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Resumen

El aumento en la ocurrencia de bacterias multirresistentes en casos clinicos y en
ambientes influenciados por actividades antropicas ha generado la necesidad de
producir nuevas alternativas para reemplazar o complementar a los antibidticos, y asi
controlar la propagacion de estos fenotipos. Para este efecto, se ha propuesto el uso de
especies bacterianas como Azospirillum brasilense y Pseudomonas aeruginosa, que han
demostrado ser capaces de desplazar a otras bacterias por competencia y producir
metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas, sin embargo, estos no han
sido probados en bacterias ambientales con multirresistencia. Para poner a prueba este
efecto inhibitorio, se aislaron 9 cepas multirresistentes provenientes de dos ambientes
extremos, paramo (4) y manglar (5), y se realizaron dos ensayos de inhibicion, el
primero corresponde a un cultivo mixto en placa con A. brasilense y P. aeruginosa
junto con la cepa a ensayar, y el segundo un ensayo de antibiograma con los exudados
de la fase superior de los cultivos en liquido de A. brasilense y P. aeruginosa. Los
resultados muestran que estas especies bacterianas no son capaces de inhibir el
crecimiento de las cepas en ninguno de los dos ensayos, debido a que A. brasilense y P.
aeruginosa no estan produciendo compuestos antimicrobianos a una concentracion
suficiente para inhibir el crecimiento de las cepas multirresistentes. En el caso de 4.
brasilense, es posible que al no contar con un organismo vegetal hospedero, esta no esté
produciendo metabolitos secundarios que inhiban el crecimiento de otras cepas. Por otro
lado, la actividad antimicrobiana de los ramnolipidos de P. aeruginosa es dependiente
de la concentracion, por lo que se infiere que la cantidad que produce no es suficiente

para inhibir las cepas ensayadas.

Palabras clave: Azospirillum brasilense, Pseudomonas aeruginosa, inhibicion,

multirresistencia



Abstract

The increase in the occurrence of multidrug resistant bacteria in clinical cases and in
environments influenced by anthropic activities has generated the necessity of
producing new alternatives to replace or complement the antibiotics, and so control the
spread of these phenotypes. For this effect, the use of bacterial species as Azospirillum
brasilense and Pseudomonas aeruginosa has been proposed. These species have shown
to be capable to displace other bacteria by competition and also produce secondary
metabolites with antimicrobial properties, however, these compounds have not been
tested on environmental bacteria with multidrug resistance. To prove this inhibitory
effect, 9 multidrug resistant strains from two extreme environments were isolated,
paramo (4) and mangal ecosystem (5). With these 9 strains, two inhibition assays were
made, the first one was a mixed plate culture with A. brasilense and P. aeruginosa
against one of the isolated strains, and the second one, was an antibiogram with the
exudates from the upper phase of the liquid cultures of A. brasilense and P. aeruginosa.
The results show that these bacterial species are not capable to inhibit the growth of the
strains in any of both assays, due to 4. brasilense and P. aeruginosa are not producing
antimicrobial compounds in a sufficient concentration to inhibit the growth of the
multidrug resistant strains. In the case of A. brasilense, is possible that this species is
not producing secondary metabolites with antimicrobial properties because of the lack
of a host plant organism, whereas the antimicrobial activity of rhamnolipids from P.
aeruginosa are concentration dependent, hence it is inferred that the produced quantity

is not enough to inhibit the assayed strains.

Key words: Azospirillum brasilense, Pseudomonas aeruginosa, inhibition, multidrug

resistance



1. Introduccion

La prevalencia de infecciones adquiridas por bacterias multirresistentes ha estado
aumentando continuamente en varios paises del mundo desde 1980 (Talon, 1999), y
aunque estas infecciones suelen adquirirse en hospitales, se ha demostrado que estos
mecanismos de resistencia también estan presentes en bacterias ambientales (Grenni et
al., 2018; Liao et al., 2019). Pese a que los antibioticos tienen grandes beneficios sobre
la salud de los humanos y animales domésticos, el vertimiento continuo de estos
medicamentos al medio ambiente puede tener efectos adversos sobre otros organismos,
especialmente las bacterias del suelo (Fatta-Kassinos et al., 2011; De la Torre et al.,
2012; Larsson 2014; Cycon et al., 2019). Las altas concentraciones de antibidticos en el
ambiente actlian como un factor de seleccion favoreciendo a la dominancia de bacterias
con genes relacionados a la resistencia a antibioticos (Halling-Serensen et al., 2009;
Kyselkova et al., 2013; Cycon et al., 2019), generando asi las condiciones precisas para
producir alteraciones genéticas que confieren la ventaja de producir mecanismos de
resistencia a varios tipos de antibioticos. El problema que representa todo lo anterior, es
que el aumento de cepas multirresistentes (el cual es causado por actividades humanas),
ademds de generar efectos negativos sobre un ecosistema al alterar la composicion
bacteriana del suelo, puede acarrear a un problema de salud publica, ya que esta
resistencia antimicrobiana puede ser adquirida por especies patdgenas por transferencia

horizontal (Sun et al., 2019; Zhu et al., 2019).

Como alternativa a la problematica, se ha propuesto el uso de compuestos con
propiedades antimicrobianas producidos por otras especies bacterianas. Destacan los
estudios que reportan una actividad inhibitoria de crecimiento bacteriano por parte de
Azospirillum brasilense (Tortora et al., 2011; Cassan et al., 2021) a través de la

produccion de siderdforos, compuestos de bajo peso molecular que ayudan al transporte



de iones de hierro entre el medio y la célula, y que pueden tener un efecto
antimicrobiano (Hider & Kong, 2010). A. brasilense también ha mostrado ser eficiente
como agente de biocontrol de fitopatdgenos a través del desplazamiento por
competencia (Bashan & de Bashan, 2002; Russo et al., 2008). En el caso de
Pseudomonas aeruginosa, se ha reportado que mediante la produccion de ramnolipidos,
los cuales son biosurfactantes con la capacidad de alterar la tension superficial de las
membranas celulares (Sekhon Randwana & Rahman, 2014), puede generar actividad
antimicrobiana (El-Sheshtawy & Doheim, 2014; Sekhon Randwana & Rahman, 2014).
Sin embargo, no se han encontrado estudios que demuestren el efecto inhibitorio de
estas especies en cepas bacterianas obtenidas de muestras ambientales y con un perfil de
resistencia antimicrobiana. Con este trabajo, se busca determinar si A. brasilense y P.
aeruginosa actian como agentes inhibitorios de crecimiento de bacterias
multirresistentes de dos ambientes extremos, ya sea por el mecanismo de
desplazamiento por competencia, o por la produccion de compuestos con propiedades
inhibitorias de crecimiento bacteriano. Para responder a esta pregunta se plantean dos
hipotesis: (1) A. brasilense y P. aeruginosa desplazan a las cepas multirresistentes por
competencia y (2) Los exudados de A. brasilense y P. aeruginosa inhiben el
crecimiento de las cepas multirresistentes. La presente investigacion busca generar
informacion que sera util para mejorar el conocimiento sobre los mecanismos de
inhibicion de crecimiento de bacterias resistentes a antibioticos, y sobre las alternativas
que se proponen para controlar su propagacion, ademds de complementar los futuros
ejercicios de divulgacion sobre el abuso de antibidticos y sus consecuencias en el

ambiente y el sistema sanitario.



2. Marco de referencia
2.1.  Paramos

Los paramos son ecosistemas de alta montafia ubicados en zonas tropicales de Asia,
Africa, Oceania, Centroamérica y Suramérica que se encuentran entre los 3.000 y los
4.000 m.s.n.m. Son ecosistemas fundamentales para los procesos naturales y
socioecondmicos de los paises donde se encuentran, por su capacidad de regular
sistemas hidricos y por ser un reservorio unico de biodiversidad. La superficie total de
paramos en el mundo se restringe casi en su totalidad a la cordillera de los Andes (Fig.
1), que cuenta con mas de 3 millones de hectareas de paramo, siendo Colombia el pais

con mayor superficie de este ecosistema (1.443.400 ha) (Uribe & Franco, 2004).

Figura 1. Distribucion geogrdfica de la vegetacion de paramo en Sudamérica. El
sombreado negro representa las areas con altitud mayor a 3.000 m.s.n.m. Tomado de:

Kapelle & Horn, 2016, modificado de Luteyn, 1999.
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La importancia de estos ecosistemas radica en la conservacion de la biodiversidad y el
suministro de agua. En esta region se pueden diferenciar dos limites: el limite superior

(superparamo), mas cercano a las nieves perpetuas y con muy poca vegetacion; y el



inferior (subparamo), que se considera como una zona de transicion entre el bosque
altoandino y la regién paramuna (Uribe, 2002). Este Gltimo ha sido descrito como la
zona de mayor diversidad y endemismo vegetal (Corpocaldas, 2000), pero también es la
zona mas vulnerable a las intervenciones humanas como la ganaderia, que ademas de
alterar las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, también pueden afectar a los

microorganismos presentes (Cycon et al., 2019).

2.2. Manglares

Los manglares son ecosistemas costeros comunmente distribuidos en latitudes tropicales
y subtropicales en condiciones salobres, con un rango de mareas entre 1 y 4 metros,
suelos aluviales, climas calidos y templados, y una alta disponibilidad de nutrientes
(Feller et al., 2010). Debido a estas condiciones, los manglares se componen
principalmente de arboles lefiosos adaptados para ser fisiologicamente tolerantes a la
alta salinidad de su ambiente (Kathiream & Bingham, 2001). Estos ecosistemas son de
gran interés en el area de la conservacion, no solo por su alta biodiversidad, sino
también por los multiples beneficios que brindan a la poblaciéon humana (secuestro de
carbono, proteccion contra oleajes fuertes, pesca, etc.) (Walters et al., 2008; Koch et al.,
2009). Segun Vasquez-Lule et al., (2019), México cuenta con 4 categorias de manglares

segun distintas variables climaticas:

1. Manglares 4ridos con entrada de aguas superficiales: Distribuidos
principalmente en la costa norte del Pacifico y el Golfo de California, y que solo
reciben el drenaje de aguas continentales en ciertas épocas del afio. Ademas, se

encuentran en regiones con bajas precipitaciones



2. Manglares humedos con entrada de aguas superficiales de la Costa Pacifica:
Distribuidos en la Ginicamente en la costa pacifica y reciben aguas superficiales
permanentemente

3. Manglares himedos con entrada de aguas superficiales del Golfo de México:
Distribuidos tnicamente en el Golfo de México y reciben la mayor parte del
drenaje de aguas superficiales

4. Manglares humedos con entrada de aguas subterraneas del Caribe y el Golfo de
Meéxico: Su principal entrada de aguas continentales corresponden a acuiferos

subterraneos

2.3.  Indicadores biologicos de la calidad del suelo

Segin Rabot y colaboradores, (2018) la estructura del suelo y los microorganismos
presentes en ¢él, son los principales indicadores de la calidad del suelo ya que de esta
dependen todas las funciones de este componente en el ecosistema. Adicionalmente, la
estructura del suelo define el hébitat de los organismos edéficos y regula su actividad,
de igual manera estos organismos aportan en la formacion del suelo (Feeney et al., 2006;
Bottinelli et al., 2015). Dentro de los organismos asociados al suelo, los mas influyentes

en su forma y funcion son los microorganismos (principalmente hongos y bacterias).

Los microorganismos son el indicador més fiable de la salud del componente suelo, ya
que son capaces de responder rapidamente a los cambios debido a que se adaptan con
facilidad a las condiciones ambientales (Nielsen et al., 2002). Esta capacidad de
adaptarse rapidamente a los cambios permite analizar las comunidades microbianas de
los suelos a lo largo del tiempo y evaluar alteraciones en su estructura y funcion

(Kennedy, 1995; Pankhurst et al., 1995).



Dentro del concepto de microorganismos como indicadores de la calidad del suelo hay

ciertos parametros que ayudan a monitorear la salud del componente suelo (Christensen

1992; Christensen, 2001). Algunos de estos pardmetros establecidos por Nielsen et al.,

(2002) son:

2.4.

Biodiversidad: Dentro de los cuales se tiene en cuenta la diversidad
genética, funcional y estructural.

Ciclos biogeoquimicos: Tales como el ciclo del carbono (actividad
enzimatica, descomposicion de materia organica, respiracion del suelo,
oxidaciéon de metano, etc.) o el ciclo del nitrogeno (Nitrificacion,
Amonificaciéon, Desnitrificacién, Fijacion  por  Rhizobium 'y
cianobacterias).

Biomasa microbiana: Por métodos directos e indirectos para hongos,
bacterias y protozoos

Actividad microbiana: Sintesis de ADN y proteinas bacterianas,
crecimiento de la comunidad, fisiologia, bacteri6fagos

Especies clave: Refiriéndose a micorrizas y patégenos de humanos
Biodisponibilidad: Se miden mediante bacterias biosensoras, bacterias
contenedoras de plasmidos, bacterias resistentes a antibidticos, y la

incidencia y expresion de genes catabdlicos.

Uso de antibioticos en actividades agropecuarias

Los antibidticos veterinarios son ampliamente usados en animales de granja para tratar y

prevenir enfermedades infecciosas o bien para promover el crecimiento de los animales

(Boxall et al., 2003). No es facil obtener informaciéon del uso individual de

medicamentos veterinarios, sin embargo, en algunos paises se puede encontrar

8



informacion limitada. Por ejemplo, en Estados Unidos se estima que el uso de
antibioticos en acuicultura oscila entre 92.500 y 196.400 Kg/afio, pero no se tiene ain
una cifra o estimacion para todas las actividades pecuarias (Benbrook, 2002). Por otra
parte, en la Unién Europea, el consumo de antibidticos de uso veterinario es de
alrededor de 5.000 ton/afio. Segin el Banco Mundial (2017), el consumo anual de
antibioticos de uso veterinario supera las 63.000 toneladas métricas, y se estima que

para 2030 esta cifra ascendera por encima de 100.000 toneladas métricas.

El consumo y desecho de antibidticos en animales de granja, continuard en aumento a

medida que aumente la poblacion, ya que esto supone una mayor demanda de alimento.

2.5.  Contaminacion del suelo por antibioticos

Después de que el medicamento es administrado, el organismo solo es capaz de
absorber entre el 10 y el 60%, por lo que la cantidad restante es excretada en forma de
metabolitos o compuestos similares (Kumar et al., 2005; Li et al., 2013). El suelo se
contamina cuando este se fertiliza con estiércol de animales que han consumido
antibioticos, causando alteraciones en los microorganismos del suelo y actuando como
un factor de seleccion para aquellas bacterias con genes de resistencia a antibidticos

(GRAs) (Boxall et al., 2003; Xie et al., 2018).

2.6. Contaminacion de los manglares por antibioticos

Se reconocen 9 atributos que se deberian tomar en cuenta como indicadores de
conservacion o restauracion de un ecosistema, los cuales se pueden agrupar en 4
categorias (Clewell et al., 2004): (1) composicion de especies, (2) funcion ecosistémica,
(3) estabilidad ecosistémica y (4) contexto del paisaje (Shackelford et al., 2013). En esta

ultima categoria se podria relacionar uno de los factores que mas afectan a la comunidad



bacteriana de los manglares, es decir, los contaminantes emergentes (CEs) como los
residuos de antibioticos y bacterias resistentes a antibidticos, los cuales estan
relacionados con factores antropogénicos como los vertimientos de desechos
industriales, aguas residuales, medicamentos de uso humano y veterinario, y actividades

agricolas (Tran et al., 2018).

En el caso de los manglares, el efecto de estas actividades antropogénicas sobre el
aumento en la ocurrencia de bacterias resistentes a antibidticos (BRAs) y genes de
resistencia a antibioticos (GRAs) es contradictoria, puesto que se ha reportado que en
areas industrializadas en India cercanas a manglares, estas variables estan relacionadas
(Bhattacharyya et al., 2019), mientras que en otros estudios realizados en China, la
ocurrencia de BRAs y GRAs procede del flujo natural de aguas continentales que
contienen estos contaminantes de manera autdctona (Wu et al., 2008; Li et al., 2016;
Zhao et al., 2019). De lo anterior se puede inferir que en los ambientes de manglar se
presentan varios factores que podrian promover la presencia de especies bacterianas
multirresistentes, no solo por los antibidticos presentes de forma natural en el
ecosistema, sino también por el ingreso de contaminantes emergentes (ECs) en el

mismo (Sepulveda-Correa et al., 2021).

2.7.  Azospirillum brasilense

El género Azospirillum es un bacilo corto Gram-negativo que fue aislado por primera
vez en 1925 del suelo de Paises Bajos (Beijernik, 1925). Sin embargo, no se empez6 a
usar en biotecnologia hasta los afios 70 como resultado de la biisqueda de una bacteria
fijadora de N asociada a la rizosfera de Digitaria y Zea mays en Brasil (Nosto et al.,
1994). A partir de este trabajo, se sigui6 usando a Azospirillum como objeto de estudio

en muchas publicaciones, tanto que se considera como el género de bacterias
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promotoras de crecimiento vegetal mas estudiado (LPSN, 2018). Se ha demostrado que
la especie A. brasilense también promueve el crecimiento de microalgas (como
Chlorella vulgaris) y aumenta su capacidad de remover iones de fésforo y amonio, por

lo que podria aplicarse para el tratamiento de aguas residuales (Herndndez et al., 2006).

Algunas especies del género Azospirillum también son efectivas para contrarrestar el
crecimiento de fitopatdgenos. Russo y colaboradores, (2008) reportaron que la presencia
de Azospirillum brasilense Sp245 increment6 la produccion de biomasa del sistema
radicular de Prunus cerasifera en su etapa de enraizamiento y, ademas logrd inhibir al
100% el crecimiento del hongo Rhizoctonia sp. También se ha reportado su actividad de
biocontrol en cultivos de tomate contra la infeccion de Pseudomonas syringae,
posiblemente mediante el desplazamiento por obtencién de nutrientes (Bashan & de
Bashan, 2002), contra el hongo Colletotrichum acutatum a través de la produccion de
sideroforos de diferentes cepas de A. brasilense (Tortora et al.,, 2011) y contra otros
fitopatogenos a través del sistema de secrecion tipo IV (Cassan et al., 2021). Sin
embargo, en los estudios realizados previamente no se ha ensayado la actividad
antimicrobiana de A. brasilense en cepas multirresistentes obtenidas de muestras

ambientales.

2.8.  Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una especie Gramnegativa aerobia con motilidad unipolar
(Ryan & Ray, 2004) que se conoce comunmente como un patdgeno oportunista que
puede producir infecciones nosocomiales, también existe naturalmente en el medio
ambiente y es usada en biotecnologia como desintoxicante de contaminantes organicos
e inorgénicos presentes en el suelo, principalmente de metales pesados (Cervantes et al.,

2006; Bojorquez et al., 2016).
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También ha demostrado ser un método muy eficiente para la limpieza de hidrocarburos
como el petrdleo y sus derivados, convirtiéndolos en diéxido de carbono y agua
(Prakash & Irfam, 2011). Este potencial para la biorremediaciéon por parte de P.
aeruginosa esta relacionado con la produccion de biosurfactantes, metabolitos
secundarios que ayudan a degradar compuestos contaminantes de manera que el

microorganismo pueda metabolizarlos (He et al., 2017).

El grupo de mayor interés dentro de estos biosurfactantes es el de los ramnolipidos
(compuestos glicolipidicos), que tienen la capacidad de reducir la tension superficial del
agua y emulsionar otros lipidos, por lo que podrian generar actividad antimicrobiana al
interactuar con las membranas celulares (Sekhon Randwana & Rahman, 2014). De
hecho, estos ramnolipidos ya han demostrado tener actividad antimicrobiana, tal como
lo reporta El-Sheshtawy & Doheim (2014) generando halos de inhibicion entre 18 y 25
mm en bacterias Gram negativas como Sarcina lutea, Gram positivas como
Micrococcus luteus y Bacillus pumilus, y hongos como Penicillium chrysogenum y
Candida albicans. En otro estudio también se reporté que el 45% de las cepas
ensayadas mostraron inhibicion por parte de los biosurfactantes producidos por
Trichoderma viride, Bacillus sp., Pseudomonas sp., Cellulomonas flavigena y

Rhodococcus erythropolis (Mohammed, 1997).

Sin embargo, no se ha ensayado la efectividad del compuesto producido por P.

aeruginosa en cepas multirresistentes obtenidas de muestras ambientales
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3. Pregunta de Investigacion

(Qué tan efectivos son los mecanismos de inhibicion de 4. brasilense y P. aeruginosa

sobre bacterias multirresistentes?

4. Justificacion

Debido al incremento de la ocurrencia de bacterias multirresistentes, tanto en ambientes
naturales como en casos clinicos, derivado del abuso de antibioticos en actividades
antropogénicas, y la busqueda de nuevas alternativas para contrarrestar esta
problematica, resulta de especial interés conocer el efecto antimicrobiano que presentan
algunas bacterias, ya sea a través del desplazamiento por competencia o bien por
compuestos con propiedades alelopaticas producidos por estas, asi como estudiar su uso

potencial para evitar la propagacion de bacterias multirresistentes.

Este trabajo surge de la necesidad de esclarecer la eficacia de dos mecanismos de
actividad inhibitoria que no han sido previamente estudiados sobre bacterias
multirresistentes, planteandose como propdsito el demostrar el posible efecto inhibitorio
de dos especies de amplio uso biotecnoldgico contra bacterias multirresistentes, a través
de un analisis de actividad antagénica en cultivos mixtos, y comparando la eficacia de
sus productos para inhibir el crecimiento de cepas multirresistentes aisladas de dos

ambientes con condiciones extremas.

La presente investigacion busca generar informacién que serd util para mejorar el
conocimiento sobre posibles mecanismos de inhibicion de crecimiento de bacterias
resistentes a antibidticos, y sobre las alternativas que se proponen para controlar su
propagacion y minimizar el uso de productos quimicos que generen contaminacion

secundaria. Dicha informacion también servird para complementar los futuros ejercicios
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de divulgacién sobre el abuso de medicamentos antibidticos y la problemética que al dia

de hoy es evidente tanto en ambientes naturales como en el sistema sanitario.
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5. Objetivos
5.1.  Objetivo general

Determinar el efecto inhibitorio de A. brasilense y P. aeruginosa en bacterias

multirresistentes

5.2.  Objetivos especificos

Analizar si A. brasilense y P. aeruginosa presentan actividad antagonica contra

bacterias multirresistentes de dos ambientes diferentes

Comparar el efecto inhibitorio de los exudados de A. brasilense y P. aeruginosa en

bacterias multirresistentes de dos ambientes extremos
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6. Materiales y métodos
6.1.  Area de estudio

6.1.1. Area de estudio de paramos

El area de estudio es el paramo de Ocetd, ubicado en el Municipio de Mongui,
Departamento de Boyac4, Colombia, el cual presenta una temperatura promedio de
10°C y comprende una superficie aproximada de 57,71 km? (Roa-Angulo & Forero-
Jimenez, 2021). La toma de muestras se realizd en dos puntos, uno de ellos corresponde
a un area conservada dentro del Parque Natural Regional Siscunsi Oceté a una altitud de
3750 m.s.n.m. El segundo punto de muestreo fue en un area intervenida por actividades
humanas, usada para el pastoreo de ganado pertenecientes a predios aledafios al paramo,

a una altitud de 3200 m.s.n.m.

Figura 2. Puntos de muestreo en el paramo de Ocetd en Mongui, Boyacad. Tomado de:

Google Earth Pro. a: Puntos de muestreo; b: Boyaca, c: Colombia

Sitio Intervenido

Sitio Conservado

16




6.1.2. Area de estudio de manglares

Todos los sitios de muestreo se encuentran dentro del municipio de La Paz, estado de
Baja California, México. Los sitios fueron seleccionados por sus caracteristicas y las
diferentes actividades antropogénicas por las que se ven influenciados, algunos de ellos
presentan perturbaciones naturales y otros se caracterizan por una exposicion

prolongada.

Figura 3. Puntos de muestreo en manglares de Baja California Sur, México. Tomado de:

Zapién-Chavarria, 2021. a: Puntos de muestreo; b: Baja California Sur; c: México

ola de Ballena
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6.2. Toma de muestras

6.2.1. Toma de muestras en paramo

Se recolectaron dos muestras compuestas de 1 Kg en dos unidades de muestreo, la
primera corresponde a un area con actividad agricola y pecuaria y la segunda a un area
forestal sin intervencién humana. Se utiliz6 el método de transectos paralelos descrito

por Carter y Gregorich (2007). Se realizaron 3 transectos de 60 m perpendiculares a la
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pendiente del terreno y en cada transecto se tomaron 6 submuestras cada 10 m, para un
total de 18 submuestras por unidad de muestreo, siguiendo las especificaciones de la
Norma Técnica Colombiana (NTC) 3656/1994 modificada en el 2004 (Fig. 4). Para esto,
se retird la vegetacion de la superficie y se introdujo el barreno a una profundidad de 5
cm, luego las submuestras se depositaron en un balde para obtener una muestra
compuesta. Este procedimiento se realizd de la misma forma en las 2 unidades de
muestreo. Una vez obtenidas las muestras compuestas, se empacaron en bolsas con

cierre hermético debidamente rotuladas y se transportaron al laboratorio en refrigeracion.

Figura 4. Disposicion de los transectos paralelos. Tomado de: NTC 3656,1994.

Delineacion

Transectos paralelos

Via de drenaje

6.2.2. Obtencion de cepas de manglares

Se seleccionaron 5 cepas multirresistentes previamente aisladas en el Laboratorio de
Microbiologia III de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad Autonoma de
Chihuahua, Chihuahua, México. Las cepas fueron aisladas y caracterizadas, para el
trabajo de tesis de Zapién-Chavarria (2021), a partir de muestras tomadas de la rizosfera

en 3 zonas de manglar en el municipio de La Paz, Baja California Sur, México (Cola de

18



Ballena, Bahia Magdalena y El Mogote). Estas cepas se aislaron en Agar Miiller-Hinton

para su posterior uso en ensayos de antibiograma y caracterizacion.

6.3.  Aislamiento de bacterias de paramo

Se realiz6 un pre-enriquecimiento diluyendo 10 g de la muestra de suelo en 100 mL de
solucion salina estéril (0.85% NaCl), y se dejo en agitacion a 125 rpm durante 24 h.
Luego, se tom6 un 1 mL de la soluciéon y se sembré en 100 mL de caldo nutritivo
suplementado con oxitetraciclina (30 pg/mL). El cultivo en liquido se incubd a 37°C
durante 24 h y luego se realizd una siembra por extension en placas de agar nutritivo.
Para ello, se realizo una dilucidn seriada con NaCl (0.85%) de 108 a partir de 1 mL del
cultivo en liquido y se tomaron 100 pL de los ultimos 3 tubos (107, 107 y 10®) para
sembrar en las placas de agar nutritivo con ayuda de un asa triangular, extendiendo el
liquido hasta secar. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h y luego se clasificaron las
bacterias por morfologia colonial con ayuda de un estereoscopio. Cada morfoespecie

fue separada en una placa de agar nutritivo.

6.4.  Caracterizacion de bacterias de paramo y manglar

Se realizo la caracterizacion a las cepas seleccionadas para los ensayos de inhibicion, es
decir, las que mostraron un perfil de resistencia multiple en los ensayos de antibiograma.
Se registro la morfologia colonial (forma, color, borde, superficie y elevacion) y
morfologia microscopica en Tincién Gram. Todas las cepas utilizadas fueron sometidas
a pruebas rapidas de identificacion preliminar (catalasa y oxidasa), pruebas con lectura
en menos de 6 horas (Indol) y con lectura de 18 a 48 horas (fermentacion de

carbohidratos, rojo de metilo, citrato y reduccion de nitratos).
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6.4.1. Determinacion de perfiles de resistencia

Segun los criterios CLSI (Clinical & Laboratory Standard Institute), se considera que

una bacteria es resistente cuando no presenta un halo de inhibicion (Fig 5).
Para este trabajo se tomaron en cuenta dos perfiles:

Resistente (R): El cual no muestra ningtin halo de inhibicidn, lo que indica que
es resistente al antibidtico en su concentracion clinica;
Sensible (S): Las bacterias que muestran un halo de inhibicion y, por lo tanto, no

pueden crecer en presencia del antibidtico evaluado.

Figura 5. Perfiles de resistencia en el antibiograma. S: Sensible; R: Resistente

De acuerdo con Magiorakos et al. (2012), se considera que una bacteria es
multirresistente cuando genera un halo de inhibicién en més de 3 grupos de antibidticos

por lo que, para este estudio se tomara este criterio como término de referencia.

6.4.1.1.  Determinacion de perfiles de resistencia en bacterias de paramo
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Las bacterias previamente aisladas se pusieron en tubos de ensayo con solucion salina al
0.85% ajustando la turbidez segin el Estandar de McFarland en escala 0.5. Se
inoculé un volumen de 0.1 mL de las diluciones ajustadas en placas de Agar Nutritivo y
en cada una de estas placas se situaron 8 sensidiscos impregnados con una solucion de
los antibiodticos en las concentraciones que se muestran en la Tabla 1. (Fig. 3) y se
incubaron a 37°C por 24 h. Pasado ese tiempo, se tomo el registro del perfil de

resistencia de cada bacteria.

Tabla 1. Antibioticos y su concentracion usada para el antibiograma de bacterias de

paramo (Gotlieb & Shaw, 2013)

Concentracion
Antibidtico final (ng/mL)
Ampicilina 50
Penicilina G 491.64
Amoxicilina 15
Estreptomicina 100
Tetraciclina 12
Oxitetraciclina 30
Cefalexina 4.81
Rifampicina 150
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Se seleccionaron los antibioticos mostrados en la Tabla 1, al ser de los mas usados en

medicina veterinaria para el ganado vacuno.

Figura 6. Rotulacion de cajas para el antibiograma de bacterias de paramo. TETR=
Tetraciclina;, PEN.G=Penicilina G; CEF= Cefalexina, AMOX= Amoxicilina, OXI=

Oxitetraciclina; AMP=Ampicilina; STRP= Estreptomicina; RIF= Rifampicina.

6.4.1.2.  Antibiogramas de control

De las 9 cepas multirresistentes de paramo (4) y manglar (5) se prepard una solucion
bacteriana en tubos de ensayo con solucion salina al 0.85% ajustando la turbidez segun
el Estandar de McFarland en escala 0.5. Estas soluciones se inocularon en placas de
Agar Miiller-Hinton utilizando hisopos estériles. Posteriormente se agregaron 5
sensidiscos con los siguientes antibidticos y concentraciones: ampicilina (10 pg/mL),
tetraciclina (30 pg/mL), vancomicina (5 pg/mL), ciprofloxacina (10 ug/mL) y cefoxitina
(10 pg/mL). Las placas se incubaron a 37°C por 24, y pasado ese tiempo se registro el

diametro de los halos de inhibicion.
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6.5.  Reactivacion de Azospirillum brasilense

Se agregaron 22.5 mL de pre-indculo de A. brasilense en 600 mL de medio BTB-1
(Bashan et al., 2011, ANEXO I) y se dejo incubar a 37°C durante 24 horas en agitacion
(100 rpm). Pasado ese tiempo, se lavo el pellet centrifugando un volumen de 25 mL del
cultivo a 4500 rpm durante 10 minutos y desechando sobrenadante. Posteriormente se
agregaron 20 mL de solucion salina (0.85%) para luego centrifugar a 4500 rpm por 10
minutos y desechar el sobrenadante. Este procedimiento se repitio 2 veces. Después de
resuspender en solucion salina (0.85%) y mezclar en el vortex hasta deshacer el pellet,
se tomaron 10 mL de esta solucion y se agregaron a 90 mL de medio OAB (Okon et al.,
1977; ANEXO II). Los cultivos se incubaron en agitacion continua a 100 rpm a 37°C, y
se realizaron mediciones de densidad optica (OD) a 540 nm cada 6 horas hasta llegar a

la fase estacionaria de crecimiento.

6.6.  Reactivacion de Pseudomonas aeruginosa

Se agregaron 5 asadas de un cultivo en placa de P. aeruginosa a 50 mL de medio BTB-
1 (Bashan et al., 2011, ANEXO I) y se dej6 incubar a 37°C durante 24 horas en
agitacion constante a 100 rpm. Pasado ese tiempo, se lavo el pellet centrifugando un
volumen de 25 mL del cultivo a 4500 rpm durante 10 minutos y se desecho el
sobrenadante. Posteriormente se agregaron 20 mL de solucion salina (0.85%) para luego
centrifugar a 4500 rpm por 10 minutos y desechar el sobrenadante. Este procedimiento
se repitid 2 veces. finalizado el lavado se resuspendi6é en solucion salina (0.85%) y
mezclar en vortex, se tomaron 10 mL de esta solucion y se agregaron a 90 mL de medio
M9 (Viramontes-Ramos et al., 2010, ANEXO III). Los cultivos se incubaron en
agitacion a 37°C, y se realizaron mediciones de densidad optica (OD) a 540 nm cada 6

horas hasta llegar a la fase estacionaria de crecimiento (ANEXO IV).
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6.7.  Extraccion de exudados

Una vez que los cultivos llegaron a la fase estacionaria, se vaci6 su contenido en tubos
Falcon de 50 mL, y se centrifugaron a 4500 rpm por 10 minutos. Luego se vacio la fase
superior del centrifugado en un matraz Kitasato usando un filtro de Millipore de 0.22
um ayudandose de una bomba de vacio conectada a la tubuladura lateral del Kitasato

(Fig. 7). Se realiz6 el mismo procedimiento con 4. brasilense 'y P. aeruginosa.

Figura 7. Montaje de los materiales para la extraccion de exudados de A. brasilense y
P. aeruginosa. a: embudo de vidrio de borosilicato de 300 mL; b: abrazadera de
aluminio con resorte de 47 mm; c: base para portafiltros de vidrio de 47 mm; d: Tapon
perforado n°8 de silicona; e: Matraz Kitasato; f: exudado filtrado; g: exudado sin

filtrar; h: conexion a la bomba de vacio; i: filtro de Millipore de 0.22 um.

Una vez obtenidos los exudados, se separd una parte para usar en el ensayo de

inhibicién a una concentracion 1X y la otra se usé para aumentar su concentracion a
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10X en el rotaevaporador. Para esto, se agregaron 100 mL del exudado 1X en el matraz

del rotaevaporador, y se dejo reducir hasta un volumen de 10 mL.

6.8.  Evaluacion de inhibicion de A. brasilense y P. aeruginosa

6.8.1. Inhibicion en cultivo

Se realiz6 un cultivo mixto en cajas de Petri con Agar Mueller Hinton (38 g/L). En un
lado de la caja, se sembro6 una de las cepas multirresistentes, y en el otro, dos siembras
perpendiculares de A. brasilense y P. aeruginosa, procurando mantener una separacion
de 2 mm entre las dos siembras y la cepa problema (Fig. 8). Estos cultivos se incubaron
a 37°C por 24. Pasado ese tiempo se registrd el crecimiento, y si se mantenia la
separacion de 2 mm, se registraba como inhibicion por parte de A. brasilense o P.

aeruginosa.

Figura 8. Montaje de ensayo de inhibicion directa

6.8.2. Inhibicion de exudados

Se realizaron dos tratamientos de inhibicion, el primero (t1) con los exudados en

concentracion 1X, y el segundo (t2) en 10X.
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Los ensayos de inhibicién se realizaron con la metodologia Kirby-Bauer modificada
para este trabajo. Con un asa redonda, se tomod una colonia de la cepa a analizar y se
disolvi6 en un tubo de ensayo con solucion salina (0.85%). Posteriormente se ajusto a la
escala de MacFarland 0.5 para luego sembrar con un hisopo estéril en placas de Agar
Mueller Hinton (38 g/L). Luego se aplicaron los sensidiscos impregnados con los
exudados y se incubd a 37°C por 24 horas. Pasado ese tiempo, se registro el crecimiento
de las colonias midiendo el didmetro de los halos de inhibicién con una cinta métrica.
También se usaron dos sensidiscos impregnados con medio OAB y medio M9 como

control negativo.

Figura 9. Montaje de ensayo de inhibicion de exudados

7. Resultados y discusion

Se aislaron 11 cepas a partir de las muestras de suelo de paramo, de las cuales 4

mostraron un perfil multirresistente, y se seleccionaron 5 cepas multirresistentes de
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manglar. Lo anterior se corroboré en un ensayo de antibiograma con 5 antibidticos
(Tabla 4 — Tabla 5). Los ensayos de inhibiciéon de crecimiento a través de dos
mecanismos diferentes mostraron que A. brasilense y P. aeruginosa no presentan

actividad antimicrobiana en cepas multirresistentes (Figura 13 — Figura 14 — Figura 15).

7.1.  Caracterizacion de bacterias de paramo y manglar

7.1.1. Caracterizacion de bacterias de paramo y perfil de resistencia

A partir de las muestras de suelo fue posible aislar 11 cepas bacterianas en medio
nutritivo, de las cuales 6 pertenecen al sitio intervenido y 5 al conservado. Las pruebas
de tincion Gram, indican que 7 de ellas son Gram positivas (2 en conservado y 5 en

intervenido) y 4 son Gram negativas (3 en conservado y 1 en intervenido) (Tabla 2).

Tabla 2. Descripcion macroscopica de las cepas multirresistentes de paramo

Cepa Forma Color Borde Superficie Elevacion Gram

Gris translucido con

M4l Irregular bordes blancos Completo Suave/Reluciente Plano +
MiC Puntiforme Blanco translicido Completo Suave/Reluciente Plano -
M2C Circular Blanco opaco Completo Suave/Reluciente Elevado -
MSC Irregular Blanco translucido Completo Suave/Reluciente Plano -

Los géneros Gramnegativos se encuentran con mayor frecuencia en el suelo de los
paramos, siendo Pseudomonas sp. el mas abundante en los aislamientos, seguido de
Acinetobacter sp. (Hernandez & Lizarazo, 2015). Los bacilos Gramnegativos también
han mostrado ser el grupo més abundante en la rizosfera de Espeletia sp., debido a que
la mayoria de las bacterias promotoras de crecimiento y descomponedoras de materia
organica pertenecen al grupo de las Gramnegativas (Lizarazo & Goémez, 2015). Sin

embargo, otro grupo que se encuentra en la misma proporcion que los bacilos
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Gramnegativos, es el de las bacterias productoras de endosporas, dentro del cual estan
algunas especies presentes en el suelo como Clostridium tetani, Bacillus subtilis y
Bacillus cereus (Clark et al., 2009; Lizarazo & Goémez, 2015). En las muestras de suelo
de paramo se aisl6 un mayor numero de Grampositivas respecto a las Gramnegativas,
pero estas ultimas fueron las mas frecuentes en el perfil de multirresistencia. Los bacilos
Gramnegativos se presentan con mayor frecuencia en casos clinicos de infecciones
multirresistentes, por lo cual, causan una mayor preocupacion en términos de salud

publica (Pop-Vicas & D’Agatha, 2005; Kock et al., 2021).

Figura 10. Morfologia colonial (vista estereoscopica) de las cepas multirresistentes de

paramo.
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Figura 11. Morfologia microscopica (100x) de las cepas multirresistentes de paramo en

Tincion Gram.

m2c

milc

Tabla 3. Perfil de resistencia de las cepas de paramo. AM: Ampicilina; CFX:

Cefoxitina,; CIP: Ciprofloxacina; VA: Vancomicina; TET: Tetraciclina.

Cepa Halo de inhibicion (mm)

Paramo ID AM CFX CcIp VA TET
Intervenido M4l 40 38 29 0 0
Conservado  MIC 0 0 34 0 30
Conservado  M2C 0 12 34 21 33
Conservado  MS5C 0 0 28 0 20

De todas las cepas aisladas solo M41, M1C, M2C y M5C presentaron multirresistencia

en el primer ensayo (ANEXO IV y ANEXO V), por lo tanto, fueron las unicas cepas de

paramo que se usaron en el ensayo de resistencia con A. brasilense y P. aeruginosa.
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Este perfil se mantuvo en M1C y MS5C al hacer un segundo ensayo contra otro grupo de
antibioticos (Tabla 3). Sin embargo, otros trabajos que indican que las actividades
antropogénicas como el uso de medicamentos veterinarios y antibioticos o la irrigacion
de cultivos con aguas residuales pueden causar un aumento en la frecuencia de GRAs y
la transferencia horizontal de los mismos en la comunidad bacteriana del suelo (Boto et
al., 2019). Pero estas cepas, aunque corresponden al suelo conservado del paramo,

presentan el fenotipo multirresistente.

7.1.2. Caracterizacion de bacterias de manglar y perfil de resistencia

Tabla 4. Descripcion macroscopica de las cepas multirresistentes de manglar

Cepa Forma Color Borde Superficie Elevaciéon Gram

77 Irregular Naranja Completo Suave/Reluciente Plano +

80 Puntiforme Blanco opaco Completo Suave/Reluciente Convexa -

82 Puntiforme Blanco translicido Completo Suave/Reluciente Convexa +
Suave/Reluciente con +

47 Irregular Gris opaco Lobulado biopelicula Elevado +

36 Irregular Amarillo Lobulado Rugosa Elevado -
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Figura 12. Morfologia colonial de las cepas multirresistentes de manglar

Figura 13. Morfologia microscopica (40x) de las cepas multirresistentes de manglar en

Tincion Gram
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Tabla 5. Perfil de resistencia de las cepas de manglar. AM: Ampicilina; CFX:

Cefoxitina,; CIP: Ciprofloxacina; VA: Vancomicina; TET: Tetraciclina.

Halo de Inhibicion (mm)

Cepa AM CFX CIp VA TET

82 22 44 37 20 36
80 24 37 36 19 36
47 0 50 37 11 19
77 21 18 45 54 33
36 0 0 50 41 35

Al comparar el perfil de resistencia realizado en este trabajo con el ensayo realizado por
Zapién-Chavarria (2021), se puede observar que las cepas aisladas de manglar perdieron
su caracteristica de multirresistencia. Esto se puede explicar con una disminucion en la
expresion fenotipica de algunas porinas relacionadas a la resistencia antimicrobiana
(Jacoby, 2009), uno de los mecanismos que generan resistencia a beta-lactamasas
(ampicilina), cefalosporinas (cefotixina). En el caso de enterobacterias, los mecanismos
de resistencia generalmente estdn asociados a una acumulacion de mutaciones en los
genes de las topoisomerasas (gyrd y parC), que se concentran en una region codificante
especifica relacionada a la resistencia de quinolonas (ciprofloxacina) (Ruiz, 2003;
Jacoby, 2009). Esta alteracién de las porinas también se da por mutaciones en el gen

penB, relacionado con la resistencia a tetraciclinas, y todos los mecanismos
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mencionados anteriormente pueden reducir su expresion al dejar de estar en contacto

con los compuestos a los que generan resistencia (Navarro et al., 2011).
7.2. Cultivo de A. brasilense y P. aeruginosa

Ambos cultivos se dejaron en incubacion hasta el dia 4, cuando su densidad oOptica se
mantuvo estable, es decir, en su fase estacionaria. Sin embargo, en A. brasilense se
puede observar que las fases estan bien diferenciadas, mientras que en P. aeruginosa no

se puede observar una fase de crecimiento exponencial (Figura 12).
Figura 14. Curva de crecimiento de A. brasilense y P. aeruginosa
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7.3.  Evaluacion de inhibicion directa de A. brasilense y P. aeruginosa

Se observa que tanto A. brasilense como P. aeruginosa no presentaron actividad
antagonista sobre el crecimiento de ninguna de las cepas multirresistentes (Fig. 13). En
algunas cepas se puede observar crecimiento alrededor de las colonias de A. brasilense

y P. aeruginosa (Fig. 15a, Fig. 15b, Fig. 15e, Fig. 151).
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Figura 15. Inhibicion directa de A. brasilense y P. aeruginosa. a: M41; b: MIC; c¢: M2C;

d: M5C; e: 77; f: 36, g: 80; h: 82;i: 47.

A pesar de que se han reportado las propiedde; é A. brasilense en el biocontrol sobre
varios fitopatdgenos en diferentes cultivos (Bashan & de Bashan, 2002; Russo et al.,
2008; Tortora et al., 2011; Cassan et al., 2021), estas no se manifiestan al ensayar su
efecto directo sobre las cepas multirresistentes de dos ambientes extremos. Existen
varias estrategias de biocontrol de fitopatogenos, ya sea a través de la produccion de
sustancias inhibitorias, o por desplazamiento del patdégeno por competencia, pero
Azospirillum sp. se considera un género rizocompetente y no es capaz de producir
cantidades significativas de sustancias antimicrobianas (Glick & Bashan, 1997). Esto se
debe a que la funciodn principal de estos compuestos no es la de inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas, sino intervenir en el ciclo de vida de las plantas y mejorar la
asimilacion de nutrientes (Cohen & Brandurski, 1982; Hider & Kong, 2010), por lo que
se puede deducir que en ausencia de una planta hospedera, 4. brasilense no produciria
estos compuestos. Otra posibilidad es que A. brasilense no esté produciendo sustancias
inhibitorias debido a su tiempo de crecimiento en placa, puesto que en estudios donde se
han intentado aislar los sider6foros producidos por Azospirillum sp., se ha observado

que su maxima produccion se da en la fase estacionaria, es decir, después de 28 horas de
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crecimiento, aunque puede variar segun la especie (Shah et al., 1992; Dufréne et al.,

1996).

En cuanto a P. aeruginosa, el inico mecanismo de inhibicion de crecimiento bacteriano
es la produccion de biosurfactantes del grupo de los ramnolipidos. En el estudio de El-
Sheshtawy & Doheim (2014) se reportan halos de inhibicion entre 18 y 25 mm en dos
cepas Grampositivas, una Gramnegativa y dos especies de hongos. Sin embargo, al
comparar la actividad del biosurfactante en crudo con eritromicina, esta parece tener
menor eficiencia. Bakkar et al., (2021) reportan que los ramnolipidos producidos por P.
aeruginosa agrupados en nano-micelas superaron la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CMI) en Grampositivas como Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus,
pero fue significativamente mas baja en Gramnegativas como Salmonella (cepas
Montevideo y Typhimurium). También evidenciaron que la CMI es dependiente del
tamafio de las nano-micelas, ya que las de mayor tamafio presentaron una mayor CMI
en todas las cepas ensayadas. De lo anterior, se puede inferir que P. aeruginosa esta
produciendo ramnolipidos al estar frente a otras cepas bacterianas, pero su
concentracion no es suficiente para inhibir su crecimiento. Se ha reportado la presencia
de ramnolipidos en el sobrenadante de los cultivos de P. aeruginosa a 30°C después de
55 horas (Itoh et al., 1971), aunque en otros casos no se llegd a observar la presencia de

ramnolipidos hasta el paso de 6 dias de incubacion (Hisatsuka et al., 1971).

7.4.  Evaluacion de inhibicion de exudados de A. brasilense y P. aeruginosa

Se ensayaron dos concentraciones de los exudados (1x y 10x). Sin embargo, no
presentaron inhibicion sobre el crecimiento de ninguna de las cepas multirresistentes

(Fig. 16 - Fig. 17).
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Figura 16. Inhibicion de los exudados de A. brasilense y P. aeruginosa en

concentracion Ix. a: M41; b: MIC; c: M2C; d: M5C; e: 77, f: 36, g: 80; h: 82, i: 47.

Figura 17. Inhibicion de los exudados de A. brasilense y P. aeruginosa en

concentracion 10x. a: M41; b: MI1C; c: M2C; d: M5C; e: 77; f- 36, g: 80, h: 82, i: 47.

La actividad antimicrobiana de A. brasilense se ha reportado mayormente gracias a la
produccion de siderdforos, concretamente el spirilobacin (tipo catecol), el cual es
secretado en medios con deficiencia de hierro (Bachhawat & Ghosh, 1987), asi que una

posible causa de la baja produccion de sideréforos podria ser la concentracion de hierro
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en el medio OAB, en el que se agregaron 0.07 g/L de EDTA (Felll) (ANEXO II). Sin
embargo, también se ha reportado la produccion de fitohormonas del grupo de las
auxinas como mecanismos de inhibicidon bacteriana reportados para Azospirillum spp.,
tales como el Acido indol-3-acético o el Acido fenilacético (Somers et al., 2005; Cassan
et al., 2021), compuestos que no se producirian en ausencia de un organismo vegetal
hospedero o fitopatdogeno sobre el cual causar una actividad antagonista. En cuanto a los
exudados de P. aeruginosa, se ha reportado que los ramnolipidos si se producen en
ausencia de otros microorganismos, pero la actividad inhibitoria de este compuesto es
dependiente de la concentracion del mismo. Lo anterior concuerda con el estudio de
Buonocore et al., (2020) en el que se sometieron 17 cepas bacterianas a antibiograma
con los ramnolipidos aislados en diferentes concentraciones, y se observd que la
sensibilidad disminuye en funcion de la concentracion de ramnolipidos en todas las
cepas. Incluso se reportaron dos cepas (Staphylococcus xylosus y Staphylococcus
epidermidis) que no presentaron halo de inhibicién en ninguna de las concentraciones
ensayadas, lo cual sugiere que este compuesto no es efectivo en todas las cepas
bacterianas. También se observa este fendmeno en Sabarinathan et al., (2021) en
bacterias productoras de biopeliculas (Bacillus subtilis, Staphylococus aureus 'y
Aeromonas hydrophila). En los estudios anteriores, estos ensayos se realizaron con
aislamientos de los ramnolipidos producidos por Pseudomonas sp. en concentraciones
muy altas, por lo que, en este trabajo la concentracion de los exudados podria no ser

suficiente para causar un efecto inhibitorio ni siquiera al incrementar esta concentracion

a 10x (Fig. 16 - 17).

Aunado a lo anterior, los mecanismos de resistencia de las cepas ensayadas podrian
estar relacionados a la nula eficiencia de los exudados de 4. brasilense y P. aeruginosa

en sus dos concentraciones. En el caso de las Gramnegativas multirresistentes, se ha
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observado que estas hacen uso de las 4 categorias de mecanismos de resistencia (I.
Limitacion del consumo de las sustancias en el medio, II. Modificacion del sitio diana
del medicamento, III. Inactivacion del medicamento, IV. Bombas de salida), aunque las
Grampositivas suelen hacer uso de solo 1 o 2 de estos mecanismos, siendo la limitacion
del consumo la mas comtn (Chancey et al., 2012; Mahon et al., 2014). Sin embargo, en
el caso de las cepas de manglar, todo parece indicar que sus mecanismos de resistencia
se enfocan en antimicrobianos producidos por bacterias ambientales (Hibbing et al.,
2010), lo cual es comuUn en bacterias de la rizosfera de los mangles puesto que son
ambientes con altos niveles de nutrientes y, por lo tanto, una mayor competencia
(Sakhia et al., 2016). Estos mecanismos de resistencia podrian actuar sobre sustancias
que alteran la tension superficial de las membranas, como los ramnolipidos (Sekhon
Randwana & Rahman, 2014), o sobre aquellos que interfieren en el transporte de iones,

como los ramnolipidos (Ribeiro & Simdes, 2019).

38



8. Conclusiones

Seglin los resultados obtenidos en este estudio y los analisis realizados, se puede
concluir que, tanto A. brasilense como P. aeruginosa, no presentaron actividad
inhibitoria de crecimiento en ninguno de los dos mecanismos ensayados. En general se
podria decir que en el ensayo en cultivo no hubo inhibicién por dos posibles causas: (1)
que los metabolitos secundarios se produzcan en muy bajas concentraciones al no estar
en fase estacionaria; (2) que los mecanismos de inhibicion de A. brasilense y P.
aeruginosa no sean capaces de contrarrestar los mecanismos de resistencia
antimicrobiana y competencia de las cepas ensayadas. Pero en el caso de particular de 4.
brasilense, se podria agregar que esta no es capaz de producir metabolitos secundarios
en ausencia de una planta hospedera y, por lo tanto, no podria desplazar a la otra
bacteria por competencia ni inhibir su crecimiento a través de compuestos
antimicrobianos. En cuanto al ensayo de inhibicién de exudados, los resultados también
se podrian explicar por el efecto de los mecanismos de competencia y resistencia
antimicrobiana desarrollados por estas cepas. De manera que ambos ensayos denotan
que, aunque se estén produciendo estos compuestos antimicrobianos, su concentracion

no es suficiente para inhibir el crecimiento de las cepas ensayadas.
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10. Anexos

Anexo I. Preparacion de medio BTB para Azospirillum brasilense y Pseudomonas

aeruginosa (Bashan et al., 2011)

Gramos por 1000

Solucion mL
NaCl 1.2
MgSO4 H20 0.25
K2HPO4 0.13
CaCl, 0.22
K2SO4 0.17
NH4ClI 1
NaxSO4 24
NaHCO:3 0.09
EDTA (Felll) 0.07
Triptona 5
Gluconato 5

Extracto de levadura 5

Se ajusta el pH a 7 después de esterilizar
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Anexo II. Preparacion de medio OAB para Azospirillum brasilense (Okon et al., 1977)

Gramos por 1000

Solucion mL
KOH 4.8
Acido malico 5
NaCl 1.2
MgSO4*7H20 0.25
K>HPO4 0.13
CaCl, 0.22
K2SOq4 0.17
NaxSO4 2.4
NaHCO; 0.5
NaCOs 0.09
EDTA (Felll) 0.07

Anexo IIl. Preparacion de medio M9 para Pseudomonas aeruginosa (Viramontes-

Ramos et al., 2010)

Gramos por 1000

Solucion mL
Na;HPO4 6
KH>PO4 3
NaCl 0.5
NH4Cl 1
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Se agregaron 2 mL de MgSO4*7H>0O IM y 0.1 mL de CaCl, IM

Anexo 1V. Antibiograma de las cepas obtenidas de la muestra de suelo conservado.
TETR= Tetraciclina; PEN.G=Penicilina G; CEF= Cefalexina; AMOX=
Amoxicilina;, OXI= Oxitetraciclina; AMP=Ampicilina; STRP= Estreptomicina;

RIF= Rifampicina.

Cepa AMP PEN.G STRP TETR CEF RIF AMOX OXI

MIC R S S S S S S S
M2C R S S S S S S S
M3C S S S S S S S S
M4C S S S S S S S S
M5C R S R S S S R S

Anexo V. Antibiograma de las cepas obtenidas de la muestra de suelo intervenido por
ganaderia. TETR= Tetraciclina; PEN.G=Penicilina G; CEF= Cefalexina; AMOX=
Amoxicilina; OXI= Okxitetraciclina;, AMP= Ampicilina; STRP= Estreptomicina; RIF=

Rifampicina.

Cepa AMP PEN.G STRP TETR CEF RIF AMOX OXI

MI1I S S S S S S S S
M21 S S S S S S S S
M3I S S S S S S S S
M4l R R R S S S S S
MsI S S S S S S S S
Meél S R S S S S S S
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Anexo VI. Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas.

Fermentacion
Rojo de
Cepas Catalasa Oxidasa  Citrato Indol Metilo carbohidratos
M4l - -
MI1C + - - + 4 +
M2C + - - + 4 +
Ms5C + - - + + +
77 + - - + + +
80 - - - + + +
47 + -
36 - -
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