso del
tratamiento.

Se recomienda realizar estudios funcionales del uso del vermicompost y los tés y
correlacionarlos con su diversidad y presencia de resistencia a tetraciclinas.

Estudiar el papel del vermicompost en la disminucion de abundanciay diversidad de bacterias
resistentes y genes de resistencia.

No utilizar la melaza de cafia como aditivo en la preparacién de té de vermicompost

Se recomienda a los productores de leche realizar algin proceso de compostaje de excretas
bovinas antes de utilizarlas como fertilizantes orgénicos.

Se deben mejorar practicas de manejo preventivas de infecciones crdnicas en las granjas
lecheras, como el uso de equipo adecuado de ordefio y la vigilancia de esquemas de
vacunacion, la nutricion de los animales y seguir las recomendaciones del médico veterinario

en el uso de antibidticos, respetando dosis e intervalos.



ANEXO 1 MATERIAL SUPLEMENTARIO

80



81

Cuadro S1.1 Identificacion de bacterias aisladas de plantas con sintomas de infeccidn y sus caracteristicas de fitopatogenicidad y resistencia a
antibidticos.

Susceptibilidad

a antibidticos P CMIf

Cadigo Hospedero Sitio de Muestreo RH? E° T¢ G¢ E T G Secuencia ARN 16S de cepa tipo mas cercana?
MA-15 Apio SR. de Oreamuno, Cartago 1 + - - - Pseudomonas arauntiaca (Biolog)
MA-7 Apio SR. de Oreamuno, Cartago 2 + + - 512* - Pseudomonas capeferrum WCS3587
MA-79 Apio SR. de Oreamuno, Cartago 2 + - - - Pseudomonas capeferrum WCS3587
MA-86 Apio SR. de Oreamuno 2 i i - 128* 24 Pseudomonas koreensis Ps 9-14T
MA-6 Apio SR. de Oreamuno, Cartago 0 + - - >1024* Pseudomonas protegens CHAQ"
MA-16  Apio SR. de Oreamuno, Cartago 2 + - - 512* Serratia marcescens ATCC 138807
MA-14 Chile dulce San Isidro, Heredia 1 - - - Acinetobacter lactucae NRRL B-419027
MA-19 Chile dulce San Isidro, Heredia 5 + - - >1024 - Pantoea anthophila LMG 2558
MA-11 Chile dulce San Isidro, Heredia 2 + - - - Pantoea vagans LMG 241997
MA-90 Chile dulce San Isidro, Heredia 4 - - - Pseudomonas fragi ATCC 49737
MA-9 Chile dulce San Isidro, Heredia 2 - - - Pseudomonas maumuensis COW777
MA-140  Chile dulce San Isidro, Heredia 5 + o+ + - - 12 Pseudomonas protegens CHAQT
MA-33 Chile dulce San Isidro, Heredia 4 + + - - >256 Pseudomonas punonensis CECT 80897
MA-120 Chile dulce San Isidro, Heredia 4 - + + >256 Raoultella terrigena ATCC 332577
MA-10 Chile dulce San Isidro, Heredia 2 + + - 16* >256 -  Serratia marcescens ATCC 138807
MA-143  Coliflor Santa Cecilia, Heredia 0 + - + 12* - 32 Acinetobacter lactucae NRRL B-419027
MA-95 Coliflor Santa Cecilia, Heredia 5 + - - - Pseudomonas protegens CHAQT
MA-30 Coliflor Santa Cecilia, Heredia 0 - - - Serratia marcescens ATCC 138807
MA-110  Coliflor Santa Cecilia, Heredia 2 + - - - Stenotrophomonas maltophilia (Biolog)
MA-142  Coliflor Santa Cecilia, Heredia 0 + - - >1024 Stenotrophomonas rhizophila DSM 144057
MA-2 Cdrcuma Chachagua, Guanacaste 4 - + - - 12 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens LMG 26837
MA-38 Clrcuma Chachagua, Guanacaste 0 + - - - Enterobacter huaxiensis 0900087
MA-61 Cdrcuma Chachagua, Guanacaste 2 + - - >1024* Pseudomonas fragi ATCC 49737
MA-8 Cdlrcuma Chachagua, Guanacaste 1 + - - - Serratia marcescens (Biolog)
MA-81 Frijol San Josecito, Heredia 1 - - - - Pseudomonas azotoformans DSM 188627
MA-37 Frijol San Josecito, Heredia 4 + - - 24* Pseudomonas syringae ATCC 193047
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Susceptibilidad

a antibidticos P CMIf

Cadigo Hospedero Sitio de Muestreo RH? E° T¢ G¢ E T G Secuencia ARN 16S de cepa tipo mas cercana?
MA-70 Frijol San Josecito, Heredia 5 - - - Pseudomonas syringae ATCC 193047
MA-23A Lechuga Iceberg Dulce Nombre, Cartago 3 + - - 12 Pantoea vagans LMG 241997
MA-224  Lechuga Iceberg Dulce Nombre, Cartago 4 + i i 12 Pseudomonas oryzihabitans NBRC 1021997
MA-13A Lechuga Iceberg El Guarco, Cartago 4 + - - 12 Pectobacterium aroidearum SCRI 1097
MA-13B Lechuga Iceberg El Guarco, Cartago 4 + - - 96 Pseudomonas capeferrum WCS3587
MA-14C  Lechuga Iceberg  EIl Guarco, Cartago 5 + - + - 48  Stenotrophomonas maltophilia ATCC 198617
MA-17 Lechuga Iceberg  Oreamuno, Cartago 1 - - - Pseudomonas azotoformans DSM 188627
MA-82 Lechuga Iceberg  Oreamuno, Cartago 1 + + - - 24 Pseudomonas extremorientalis KMM 34477
MA-84 Lechuga Iceberg  Oreamuno, Cartago 2 + - - Pseudomonas putida (Biolog)
MA-5 Lechuga Iceberg  Oreamuno, Cartago 0 - - - Pseudomonas putida (Biolog)
MA-60 Lechuga Iceberg  Oreamuno, Cartago 1 - - - Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-43A  Lechuga Iceberg  Oreamuno, Cartago 4 + - - 12 Raoultella terrigena ATCC 332577
MA-112  Lechuga Boston  SR. de Oreamuno, Cartago 2 - + - - 128 Pantoea vagans LMG 241997
MA-40 Lechuga Boston ~ SR. de Oreamuno, Cartago 1 - - - 32* Pseudomonas fragi ATCC 49737
MA-49 Lechuga Boston  SR. de Oreamuno, Cartago 4 - - - Pseudomonas cichorii ATCC 108577
MA-44 Lechuga Boston  SR. de Oreamuno, Cartago 2 - + - - >256 - Pseudomonas punonensis CECT 80897
MA-111  Lechuga Boston  SR. de Oreamuno, Cartago 0 - + - - >256 Serratia marcescens ATCC 138807
MA-12 Papa Cot, Cartago 0 + - - - Psychrobacter aquaticus CMS 567
MA-32  Repollo Oreamuno, Cartago 1 - -+ - - 256 Pantoea vagans LMG 241997
MA-36  Repollo Oreamuno, Cartago 5 - - - Pantoea vagans LMG 241997
MA-18 Repollo Sta Cecilia, Heredia 3 i + + 12 - 256  Sphingobacterium kitahiroshimense 10CT
MA-26 Repollo Santo Domingo, Heredia 1 - - - - Pseudomonas moraviensis CCM 72807
MA-39 Repollo Santo Domingo, Heredia 1 - - - Psycrobacter faecalis 1s0-467
MA-106  Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 1 - + - - >256 Acinetobacter johnsonii CIP 64.67
MA-98 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 2 - + - - >256 Carnobacterium inhibens DSM 130247
MA-104  Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 4 - + + - 256 Escherichia hermannii CIP 1031767
MA-41 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 2 + - - >1024* - - Pseudomonas capeferrum WCS3587
MA-105 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 1 + - - 24* Pseudomonas fluorescens (Biolog)
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Susceptibilidad

a antibidticos P CMIf

Cadigo Hospedero Sitio de Muestreo RH? E° T¢ G¢ E T G Secuencia ARN 16S de cepa tipo mas cercana?
MA-96 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 2 + + - - 18 Pseudomonas hunanensis LVT
MA-48 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 0 + + - - - Pseudomonas laurylsulfativorans AP3_227
MA-85 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 4 + - - - Pseudomonas protegens CHAQT
MA-34 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 1 + - + 48* 24  Pseudomonas protegens CHAQT
MA-46 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 0 - - - Pseudomonas saponiphila DSM 9757
MA-23 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 2 - - - Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-91 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 4 - + - 24 Psychrobacter pulmonis CECT 59897
MA-22 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 2 - - - Psychrobacter pulmonis CECT 59897
MA-103  Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 0 + - + 32* 16  Serratia marcescens ATCC 138807
MA-28 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 0 - + - - >256 Serratia marcescens ATCC 138807
MA-29 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 0 - + - - >256 Serratia marcescens (Biolog)
MA-35 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 1 - + - >256 Serratia marcescens ATCC 138807
MA-57 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 1 - + - - >256 Serratia marcescens ATCC 138807
MA-76 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 1 - - - - Serratia marcescens (Biolog)
MA-107 Repollo S. Luis, S. Domingo, Heredia 3 - i - 12 Stenotrophomonas rhizophila DSM 144057
MA-74 Tomate Oreamuno, Cartago 3 + - - >1024 Dickeya oryzae ZYY5"
MA-31 Tomate Oreamuno, Cartago 1 + - - >1024* Pseudomonas fulva (Biolog)
MA-56 Tomate Oreamuno, Cartago 2 + - - >1024* Pseudomonas fulva 12-XT
MA-83 Tomate Oreamuno, Cartago 1 + - - >1024* Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-113  Tomate Oreamuno, Cartago 3 + - - - - - Serratia marcescens ATCC 138807
MA-141 Tomate Oreamuno, Cartago 2 - + - - >256 - Serratia marcescens ATCC 138807
MA-3 Zanahoria Zarcero, Alajuela 1 + - - 32* Pseudomonas azotoformans LMG 216117
MA-20 Zapallo SR. de Oreamuno, Cartago 0 + - - 48 Klebsiella michiganensis W147
MA-75 Zapallo SR. de Oreamuno, Cartago 1 + - - -* Pseudomonas corrugata (Biolog)
MA-80 Zapallo SR. de Oreamuno, Cartago 2 + - - 16* Pseudomonas protegens CHAQT
MA-50 Palmito Guapiles, Limén 4 - - - Pantoea stewartii subsp indologenes LMG 26327
MA-65 Palmito Guapiles, Limon 5 + - - 12 12 Pantoea stewartii subsp indologenes LMG 26327
MA-55 Palmito Guépiles, Limén 2 + - - 12 - Providencia rettgeri DSM 45427
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Susceptibilidad

a antibidticos P CMIf

Cadigo Hospedero Sitio de Muestreo RH? E° T¢ G¢ E T G Secuencia ARN 16S de cepa tipo mas cercana?
MA-52 Palmito Guapiles, Limén 5 + + - 12 12 Stenotrophomonas maltophilia ATCC 4347
MA-53 Palmito Guaépiles, Limén 2 - i - 12 Stenotrophomonas maltophilia ATCC 4347
MA-54 Palmito Guapiles, Limén 5 + + + 12 24 256 Stenotrophomonas maltophilia ATCC 4347
MA-117  Banano Guaépiles, Limén 1 + - - - Achromobacter spanius LMG 59117
MA-77 Banano Guapiles, Limén 2 + - + - 12 Aeromonas caviae (Biolog)
MA-51 Banano Gudpiles, Limén 1 i i - - 12 Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-24 Banano Guapiles, Limén 1 - - - Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-87 Banano Guépiles, Limon 0 i + - >1024 >256 Serratia marcescens ATCC 138807
MA-68 Banano Sixaola, Limén 2 - - - Acinetobacter sp. (Biolog)
MA-101  Banano Sixaola, Limon 2 - + - 12 Pseudomonas protegens CHAQ"
MA-118 Banano Sixaola, Limén 4 + o+ - - >256 - Pseudomonas protegens CHAQ"
MA-72 Banano Sixaola, Limon 1 + i - - - Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-97 Banano Sixaola, Limén 2 + i - - 12 Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-139 Banano Sixaola, Limon 1 + i - - - - Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-119 Banano Sixaola, Limon 1 + + - 12 - Pseudomonas putida NBRC 37387
MA-59 Higo San Carlos, Alajuela 0 - + - - 96 Ochrobactrum pseudogrignonensis CCUG 307177
MA-115 Mango San Carlos, Alajuela 2 - - - Erwinia billingiae CIP 1061217
MA-124  Mango San Carlos, Alajuela 2 - - - Pseudomonas putida NBRC 37387
MA-127  Mango San Carlos, Alajuela 1 - - - Pseudomonas putida (Biolog)
MA-125 Mango San Carlos, Alajuela 0 - - - Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-132  Mel6n Guanacaste 3 + + - >1024 12 Achromobacter marplatensis LMG 266857
MA-128  Melén Guanacaste 2 - - - Klebsiella pneumoniae DSM 301047
MA-130  Melén Guanacaste 5 o+ o+ - 12 12 Pseudomonas protegens CHAQT
MA-131  Melén Guanacaste 1 -+ - 12 Pseudomonas protegens CHAQT
MA-129  Mel6n Guanacaste 1 - i - - Pseudomonas sp. (Biolog)
MA-13 Ornamental Zarcero, Alajuela 1 + i - 24* - - Pseudomonas putida NBRC 37387
MA-1 Ornamental Zarcero, Alajuela 0 - - - - Psychrobacter faecalis 1s0-46"
MA-43 Dracaena Palmares, Alajuela 2 + i - 12 - Comamonas koreensis KCTC 120057




85

Susceptibilidad

a antibidticos P CMIf
Cadigo Hospedero Sitio de Muestreo RH? E° T¢ G¢ E T Secuencia ARN 16S de cepa tipo mas cercana’

MA-89  Dracaena Palmares, Alajuela 2 - - - - Pantoea vagans LMG 241997
MA-27  Dracaena Palmares, Alajuela 1 - - - Pantoea vagans LMG 241997
MA-136 Dracaena Palmares, Alajuela 0 - - - Pantoea agglomerans (Biolog)
MA-42 Dracaena Palmares, Alajuela 2 + - - 48* Pseudomonas putida NBRC 37387
MA-88 Dracaena Palmares, Alajuela 0 + - - - Pseudomonas fluorescens (Biolog)
MA-4 Dracaena Palmares, Alajuela 2 + - - 12 Psychrobacter alimentarius JG-1007

a. RH: Reaccion Hipersensible. Datos tomados de Herrera (2009)

b. Susceptibilidad a antibidticos segin prueba de difusién en disco

c. E: Estreptomicina

d. T: Tetramicina

e. G: Gentamicina

f.  Determinacion de MIC utilizando e-Test (Solna) en pg/ml

g. Encaso de no obtener secuencia se utiliz6 la identificacion por el Sistema automatizado Biolog™

*, Tomado de Méndez (2010)

T.

Cepatipo
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Cuadro S2.1. Abundancia relativa de los Filos en las muestras del proceso de vermicompost.

Abundancia relativa %

Filo CM CMC VC VCT VCTM
Firmicutes 58 54 7 134 0.8
Bacteroidetes 3 35 18 145 3
Proteobacteria 6 4 42 39.9 94
Spirochaetes 1 3 0.3 0.2 0.2
Tenericutes 1 1 0.3 0 0
Planctomycetes 0.4 0 2 4.7 0.2
Acidobacteria 0 0 4 3,0 0.2
Chloroflexi 0.8 0 3 5.1 0.2
Verrucomicrobia 0.6 0.7 5 3.3 0.6
Cyanobacteria 0.8 0.6 0.7 0.9 0.2
Nitrospirae 0 0 0.5 0.4 0.6
Chlamydiae 0 0 0.3 0.5 0
Parcubacteria 0 0 0.9 0.4 0
unc. Bacteria 0 0 1.2 0.7 0.3
Saccharibacteria 0.3 0.4 3.2 3.2 0.1
Gemmatimonadetes 0 0 0.8 0.3 0
Dependentiae 0 0 0.3 0.3 0
Elusimicrobia 0.7 0 0.3 0.2 0
Actinobacteria 0.3 0.4 6.2 8.8 0.9
Rhodothermaeota 0 0 0.2 0.2 0
Chlorobi 0 0 0.2 0.2 0
Hydrogenedentes 0 0 0.3 0.1 0
Peregrinibacteria 0 0 0.3 0.1 0
Latescibacteria 0 0 0.4 0.8 0
Kiritimatiellaeota 0.3 0.3 0.9 0 0
Fibrobacteres 0 0.2 1.5 0 0.7
Lentisphaerae 0.2 1.0 0.5 0 0
Nanoarchaeaeota 0 0 0.4 0 0
Omnitrophicaeota 0 0 0.3 0 0
Fusobacteria 0 0.8 0 0 0
Entotheonellaeota 0 0 0.3 0.3 0
Armatimonadetes 0 0 0.2 0.3 0
unc. Archaea 0 0 0.1 0.2 0
Deinococcus-Thermus 0 0 0.2 0 0
Euryarchaeota 0 0.2 0.2 0.5 0
Margulisbacteria 0 0 0.9 0 0
Microgenomates 0 0 0.2 0.4 0.5

Excretas de ganado frescas (CM), precompostadas (CMC), vermicompost (VC) y tes de
vermicompost sin (VCT) y con melaza (VCTM).
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Cuadro S2.2. Abundancia relativa de los ASVs identificados por andlisis filogenético como especies

con potencial patogénico clinico o animal en las muestras del proceso de vermicompost.

ASV ID Clase Especie CM CMC VC VCT VCTM
ASV-132 Actinobacteria Mycolicibacterium givum 0 0 0 0.1 0
ASV-134 Actinobacteria Mycobacterium sp. 0 0 0.1 0 0
ASV-135 Actinobacteria Mycolicibacterium holsaticum 0 0 0 0 0
ASV-841 Bacilli Streptococcus sp. 0.2 0 0 0 0
ASV-842 Bacilli Streptococcus sp. 0.1 0 0 0 0
ASV-936 Clostridia Clostridium subterminale 0 0 0 0.1 0
ASV-937 Clostridia Clostridium subterminale 0.1 0.3 0 0 0
ASV-918 Clostridia Clostridium butyricum 0.2 0.2 0.3 04 0
ASV-919 Clostridia Clostridium butyricum 0.1 0 0 0.2 0
ASV-920 Clostridia Clostridium butyricum 0.2 0 0 0 0
ASV-923 Clostridia Clostridium neonatale 05 0 0 0.2 0
ASV-924 Clostridia Clostridium neonatale 0.3 0 0 0.1 0
ASV-925 Clostridia Clostridium neonatale 0.0 0.1 0.1 0 0
ASV-930 Clostridia Clostridium septicum 0.3 0.1 0 0 0
ASV-938 Clostridia Clostridium botulinum 0 0 0.01 0 0
ASV-939 Clostridia Clostridium cadaveris 0.1 0 0 0 0
ASV-791 Epsilonproteobacteria Arcobacter cryaerophilus 0 0.1 0 0 0
ASV-2056  Gammaproteobacteria Aeromonas caviae 0 0 0 0 2
ASV-2057 Gammaproteobacteria Aeromonas hydrophila 0 0 0.1 0.1 7
ASV-2058 Gammaproteobacteria Aeromonas hydrophila 0 0 0 0 1
ASV-2059 Gammaproteobacteria Aeromonas hydrophila 0 0 0 0 3
ASV-2060 Gammaproteobacteria Aeromonas hydrophila 0 0 0 0 2
ASV-2677 Gammaproteobacteria Aeromonas hydrophila 0 0 0 0 2.
ASV-2063 Gammaproteobacteria Aeromonas media 0 0 0 0.3 22
ASV-2064 Gammaproteobacteria Aeromonas media 0 0 0 0 4
ASV-2065 Gammaproteobacteria Aeromonas media 0 0 0 0 0.9
ASV-2071 Gammaproteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 0.3 9
ASV-2675 Gammaproteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 0 4
ASV-2674 Gammaproteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 0 2
ASV-2678 Gammaproteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 0 1.6
ASV-2676 Gammaproteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 0 0.6
ASV-2072  Gammaproteobacteria Aeromonas rivuli 0 0 0 0 0.3
ASV-2070 Gammaproteobacteria Aeromonas popoffii 0 0 0 0 2.0
ASV-2074 Gammaproteobacteria Aeromonas intestinalis 0 0 0 0 0.3
ASV-2075 Gammaproteobacteria Aeromonas salmonicida 0 0 0 0 0.2
ASV-2136 Gammaproteobacteria Citrobacter werkmanii 0 0 0 0 0.2
ASV-2137  Gammaproteobacteria Citrobacter youngae 0 0 0 0 0.4
ASV-2142  Gammaproteobacteria Citrobacter freundii 0 0 0 0 0.2
ASV-2144  Gammaproteobacteria Citrobacter freundii 0 0 0 0 03
ASV-2138 Gammaproteobacteria Cronobacter sakazakii 0 0 0 0 0.3
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ASV ID Clase Especie CM CMC VC VCT VCTM
ASV-2139  Gammaproteobacteria Cronobacter sakazakii 0 0 0 0 0.3
ASV-2140 Gammaproteobacteria Cronobacter sakazakii 0 0 0 0 0.1
ASV-2145 Gammaproteobacteria Cronobacter sakazakii 0 0 0 0 0.4
ASV-2141 Gammaproteobacteria Enterobacter cloacae 0 0 0 0 0.2
ASV-2143  Gammaproteobacteria Escherichia-Shigella 0.1 0 0 0 0
ASV-2146  Gammaproteobacteria Proteus hauseri 0 0 0 0.01 0
ASV-2135 Gammaproteobacteria Scandinavium goeteborgense 0 0 0 0 0.2
ASV-2172  Gammaproteobacteria Legionella feeleii 0 0 0.1 0 0
ASV-2174  Gammaproteobacteria Legionella oakridgensis 0 0 0 0 0
ASV-2202 Gammaproteobacteria Acinetobacter johnsonii 0 0 0 1.0 7.7
ASV-2206 Gammaproteobacteria Acinetobacter johnsonii 0 0 0 0.3 2.3
ASV-2204  Gammaproteobacteria Acinetobacter schindleri 0.3 0 0 0 0.3
ASV-2205 Gammaproteobacteria Acinetobacter schindleri 0 0 0 0 0.3
ASV-2208 Gammaproteobacteria Acinetobacter vivianii 0 0 0 0 0.5
ASV-2209 Gammaproteobacteria Acinetobacter baumannii 0 0 0 0 0.4
ASV-2207 Gammaproteobacteria Acinetobacter colistiniresistens 0.5 0.1 0 0 0
ASV-2213  Gammaproteobacteria Acinetobacter colistiniresistens 0 0 0 0 0.1
ASV-2201 Gammaproteobacteria Acinetobacter indicus 0 0 0 0 0.3
ASV-2198 Gammaproteobacteria Acinetobacter indicus 0.3 0 0 0 0.2
ASV-2199 Gammaproteobacteria Acinetobacter indicus 0.3 0 0 0 0.1
ASV-2517  Spirochaetia Treponema sp. 0 0.8 0 0 0
ASV-2516  Spirochaetia Treponema sp. 0.2 0.6 0 0 0
ASV-2520  Spirochaetia Treponema sp. 0.1 0.1 0 0 0
ASV-2521  Spirochaetia Treponema sp. 0 0.2 0 0 0
ASV-2545  Mollicutes Anaeroplasma sp. 0 0 0 0 0
ASV-2533  Mollicutes Acholeplasma hippikon 0 0.1 0 0 0
Total 4 2.8 1 3 78

Excretas de ganado frescas (CM), precompostadas
vermicompost sin (VCT) y con melaza (VCTM).

(CMC), vermicompost (VC) y tes de



89

Cuadro S2.3 Datos de similitud y disimilitud entre las muestras del proceso de vermicompostaje
determinados por el analisis de Porcentaje de Similitud (SIMPER).

Analisis Simper Filo Género
Similitud Dentro de grupo a (CM y CMC) 92 71
Dentro de grupo b (VCy VCT) 89 75
Disimilitud promedio Entre Grupo a/ Grupo b 54 87
Entre Grupo a/c (VCTM) 63 93
Entre Grupo /c (VCTM) 49 77

Excretas de ganado frescas (CM), precompostadas (CMC), vermicompost (VC) y tes de
vermicompost sin (VCT) y con melaza (VCTM).



Cuadro S2.4 Abundancia relativa de las Clases en las muestras del proceso de vermicompostaje

Clase Filo CM CMC VC VCT VCTM
Vicinamibacteria Acidobacteria 0.0 0.0 2.7 1.3 0.2
Acidobacteriia Acidobacteria 0.0 0.0 0.8 0.8 0.1
Thermoanaerobaculia ~ Acidobacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Blastocatellia Acidobacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Holophagae Acidobacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Acidimicrobiia Actinobacteria 0.0 0.0 3.4 4.8 0.3
Actinobacteria Actinobacteria 0.1 0.0 11 13 0.2
Actinomycetia Actinobacteria 0.2 0.3 0.9 18 0.4
Rubrobacteria Actinobacteria 0.0 0.0 0.4 0.3 0.0
Thermoleophilia Actinobacteria 0.0 0.0 0.3 0.6 0.0
unc. Actinobacteria Actinobacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Nitriliruptoria Actinobacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Coriobacteriia Actinobacteria 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0
Fimbriimonadia Armatimonadetes 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Cytophagia Bacteroidetes 0.0 0.0 6.1 4.2 0.5
Flavobacteriia Bacteroidetes 0.3 0.7 6.0 5.0 21
Chitinophagia Bacteroidetes 0.0 0.0 4.9 35 0.2
Sphingobacteriia Bacteroidetes 0.0 0.1 12 13 0.2
Bacteroidia Bacteroidetes 30.1 34 0.2 0.1 0.0
Ignavibacteria Bacteroidetes 0.0 0.1 0.1 0.1 0.0
Chlamydiae Chlamydiae 0.0 0.0 0.3 0.5 0.0
unc. Chlorobi Chlorobi 0.0 0.0 0.2 0.2 0.0
Anaerolineae Chloroflexi 0.0 0.0 0.9 2.2 0.1
unc. Chloroflexi Chloroflexi 0.0 0.0 0.8 0.9 0.1
Thermomicrobia Chloroflexi 0.0 0.0 0.6 1.7 0.0
Tepidiformia Chloroflexi 0.0 0.0 0.3 0.3 0.0
Dehalococcoidia Chloroflexi 0.0 0.0 0.3 0.2 0.0
unc. Cyanobacteria Cyanobacteria 0.0 0.0 0.5 0.7 0.0
Vampirovibrio Cyanobacteria 0.8 0.6 0.2 0.1 0.0
Deinococci Deinococcus-Thermus 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Babeliae Dependentiae 0.0 0.0 0.2 0.3 0.0
unc. Elusimicrobia Elusimicrobia 0.0 0.0 0.3 0.2 0.0
Elusimicrobia Elusimicrobia 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
Entotheonellia Entotheonellaeota 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Methanomicrobia Euryarchaeota 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0
Methanobacteria Euryarchaeota 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Fibrobacteria Fibrobacteres 0.0 0.3 15 0.5 0.1
Chitinispirillia Fibrobacteres 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0
Clostridia Firmicutes 53.7 48 55 10.5 0.4
Bacilli Firmicutes 21 0.1 13 1.8 0.4
Erysipelotrichia Firmicutes 11 3.7 0.5 1.0 0.1
Limnochordia Firmicutes 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0




Clase Filo CM CMC VC VCT VCTM
Tissierellia Firmicutes 0.0 0.1 0.1 0.1 0.0
Negativicutes Firmicutes 15 2.3 0.0 0.0 0.0
unc. Firmicutes Firmicutes 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
Fusobacteriia Fusobacteria 0.0 01 0.0 0.0 0.0
Longimicrobia Gemmatimonadetes 0.0 0.0 0.3 0.1 0.0
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0
unc. Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0
Hydrogenedentia Hydrogenedentes 0.0 0.0 0.3 0.1 0.0
Kiritimatiellae Kiritimatiellacota 0.3 0.3 0.0 0.0 0.0
Latescibacter Latescibacteria 0.0 0.0 0.4 0.1 0.0
unc. Lentisphaerae Lentisphaerae 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0
Lentisphaeria Lentisphaerae 0.2 01 0.0 0.0 0.0
unc. Margulisbacteria ~ Margulisbacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Microgenomatus Microgenomates 0.0 0.0 0.3 0.4 0.0
Woesearchaeia Nanoarchaeaeota 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
unc. Nanoarchaeaeota ~ Nanoarchaeaeota 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Nitrospira Nitrospirae 0.0 0.0 0.5 0.4 0.1
unc. Omnitrophicaeota ~ Omnitrophicaeota 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Omnitrophia Omnitrophicaeota 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
unc. Parcubacteria Parcubacteria 0.0 0.0 0.9 0.4 0.0
Peribacteria Peregrinibacteria 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0
Planctomycetia Planctomycetes 0.0 0.0 0.9 4.2 0.3
Phycisphaerae Planctomycetes 0.0 0.0 0.8 0.2 0.0
unc. Planctomycetes Planctomycetes 0.0 0.0 0.6 0.1 0.0
OM190 Planctomycetes 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0
Gammaproteobacteria  Proteobacteria 5.1 2.1 16.7 20.8 92.2
Alphaproteobacteria Proteobacteria 0.5 0.7 8.3 8.9 0.8
Deltaproteobacteria Proteobacteria 0.7 0.9 6.8 33 0.2
Betaproteobacteria Proteobacteria 0.2 0.4 6.1 4.6 0.6
Oligoflexia Proteobacteria 0.0 0.0 4.2 21 0.1
unc. Proteobacteria Proteobacteria 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0
Hydrogenophilalia Proteobacteria 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0
Polyangia Proteobacteria 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0
Epsilonproteobacteria  Proteobacteria 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0
Bradymonadales Proteobacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Balneolia Rhodothermaeota 0.0 0.0 0.2 0.2 0.0
Saccharimonas Saccharibacteria 0.3 0.4 3.2 3.0 0.1
Spirochaetia Spirochaetes 11 2.6 0.3 0.2 0.0
Leptospirae Spirochaetes 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Mollicutes Tenericutes 11 1.2 0.0 0.0 0.0
unc. Archaea unc. Archaea 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
unc. Bacteria unc. Bacteria 0.0 0.0 1.2 0.7 0.0
Opitutae Verrucomicrobia 0.0 0.1 2.7 1.6 0.3

91



Clase Filo CM CMC VC VCT VCTM
Verrucomicrobiae Verrucomicrobia 0.5 0.6 25 1.3 0.2
Spartobacteria Verrucomicrobia 0.0 0.0 0.1 0.4 0.1
Methylacidiphilae Verrucomicrobia 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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Excretas de ganado frescas (CM), precompostadas (CMC), vermicompost (VC) y tes de

vermicompost sin (VCT) y con melaza (VCTM).
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Cuadro S2.5 Identificacion de ASVs crecidos en caldos suplementados con 10 pg/ml de
oxitetraciclina a partir de muestras del proceso de vermicompostaje.

CM- CMC- VvC- vcT VCIM-

ASV Phylum Especie B B B -TB B
ASV-103  Actinobacteria Bifidobacterium pseudolongum 41 0 0 0 0
ASV-179  Bacteroidetes Bacteroides graminisolvens 42 0 0 0 0
ASV-182  Bacteroidetes unc. Bacteroidaceae 68 0 0 0 0
ASV-194  Bacteroidetes unc. Bacteroidaceae 35 0 0 0 0
ASV-217  Bacteroidetes unc. Bacteroidaceae 44 0 0 0 0
ASV-258  Bacteroidetes unc. Muribaculaceae 14 0 0 0 0
ASV-303  Bacteroidetes Alloprevotella sp. 20 0 0 0 0
ASV-311  Bacteroidetes Prevotella paludivivens 33 0 0 0
ASV-314  Bacteroidetes Prevotella sp. 0 11 0 0 0
ASV-383  Bacteroidetes unc. Bacteroidales 95 0 0 0 0
ASV-412  Bacteroidetes unc. Bacteroidales 12 0 0 0 0
ASV-2673 Bacteroidetes Faecalibacter macacae 37 0 0 0 0
ASV-2672 Bacteroidetes Myroides marinus 0 0 27629 0 0
ASV-592  Bacteroidetes Myroides marinus 0 0 7929 0 0
ASV-593  Bacteroidetes Myroides odoratus 0 0 299 109 0
ASV-566  Bacteroidetes Chryseobacterium rhizoplanae 0 0 70 19 189
ASV-493  Bacteroidetes unc. Saprospiraceae 0 0 0 6 0
ASV-816  Firmicutes Bacillus sp. 0 2900 0 692 0
ASV-830  Firmicutes Kurthia massiliensis 4796 0 0 0 0
ASV-831  Firmicutes Kurthia sp. 121 0 0 75 0
ASV-834  Firmicutes Rummeliibacillus pycnus 0 122 0 0 0
ASV-835  Firmicutes Solibacillus silvestris 0 1552 0 114 0
ASV-841  Firmicutes Streptococcus sp. 201 0 0 0 0
ASV-842  Firmicutes Streptococcus sp. 25 0 0 0 0
ASV-918  Firmicutes Clostridium butyricum 16 46 0 58 0
ASV-933  Firmicutes Clostridium senegalense 0 0 73 0
ASV-936  Firmicutes Clostridium subterminale 0 0 630 0
ASV-923  Firmicutes Clostridium neonatale 32 0 0 0 0
ASV-1109  Firmicutes Paeniclostridium sordellii 52 0 0 0 0
ASV-1423  Firmicutes Turicibacter sanguinis 22 0 0 0 0
ASV-1457  Firmicutes Phascolarctobacterium sp. 37 0 0 0 0
ASV-1930 Proteobacteria Comamonas thiooxydans 0 0 9514 0 0
ASV-2056 Proteobacteria Aeromonas caviae 2336 0 0 1337 13582
ASV-2057 Proteobacteria Aeromonas hydrophila 0 0 0 1064 616
ASV-2677 Proteobacteria Aeromonas hydrophila 135 0 0 0 0
ASV-2071 Proteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 1665 1005
ASV-2675 Proteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 680 391
ASV-2674 Proteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 429 275
ASV-2678 Proteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 345 187
ASV-2676  Proteobacteria Aeromonas rivipollensis 0 0 0 105 69
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CM- CMC- Vvc- vcT  VCTM-

ASV Phylum Especie TB TB TB -TB B
ASV-2073  Proteobacteria Aeromonas sanarellii 2406 0 0 5505 7513
ASV-2084  Proteobacteria Succinivibrio sp. 31 0 0 0 0
ASV-2088 Proteobacteria Shewanella putrefaciens 0 0 0 166 0
ASV-2137  Proteobacteria Citrobacter youngae 37 0 0 0 0
ASV-2143  Proteobacteria Escherichia-Shigella 2122 207 0 99 51
ASV-2146 Proteobacteria Proteus hauseri 122 0 0 254 167
ASV-2209 Proteobacteria Acinetobacter baumannii 0 74 0 0 75
ASV-2213  Proteobacteria Acinetobacter colistiniresistens 1092 0 0 878 223
ASV-2212  Proteobacteria Acinetobacter gandensis 50 0 0 0 75
ASV-2199 Proteobacteria Acinetobacter indicus 38 0 0 0 0
ASV-2202 Proteobacteria Acinetobacter johnsonii 0 0 0 0 229
ASV-2680 Proteobacteria Acinetobacter Iwoffii 70 0 0 0 0
ASV-2204  Proteobacteria Acinetobacter schindleri 155 0 0 0 32
ASV-2205 Proteobacteria Acinetobacter schindleri 52 0 0 0 0
ASV-2200 Proteobacteria Acinetobacter variabilis 0 1064 0 219 81
ASV-2218 Proteobacteria Pseudomonas entomophila 0 0 0 145 0

Pseudomonas

ASV-2228 Proteobacteria hunanensis/alloputida 0 0 0 0 39
ASV-2516  Spirochaetes Treponema sp. 0 20 0 0 0

Excretas de ganado frescas (CM-TB), precompostadas (CMC-TB), vermicompost (VC-TB) y tes
de vermicompost sin (VCT-TB) y con melaza (VCTM-TB).



