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Resumen

El riego con agua residual aporta a los suelos patdgenos, antibidticos y genes de resistencia a
antibidticos, y la coincidencia de estos contaminantes puede tener implicaciones en la salud
humana al reducir la efectividad de tratamientos antimicrobianos, asi como afectar los procesos
microbianos asociados a la fertilidad del suelo. La infiltracién del agua y contaminantes en el suelo
se da en primera instancia a través de macroporos, los cuales pueden ser formados por raices de
plantas. La porcion del suelo inmediata a las raices se denomina rizdsfera, es un sitio ideal para la
proliferacién y supervivencia bacteriana, por ello, es en éste microambiente donde se puede
favorecer la diseminacién de genes de resistencia. En el presente trabajo se determiné el efecto
que tiene el agua residual y la acumulacién de dos antibidticos (sulfametoxazol y ciprofloxacino)
en la dispersiéon de genes de resistencia a éstos (sull, sul2, gnrB y qnrS) diferenciando entre
microambientes de infiltracién de agua y matriz del suelo. Mediante cuantificacion del gen 16S
rDNA se determind la importancia de la biomasa bacteriana en la dispersién de los genes de
resistencia. Lo anterior se hizo con el objeto de aportar informacién sobre la participacién de estos
microambientes del suelo en la diseminacidn de genes de resistencia.

Se realizd un experimento en monolitos inalterados de suelo, extraidos de un sitio que se riega con
agua residual continuamente desde hace varios afos y de un sitio de temporal (que se riega
unicamente con agua de lluvia). A los monolitos se les aplicaron tratamientos con lluvia artificial
(CaCl, 0.01M) o con agua residual, asi como una o dos dosis de ambos antibidticos. Junto con el
tratamiento se aplicd un colorante para trazar la infiltracion del agua, verificar si ésta
efectivamente ocurre de forma preferencial a través de bioporos de raices, y muestrear en forma
diferenciada el suelo cercano a las raices (i.e. la rizdsfera) o sitios de infiltracidén (coloreado) y la
matriz del suelo (no coloreada).

Se encontré que efectivamente la rizésfera y el sistema poroso contienen una mayor biomasa
bacteriana, y que a su vez ésta es mas abundante en el suelo con varios afios de riego con agua
residual. El gen de resistencia a sulfametoxazol sull es parte del resistoma de la comunidad
bacteriana nativa del suelo y el gen sul2 proviene del agua residual.

El aumento en la concentracion de sulfametoxazol (SMX) promueve la dispersion del gen de
resistencia sull de manera mas pronunciada en el suelo de temporal, pero la misma concentracion
de antibidtico no afecta en la misma magnitud la dispersién del gen sul2.

La concentracidon de SMX fue similar en los microambientes estudiados (rizésfera o sistema poroso
y matriz del suelo), por lo que se concluye que la dispersion del gen de resistencia su/l depende de
la diferencia en la biomasa bacteriana presente en estos microambientes y no de la concentracion
de SMX, por lo cual, la rizésfera del suelo de temporal y el sistema poroso del suelo de riego con
agua residual se pueden considerar como sitios criticos (“hot spots”) para la dispersion del gen de
resistencia a sulfametoxazol sull.

La concentracion de ciprofloxacino aumentd Unicamente en la rizdsfera y en el sistema poroso
pero su bioaccesibilidad fue tan limitada que no tuvo efecto en la dispersidon de los genes de
resistencia gnrBy gnrs.



Abstract

The irrigation with wastewater provides pathogens, antibiotics and antibiotic resistance genes to
the soil and the spatial coincidence of these contaminants can have a negative impact in human
health by reducing the effectiveness of the antimicrobial treatments. The water infiltration occurs
primarily along macropores that can be made by plant roots, the soil portion close to the roots is
call rhizosphere and is known for an enhanced bacterial survival and proliferation. Therefore the
rhizosphere would be an ideal site for the spread of antibiotic resistance genes. In the present
work we determined the relationship between two antibiotics concentration (sulfamethoxazole y
ciprofloxacin) and the spread of their resistance genes (sull, sul2, gnrB y qgnrS) differentiating
between microenvironments of water infiltration and soil matrix. We estimate the bacterial
biomass quantifying the 16S rDNA gene to determine the importance of this factor in the spread of
resistance genes in the studied microenvironments. The foregoing was made with the aim of
providing a better understanding in the participation of these microenvironments in the spread of
antibiotic resistant genes promoted by the effect of wastewater and antibiotic accumulation.

We perform an intact column experiment, to maintain the natural porosity of the soil of two
different fields one with rain fed irrigation and another that has been irrigated with wastewater
for several years. The columns were irrigated with artificial rain, wastewater and two different
concentrations of the antibiotics sulfamethoxazole and ciprofloxacin, in the same irrigation a
colorant was added to visualize the infiltration of the water and to be able to sample separately
into the rhizospheric soil or infiltration sites (colored) and the soil matrix (non colored).

It was found that the rhizosphere and the porous system contained a greater bacterial biomass
and this is also greater in the field with several years of wastewater irrigation. The
sulfamethoxazole resistant gene sull is part of the soil native bacterial community’s resistome
while the resistant gene sul2 come from the wastewater.

The increased of sulfamethoxazole (SMX) concentration promotes the spread of the resistant gene
sull in a greater way in the rain fed soil and the same antibiotic concentration does not have the
same impact in the spread of sul2.

As the SMX concentration was the same in the studied microenvironments (rizosphere or porous
system and soil matrix) we can conclude that the spread of sull depends on the differente
quantity of bacterial biomass found in this microenvironments and not in the antibiotic
concentration, for this reason, the rizosphere and the porous system can be consider as hot spots
for the multiplication of sull resistant gene.

The concentration of ciprofloxacin incresed only in the rizosphere and the porous system but its
bioavailability is so limited that it does not have an effect in the spread of the gnrB and gnrS
resistance genes.



1. Introduccion

La utilizacién de agua residual para el riego de suelos agricolas es una prdctica cada vez mas
comun en paises en desarrollo, donde el tratamiento de agua residual no es costeable o es
insuficiente, esta practica tiene como ventajas que evita la sobrexplotacién de acuiferos para la
agricultura y que incrementa la productividad agricola, ya que el riego con agua residual provee
también nitrogeno y fésforo (Siebe, 1998). Sin embargo, el riego con agua residual al mismo
tiempo es una fuente potencial de contaminacién por patdgenos, antibidticos y genes de
resistencia a antibidticos (Siebe, 1998; Siemens et al., 2007; Dalkmann et al., 2012), los genes de
resistencia se conocen como contaminantes emergentes y no cuentan con ningun tipo de
regulacién sobre los limites permisibles. La presencia de los contaminantes antes mencionados en
el suelo puede ser relevante para la futura evolucion y diseminacién de genes de resistencia a
antibidticos en bacterias nativas del suelo, lo cual afectaria la dindmica de las comunidades
bacterianas que participan activamente en los ciclos biogeoquimicos (Siemens et al.,, 2010) y en la
fertilidad del suelo, lo cual podria tener implicaciones negativas en el ecosistema (Martinez, 2008).
Asi mismo, el contacto de los genes de resistencia con bacterias potencialmente patdgenas

implican un riesgo para la salud humana (Martinez, 2008).

En México se encuentra uno de los sistemas de riego de cultivos con agua residual mas grande del
mundo, el cual recibe el 70% de aguas negras que se producen en la Ciudad de México (Siemens et
al., 2007). El agua es descargada sin tratamiento previo y es utilizada para la irrigacién de una gran
variedad de cultivos (Jiménez et al., 2004). En estudios previos se reportaron concentraciones de
antibidticos en los efluentes con los que se riega el Valle del Mezquital (Gibson et al., 2007),
también se reportaron concentraciones de antibidticos y genes de resistencia en suelos del mismo

sitio (Dalkmann et al., 2012).

Los microorganismos potencialemente patdgenos, antibidticos y genes de resistencia que no son
retenidos por el suelo pueden llegar al agua subterrdnea transportados por la infiltracion
preferencial del agua, que suele darse a través de macroporos (Siemens et al., 2007). Los
macroporos generalmente estan formados por grietas o por raices de plantas. La rizdsfera, es
decir la porcién del suelo inmediata a las raices, es un sitio ideal para la proliferacién y

supervivencia bacteriana por las condiciones microambientales y fuentes de carbono presentes



en ella (Anderson et al., 1993). Por ello en la rizdsfera se puede favorecer la diseminacion de
genes de resistencia que eventualmente pueden transportase al agua subterrdnea o absorberse a
las plantas que se siembran en la regidén y entrar asi a la cadena alimentaria. La presencia de
antibidticos y la diseminacion de genes de resistencia en el suelo puede también tener
implicaciones ecoldgicas negativas al afectar a bacterias que participan en los ciclos

biogeoquimicos (Siemens et al., 2010).

En estudios previos se ha reportado que la aplicacién de antibidticos en el suelo aumenta la
presencia de genes de resistencia (Heuer et al., 2008, 2011), pero ninguno de estos estudios se ha
enfocado en diferentes microambientes del suelo ni en el trasporte natural de antibidticos que en
ellos ocurre, a pesar de que los estudios relacionados con el resistoma (i.e. genes de resistencia)
bacteriano del suelo, deben ser dirigidos a microambientes con altas fuentes de carbono como la

rizosfera (Brandt et al., 2009).

Dos de los antibiéticos mds empleados en México son el sulfametoxazol y el ciprofloxacino, estos
dos antibidticos tienen un comportamiento distinto en el suelo; el primero se lixivia con facilidad y
el segundo se retiene fuertemente (Thiele-Bruhn, 2003), por ello se consideraron ideales para
utilizarlos como los antimicrobianos tipo en esta investigacidn. Las bacterias hacen frente a la
actividad de estos dos farmacos con varias estrategias, entre ellas la resistencia adquirida
mediante los genes de resistencia a sulfonamidas (sul) que codifican para variantes de la enzima
blanco del sulfametoxazol (Huovinen et al., 1995) y la resistencia mediada por los genes de
resistencia a fluoroquinolonas (gnr) que evitan la unién del ciprofloxacino al DNA (Arséne et al.,

2007).



1.1 Marco tedrico

1.1.1 Antibidticos

Los antibidticos son sustancias naturales o sintéticas que detienen el crecimiento de bacterias o
inducen su muerte. Desde su introduccidn en los aifos 20s se han producido millones de toneladas
métricas de antibiodticos (Davies et al., 2010). Se estima que en el afio 2006 se produjeron en el

mundo 172 mil toneladas de antibidticos (Luo et al., 2010).

Los antibidticos se utilizan para una gran variedad de propdsitos, como es la medicina humana y
veterinaria (industria pecuaria, acuacultura, animales domésticos), también se utilizan como
control de plagas en la agricultura y como biocidas en productos de limpieza caseros e industriales

(Davies et al., 2010).

Los antibidticos incluyen a una gran cantidad de compuestos muy heterogéneos entre si que son
clasificados con base en su modo de accién, en sus diferentes estructuras moleculares y en
diversas propiedades fisicas y quimicas. Los principales grupos son: tetraciclinas, sulfonamidas,
aminoglucésidos, B-lactdmicos, macrélidos, fluoroquinolonas, imidazoles, polipéptidos, poliéteres,
glicopéptidos, entre otros. Con objeto de esta investigacion sélo se abundard en el grupo de

sulfonamidas y fluoroquinolonas.

Sulfonamidas

Las sulfonamidas fueron los primeros agentes antimicrobianos sintéticos utilizados como terapia,
se patentaron e introdujeron al mercado entre los afios 20 - 30 y en la actualidad se siguen
utilizando (Huovinen et al., 1995; Appelbaum et al., 2000), éstas sustancias son analogas al acido
p-aminobenzoico que inhibe la enzima dihidrofolato sintasa (DHPS), que en la bacteria interfiere
con el metabolismo del acido félico, esto evita que la bacterias se desarrollen y reproduzcan por lo

que son considerados agentes bacteriostaticos (Huovinen et al., 1995).

Las sulfonamidas se usan primordialmente en el tratamiento de los primeros episodios de

infecciones urinarias agudas debidas a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus



faecalis, asi como para el tratamiento de enfermedades respiratorias provocadas por
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis, enfermedades de la
piel por Staphylococcus aureus y para eliminar patdgenos entéricos como Shigella spp. y
Salmonella spp., entre otros. Sin embargo, el incremento en la resistencia bacteriana limita su

eficacia en los ultimos afos en una gran cantidad de especies bacterianas (Huovinen et al., 1995).

Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas pertenecen a un grupo de antibidticos sintéticos relacionados
bioquimicamente al acido nalidixico, éste acido y sus primeros andlogos, oxolinico y cinoxacin,
tienen aplicaciones clinicas limitadas por la aparicién de resistencia bacteriana. A las nuevas
quinolonas se les modificé el centro del quinolén original de dos anillos (o naftiridona) con
diferentes sustituciones de grupos radicales. Estos nuevos agentes, conocidos como
fluoroquinolonas, contienen un atomo de fluorina y fueron patentados en la década de los 70

(Appelbaum et al., 2000).

El blanco principal de las quinolonas es la subunidad A de la DNA girasa, que es la enzima DNA
topoisomerasa tipo Il esencial para la replicacidon, recombinacién y reparacion del DNA en las
bacterias gram-negativas. Las nuevas fluoroquinolonas también inhiben la DNA topoisomerasa IV
en las bacterias gram-positivas (Appelbaum et al, 2000). La inhibicion de estas enzimas
bacterianas produce el desenrrollamiento del DNA, lo que interfiere con la replicacion
cromosomica. Al inhibir la sintesis de DNA, estos agentes son considerados bactericidas (Davies et

al., 2010).

Las fluoroquinolonas poseen una excelente actividad contra cocos grampositivos como S.
pneumoniae, S. pyogenes, S. aureus, S. epidermidis, muestran actividad contra patdgenos atipicos
como H. influenzae, L. pneumophila, varias especies del género Clamidia y Micoplasma, asi como
contra patégenos gramnegativos como P. aeruginosa, E. coli, varias especies de los géneros
Enterobacter, Klebsiella, Acinetobacter, Burkholderia, Stenotrophomonas y algunos anaerobios

como Fusobacterium, Prevotella y Clostridium (Appelbaum et al., 2000).



1.1.2 Antibidticos en el ambiente

La cantidad de antibidticos naturales producidos in situ por microorganismos autdctonos del suelo
es aproximadamente de 5 pg g, ya que mas del 30 - 50% de actinomicetos son capaces de
sintetizar antibidticos, estas concentraciones son encontradas especialmente en el suelo

rizosférico (Thiele-Bruhn, 2003).

Las concentraciones naturales aumentan con la intervencién humana, ya que la mayoria de los
compuestos usados en medicina, son solo parcialmente metabolizados por los pacientes y son
entonces descargados en el sistema de drenaje hospitalario o directamente en las plantas de
tratamiento de aguas residuales (Malik et al., 2008). Hasta hoy, las plantas de tratamiento de
aguas no estan disefiadas para remover microcontaminantes, como son los antibidticos, los
cuales han sido encontrados en los efluentes de los sistemas de tratamiento (Zorita et al., 2009).
Por consiguiente, los compuestos terminan en el ambiente, cuando se vierten en aguas

superficiales o cuando se aplica lodo o agua residual al suelo (Siemens et al., 2007).

Otra via que tienen los antibidticos de llegar al suelo es por el uso de excremento como abono
para los campos de cultivo, ya que hasta un alto porcentaje de la dosis administrada es excretada
inalteradamente y persiste en el suelo después de su aplicacion (Luo et al., 2010). Una vez estando
los antibidticos en el suelo, por el escurrimiento superficial y la lixiviacidn llegan a aguas

superficiales y subterraneas, como reporta Thiele-Bruhn en su revisién del 2003.

Sin embargo, no existe regulacién alguna sobre la concentracidn limite de los antibiéticos en suelo
y agua, en 1998 en la Unidn Europea (EU) se realizé una evaluacion de riesgo ambiental para los
medicamentos veterinarios, en donde se calculaban concentraciones ambientales previstas (CAP)
con ayuda de un modelo de balance. Primero se evaluaba la exposicién y se comparaban las CAP
con valores detonantes. Estos valores detonantes se establecieron en 10 pg kg’ para el
excremento de ganado de pastoreo, 100 ug kg para estiércol y suelo y 0.1 pg I para agua
subterrdanea. Cuando las CAP exceden los valores detonantes, o se aplican directamente
antibioticos a las aguas superficiales para el tratamiento de peces, es necesaria una segunda fase

de pruebas experimentales (Thiele-Bruhn, 2003).



Thiele-Bruhn (2003) escribe en su revisién que varios autores alemanes reportaron elevadas
concentraciones de antibidticos en abono porcino (sulfonamidas 3.5 mg kg™ y tetraciclinas 4 mg
kg), que eventualmente llegaran al suelo, asi como en suelos agricolas (tetraciclinas de 450 a 900
ug kg™; macrdlidos de 13 a 67 pg kg™; quinolonas de 6 a 52 pg kg™ vy sulfonamidas de 11 pg g™ en

suelos fertilizados con estiércol y monitoreados por dos afios).

1.1.3 Antibidticos y suelo

Cuando los antibidticos llegan al suelo interaccionan con todas las fases sdlidas y liquidas que ahi
se encuentran, participando en una serie de procesos fisicos, quimicos y bioldégicos como es la
sorcion, el transporte y la degradacion, lo que en algunas ocasiones provoca la transformacién

molecular del compuesto y afectar su bioactividad (Thiele-Bruhn, 2003).

Cuando los antibidticos estan retenidos en el suelo pasan por procesos de sorcidn y difusion a las
partes porosas de las particulas de suelo, éstos procesos estdn especialmente influenciados por el
pH, la materia orgdnica y los minerales del suelo, de igual importancia es la estructura molecular y
las propiedades fisico-quimicas de cada uno de los antibidticos. Los antibidticos son hidrofébicos o
solubles en agua y se disocian a diferentes valores de pH, por lo que el coeficiente de adsorcién
(Kq) de cada uno de los antibiéticos encontrados en suelo y en sedimentos es muy variable; como
ejemplo tenemos los valores pequefios de K4 para sulfonamidas que van de 0.6 a 4.9 | kg™, lo que
implica una baja adsorcién, en comparacion a los altos valores de Ky para tetraciclinas de 290 a

1,620y para quinolonas de 310 a 6,310 | kg™* (Thiele-Bruhn, 2003).

Thiele-Bruhn (2003) escribe en su revision que se ha encontrado que la adsorciéon de los
antibidticos a la materia organica es mas fuerte que la adsorcién a la parte mineral del suelo y
depende de la cantidad y la composicién de ésta; a su vez la arcilla tiene una capacidad de
adsorciéon mas fuerte que las arenas. Cuando los compuestos no estan retenidos se dice que se

encuentran bioaccesibles o maviles, lo que les confiere un posible efecto ambiental.

Los procesos de retencidon reducen completa o parcialmente la actividad antimicrobiana de los

compuestos, cuando los sitios de intercambio estan asociados a la fraccion bioactiva de éstos. Si el



proceso se revierte, es decir que ocurre una desorcion de los antibidticos del material del suelo se

produce una reactivacion de la potencia antimicrobiana (Thiele-Bruhn, 2003).

Para que los antibidticos lleguen a las aguas subterrdaneas deben de transportarse a lo largo del
perfil de suelo, para los compuestos con valores de sorcidn bajos y altamente solubles en agua
esto ocurre a través del movimiento de agua principalmente por gravedad, pero se postula que los
antibidticos que normalmente son fuertemente retenidos en el suelo se transportan a través del
mismo, por flujos preferenciales rapidos (grietas) o por el flujo a través de macroporos (raices de
las plantas) o que es facilitado por el cotransporte con materia organica disuelta (Thiele-Bruhn,

2003).

Thiele-Bruhn (2003) escribe en su revisién que la degradacion de los antibidticos se lleva a cabo
por tres procesos principales: 1) por fotodegradacion, para antibidticos como las quinolonas, las
sulfonamidas y las tetraciclinas, este proceso se restringe a la superficie del suelo ya que es dificil
que penetre la luz conforme aumenta la profundidad; 2) por hidrdlisis, algunos antibidticos al
disolverse en agua pierden o ganan protones que cambian sus estructuras moleculares y 3) por
biodegradacion, la mayoria de los compuestos son susceptibles a la accidon enzimatica de las
comunidades microbiana del suelo. Para que el metabolismo celular se lleve a cabo las
condiciones de temperatura, humedad y aireacién deben ser Ooptimas; si no es asi, la

biodegradacidon de los antibidticos es nula o muy lenta.

La degradacién de los antibidticos puede o no reducir la actividad antimicrobiana de los
compuestos, debido a que algunos de los metabolitos resultantes aun tiene actividad antibacterial

(Thiele-Bruhn, 2003).

La retencion de los compuestos en las particulas de suelo juegan un papel importante como
proceso de competencia contra la degradacién, ya que cuando los antibidticos estan fuertemente
adsorbidos o difundidos a los espacios interlaminares de las particulas de suelo, la accion de

cualquiera de los tres procesos de degradacion se ve disminuida (Thiele-Bruhn, 2003).



1.1.4 Resistencia a antibioticos en el suelo

Durante afios de evolucidn las bacterias desarrollaron mecanismos que facilitan su competencia
por recursos y espacio, una de ellas es la produccién de sustancias que son capaces de lisar a otras
bacterias. Sin embargo, la produccidén de estas sustancias también requiere de los medios para
gue las bacterias se protejan a si mismas de sus propios mecanismos de competencia y esto se
lleva a cabo confiriendo autoinmunidad o resistencia (Clewell, 2008). Cuando los antibidticos
llegan al suelo debido a las actividades humanas y se encuentran de forma bioaccesible, uno de los
efectos ambientales es la generacidon de resistencia en la poblacién bacteriana con la que estén en
contacto, al funcionar como una presién de seleccion. El abuso en la utilizaciéon y consumo de
antibidticos por parte del hombre provocé que un sin nimero de especies bacterianas sean
resistentes a la mayoria de los antibidticos que se han desarrollado (Martinez, 2008; Davies et al.,

2010).

La generacién de resistencia en las bacterias se da por mutaciones en el genoma y su dispersion en
la comunidad bacteriana se lleva a cabo por transferencia vertical o horizontal. Esto produce
cambios en los blancos de los antibidticos, lo cual inhibe su efecto y posibilita la supervivencia y

reproduccion del organismo en presencia de los antibioticos (Livermore, 2003).

Los procesos mutagénicos son cambios en el material genético que suceden de manera
espontanea y azarosa (mutaciones puntuales, deleciones, inserciones e inversiones). Las
mutaciones en bacterias en crecimiento resultan en una proporcién de una en 300 por generacion,
sin embargo, en condiciones estresantes como el contacto constante con antibidticos, la falta de
nutrientes, cambios de temperatura, aireacion y humedad, la tasa de mutacién aumenta
temporalmente por lo menos 1,000 veces (Van Elsas et al., 2007). La tasa de mutacién de cepas
comensales y patdgenas de E. coli con resistencia a la rifampicina es de 2.6 x 10”. De igual forma
pruebas hechas con cepas de E. coli mostraron un aumento en la tasa de mutacién para la
resistencia a ciprofloxacino, ya que en un periodo de 7 dias las colonias en placas adicionada con
este antibiotico aumentaron de 0.44 a 3.35, con una concentracion doble a la concentracion

minima inhibitoria (CMI; 0.03 pug ml™) (Matic et al., 1997; Riesenfeld et al., 1997).



La transferencia vertical es la capacidad de transmision de material genético de un ancestro a la
progenie. La transferencia horizontal ocurre por tres mecanismos basicos: transformacion
(liberacién de DNA de una bacteria para ser tomada activamente por otra); transduccion
(transferencia de DNA usando como vectores a bacteridéfagos) y conjugacién (transferencia de

DNA de una célula donadora a una receptora, mediante contacto directo; Clewell, 2008).

La transformacidn en el suelo estd asociada a una gran cantidad de factores, siendo éste uno de
los habitats mds complejos. Para que la transformacion se lleve a cabo las condiciones ambientales
en el espacio poroso del suelo, habitat de la mayoria de bacterias, deben ser ideales con respecto
a la temperatura, humedad y aireaciéon, de esta manera se garantiza la supervivencia y
multiplicacidn de células competentes (el término competente esta asociado a la capacidad de las
células de adquirir DNA libre del medio que depende de la actividad de ciertos genes). Por otro
lado el DNA libre debe ser tomado por las bacterias, antes de que éste sea degradado por la gran
cantidad de enzimas presentes en el suelo (el DNA tiene una vida media en diferentes tipos de
suelo de 9.1 a 28.2 horas) y antes de que sea fuertemente adsorbido a los diferentes componentes
del suelo (minerales y materia organica). A pesar de todos los inconvenientes se reportd que
varios géneros bacterianos como son Acinetobacter, Pseudomonas y Bacillus toman el DNA
mediante transformacion natural en microcosmos de suelo. La frecuencia de transformacién en
diferentes ambientes varia con respecto a cada género bacteriano, el intervalo de algunas cepas
nativas del suelo va desde 1.9 x 10° hasta 1.2 x 10 de transformantes marcadas por bacterias
viables. Hasta la fecha no hay publicaciones de la importancia y ocurrencia de transformaciones

naturales in situ (Lorenz et al., 1994; Van Elsas et al., 2007).

Davison (1999) escribe en su revisidn que la mayoria de los reportes sobre trasferencia genética
bacteriana en el ambiente se refieren a la conjugacién. Muchos elementos genéticos moviles
(plasmidos, transposones) tienen un amplio espectro de receptores, de distintas especies y
géneros. Se sabe que este proceso ocurre en el suelo y que las frecuencias de conjugacion se
incrementan con la adiciéon de fuentes de carbono. La adquisicion de plasmidos o transposones
posibilita la obtencidn de paquetes completos de genes que provea a las bacterias de resistencia a
antibidticos y a metales pesados, a virulencia, a la posibilidad de utilizar nuevas fuentes de

carbono y de nitrégeno, a sistemas de restriccion de DNA y a la desensibilidad a la luz UV. Todo



esto es una gran ventaja para la supervivencia bacteriana en ambientes especificos, que resulta en

la colonizacién de un nuevo nicho (Van Elsas et al., 2007).

La transduccién entre bacterias es mediada por bacteriéfagos, proceso mediante el cual, el DNA
bacteriano de una célula previamente infectada por un bacteriéfago es encapsulado en nuevas
particulas fagicas, que posteriormente serdn introducidas a otra bacteria al momento de Ia
infeccidn. Se podria pensar que este proceso ocurre con poca probabilidad en el ambiente porque
los bacteridofagos tienen receptores restringidos, a veces sélo para una especie bacteriana, y ésta
podria ser resistente a la infeccidn, pero se demostré que la transduccidn ocurre naturalmente en
el suelo, probablemente porque la gran cantidad de bacteriéfagos que existen en el suelo son
bastante estables, recientemente se demostré que un mismo bacteriofago es capaz de infectar

grupos bacterianos taxondmicamente diversos (Davison, 1999; Van Elsas et al., 2007).

Los fragmentos de DNA que confieren resistencia a antibidticos se conocen especificamente como
genes de resistencia. Existen muchos diversos genes de resistencia que estdan ampliamente
distribuidos no sélo en el sector clinico, sino también en matrices ambientales con actividad
humana como es el suelo, aguas subterraneas, aguas superficiales y sedimentos (Storteboom et

al., 2010).

Con objeto de esta investigacidn sdlo abundaré en los mecanismos de resistencia bacteriana que
se conocen hasta el momento a sulfonamidas y fluoroquinolonas. La resistencia a sulfonamidas
resulta de la mutacién del gen de la enzima dihidroteroato sintetasa (dhps o folP), o estda mediada
por la transferencia horizontal de genes folP foraneos o partes de éste (Skold, 2000). La resistencia
también es adquirida mediante los genes sull, sul2 y sul3 que codifican para variantes de la
enzima DHPS, esta enzima tiene cambios puntuales o es hasta 10% diferente en la secuencia de
aminodcidos. Los genes sul se localizan comiUnmente en transposones o en cassetes de genes,
integrados en plasmidos que utilizan una amplia gama de hospederos (Figura 1; Huovinen et al.,

1995).

La resistencia bacteriana a las fluoroquinolonas ocurre por uno o varios de los siguientes
mecanismos: mutaciones cromosdmicas en los genes estructurales de la DNA girasa (gyrA y gyrB)

y la topoisomerasa IV (parC y parE), mutaciones en los genes regulatorios que gobiernan la



permeabilidad del antimicrobiano en la membrana plasmatica y expresion o sobreexpresion de
bombas dependientes de ATP que son capaces de expulsar el antibidtico de la bacteria (NorA,
NorB and NorC) (Oyamada et al., 2006). A finales de los afios 90 se describié por primera vez un
plasmido que contenia un gen de resistencia a quinolonas (gnrA) que protege a la DNA girasa y la
topoisomerasa IV de la accién de las fluoroquinolonas, reduciendo su capacidad de unién al DNA.
A partir de ese momento se encontraron a otros dos genes que son transferidos por plasmidos
gue también confieren resistencia a antibidticos, gnrB y qnrS. Los genes gnr se caracterizan por la
repeticion en tdndem de nucledtidos organizados en la secuencia consenso (Arsene et al., 2007,

Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia de sulfamidas y quinolonas entre otros. Modificado de Peleg
et al. (2010).

1.1.5 Consecuencia de coexistencia de contaminantes en el suelo

Ademas de la contaminacidon del suelo con antibidticos y los genes de resistencia asociados a éstos
qgue se hayan generado por su presencia, los suelos sometidos a la aplicacion de biosolidos,
estiércol o agua residual también estdn sujetos a la introduccidn de bacterias patdgenas
multiresistentes y genes de resistencia libres en el medio. Se sabe que la tasa de sobrevivencia de

los microorganismos con el cambio brusco de condiciones es baja, pero ha sido posible aislar



especies de Klebsiella, Acinetobacter, Chryseopbacterium, Enterobacter, Proteus, Pseudomonas,

Vibrio entre otras, de matrices de suelo contaminado (Flores-Tena et al., 2007).

Al igual que los antibidticos, las bacterias patdgenas multiresistentes y los genes de resistencia
llegan a aguas superficiales y subterraneas por escorrentia y lixiviacion, respectivamente (Tallon et
al., 2007), y pueden también ser traslocados a los cultivos (Chelius et al, 2000), que
eventualmente llegaran al ganado y/o al hombre. El contacto con estos patogenos
multiresistentes y sus genes de resistencia implican un riesgo para la salud humana (Figura 2;

Martinez, 2008).
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Figura 2. Diseminacion de antibidticos, patédgenos y genes de resistencia

Ademads de los problemas de salud que los antibidticos, patégenos y genes de resistencia
ocasionan, pueden también ser relevantes para la futura evolucién y diseminacién de genes de
resistencia a antibidticos en bacterias nativas del suelo, lo cual afectaria la dindmica de las
comunidades bacterianas que participan activamente en los ciclos biogeoquimicos (Siemens et al.,
2010) y en la fertilidad del suelo, esto podria tener implicaciones negativas en el ecosistema

(Martinez, 2008).

Se ha reportado que las sulfonamidas afectan la estructura bacteriana y modifican la tasa a la que
ocurren los procesos de nitrificacidn y desnitrificacién, éstos efectos dependen de la adicién de
fuentes de carbono que promuevan el crecimiento bacteriano (Hammesfahr et al.,, 2008). Los

suelos regados con agua residual son suelos ricos en fuentes de carbono ya que presentan altos



contenidos de materia organica y nutrientes (Siebe, 1998; Friedel et al., 2000), por lo que son

excelentes habitats para la proliferacién bacteriana.

En el suelo existen diferentes microambientes que se distinguen por sus pardmetros bidticos y
abidticos, entre ellos se encuentran la matriz del suelo y la rizdsfera, particularmente distintos
entre si. La rizésfera es la porcidon de suelo influenciado por el metabolismo de las raices de
plantas y se caracteriza por ser rico en nutrientes como resultado de los exudados de las raices,
éste microambiente se describe como un sitio critico donde la biomasa y la actividad bacteriana es
mayor que en la matriz del suelo. Una mayor actividad bacteriana en la rizdsfera explica que este

microambiente sea preferencial para la transferencia de genes (Berg et al., 2005).

Las raices de las plantas forman bioporos durante su crecimiento, que se caracterizan por ser
bastante estables ya que permanecen hasta después del decaimiento de la raiz (Paul, 2007), se
sabe que estos bioporos participan de forma importante en el transporte del agua, asi como de
antibiodticos y patdgenos, ya que forman flujos preferenciales en el suelo (Tallon et al., 2007;
Siemens et al., 2010; Ghestem et al., 2011). Cuando estos contaminantes coexisten en un nicho
donde los genomas bacterianos pueden cambiar rdpidamente como es la rizdsfera, la dispersion

de genes de resistencia a antibidticos puede incrementarse.

En el presente trabajo se realizé un experimento en monolitos inalterados de suelo, es decir,
bloques de suelo que conservan la porosidad natural en forma de grietas y bioporos de raices, de
un sitio que ha sido regado con agua residual durante varios afios y un sitio que no ha estado en
contacto con este tipo de agua. A los monolitos se les aplicaron irrigaciones con lluvia artificial
(CaCl,) o agua residual, asi como una o dos dosis de sulfametoxazol y ciprofloxacino, junto con la
irrigacién se aplicé un colorante para poder trazar la infiltracion del agua, verificar si ésta
efectivamente ocurre preferencialmente a través de bioporos de raices, y poder muestrear en
forma diferenciada el suelo cercano a las raices (i.e. la rizosfera) o sitios de infiltracién (coloreado)

y la matriz del suelo (no coloreada).



2. Hipotesis

(i) El efecto del sulfametoxazol en la dispersion de genes de resistencia serd mayor que el efecto
del ciprofloxacino. (ii) La dispersidon de genes de resistencia a sulfametoxazol (sull y sul2) y a
ciprofloxacino (gnrB y gnrS) sera mayor en la rizdsfera o en sitios de infiltracién que en la matriz
del suelo. (iii) La dispersion de estos genes de resistencia serd mayor en un suelo con una mayor
biomasa bacteriana que ha estado expuesta a concentraciones subletales de estos antibiéticos
como es el sitio que se ha regado con agua residual durante varios afios que en el suelo del sitio de

temporal.



3. Objetivo general

Analizar la relacion que existe entre la acumulacion de los antibidticos sulfametoxazol vy
ciprofloxacino y la dispersion de genes de resistencia a éstos (sull, sul2, gnrB y gnrS) tanto en la
rizosfera como en la matriz del suelo de un sitio que nunca se ha regado con agua residual y un

sitio que lleva varios afos bajo este tipo de riego.

3.1 Objetivos particulares

Visualizar el trayecto de infiltracién del agua en columnas de suelo.

e Verificar que la infiltracion se lleve a cabo principalmente a lo largo de bioporos formados

por raices.

e Cuantificar el gen 16S rDNA, como indicador de biomasa bacteriana en la rizésferay en la

matriz del suelo de los sitios con diferente régimen de riego.

e Determinar la concentracién de antibidticos (sulfametoxazol y ciprofloxacino) retenidos

en la rizésfera y en la matriz del suelo de los sitios con diferente régimen de riego.

e Determinar la concentracién de genes de resistencia a sulfametoxazol (sull y sul2) y
ciprofloxacino (gnrB y gnrS) en relacién al gen 16S rDNA en la rizésfera y en la matriz del

suelo de los sitios con diferente régimen de riego.



4. Materiales y métodos

4.1 Descripcion del drea de estudio

El Valle del Mezquital se localiza en el suroeste del estado de Hidalgo, entre la sierra de Actopany
la sierra de Xinthe, se encuentra entre 60 y 100 km al norte de la Ciudad de México, tiene una
altitud cercana a los 2 mil msnm, su extensidn es aproximadamente de 90 mil ha (CNA, 2002) que

se distribuyen en 27 municipios (IDRC — OPS/HEP/CEPIS, 2002).

La regidn tiene un clima semiarido con temperaturas de 16 a 18°C, con estacién de lluvias en
verano (junio-septiembre) y precipitaciones anuales que varian de 400 mm en la parte norte del
valle a 700 mm en el sur (BGS-CNA, 1998). La evapotranspiracion media anual es de 2,087 mm

(CNA, 2002).

La vegetacion natural del lugar se encuentra Unicamente en las partes altas y pertenece a la
clasificacidon de matorral xerdéfilo, hay varias especies de agaves y encinares arbustivos (Rzedowski,
1978), asi como especies de mezquites y huizaches. Las partes bajas estan dedicadas
principalmente a la agricultura, donde los cultivos mds importantes son el maiz y la alfalfa, ésta
ultima permanece sembrada de dos a tres afios continuos, seguido de dos afios de cultivo
alternado de maiz o legumbres en el ciclo primavera-verano, y pasto, avena o cebada en el ciclo

otofio—invierno (BGS-CNA, 1998).

Segun el reporte del British Geological Survey y de la Comisién Nacional de Agua (1998) el material
parental del Valle del Mezquital se caracteriza por rocas de diferentes edades y composiciones. Las
rocas sedimentarias, calizas y sedimentos marinos se distribuyen mayormente en la zona norte del
Valle, y pertenecen a las formaciones el Doctor, Mezcala y Soyatal, respectivamente. A lo largo de
todo el valle se encuentra la depositacién de materiales clasticos de ceniza y derrames de lava que
formaron tobas de diferente clasificacion que pertenecen a la formaciéon Tarango y el grupo San
Juan. En la parte noreste y suroeste del valle en las zonas de transicidon entre las montanas y el

valle hay presencia de aluvion, constituido por gravas, arena-limos y suelo residual.



A partir de estos materiales se formaron los suelos caracteristicos del Valle del Mezquital
clasificados como leptosoles eltricos y réndzicos, feozems haplicos y cdlcicos y vertisoles eutricos
(Friedel et al., 2000). Los leptosoles se caracterizan por ser muy someros (de 0-25 cm), lo cual no
es muy propicio para el desarrollo vegetal. Los feozems son ricos en materia orgdnica, su
profundidad es media y tienen un buen desarrollo vegetal. Los vertisoles son suelos con grandes
cantidades de arcilla (mas de 30%), también ricos en materia organica, y son mas profundos, por lo
que son los suelos mas productivos. El patron de distribucidn caracteristico de los piedemontes del
Valle del Mezquital se caracteriza por la predominancia de los leptosoles en las partes altas, los
feozems en las partes medias y los vertisoles se encuentran mayormente en las partes bajas del

piedemonte (Siebe, 2010).

De acuerdo a los reportes del British Geological Survey y de la Comisidn Nacional de Agua (1998 y
2002) el cauce principal en la zona es el rio Tula, el cual recibe el efluente del rio el Salto, el cual a
su vez es la continuacién del Tajo de Nochistongo que sirve para dar salida a las aguas residuales
del emisor poniente y del emisor profundo provenientes de la Ciudad de México. Rio abajo recibe
el efluente del rio Salado, en el cual a su vez desembocan las aguas residuales del gran canal del
desagiie provenientes también de la Ciudad de México. Finalmente, el rio Tula desemboca en el
rio Moctezuma que sigue su curso con direccion al norte pasando por los estados de Querétaro,
San Luis Potosi y Veracruz donde cambia su nombre a rio Panuco, el cual llega hasta Tamaulipas

donde desemboca en el Golfo de México.

El Valle del Mezquital recibe aproximadamente 40 m>s™ de aguas residuales no tratadas que se
utilizan parcialmente mezcladas con los 12 m>s™ de escurrimiento natural del rio Tula durante la
época de lluvias, para regar alrededor de 90,000 ha mediante una red de canales (CNA, 2002;
Siebe et al., 2010), por lo que se considera al Valle del Mezquital el sistema de irrigacion agricola
con aguas residuales mas extenso del mundo (Jiménez et al., 2004). El uso de agua residual para
riego comenzo oficialmente en esta zona en el afio de 1912, aunque existen parcelas que ya se

irrigaban con agua residual antes de esta fecha (Siebe et al., 1994).

El riego se hace por inundacién (efecto de gravedad). Las laminas de riego medias anuales varian
entre 680 y 3,300 mm al afio, dependiendo de la especie cultivada, de la estacidn del afio y del

tipo de suelo (Siebe et al., 1994).



4.2 Muestreo y montaje de columnas

Se eligieron dos campos de cultivo para extraer cuatro monolitos de cada uno de ellos. Ambos
campos son representativos del tipo dominante de suelo en la zona, que corresponde a Phaeozem
(IUSS, 2007); uno tiene una textura franco-limosa en su horizonte superficial y tiene un régimen de
riego de temporal y nunca ha sido regado con agua residual (AR) en el municipio de Santiago
Tezontlale (477919 m E, 2225262 m N), el otro tiene una textura arcillosa y tiene un régimen de
riego aproximadamente mensual con agua residual desde hace 80 afios en la localidad de

Tlahuelilpan (488793 m E, 2229528 m N; Figura 3).

Figura 3. Mapa de localizacion de los puntos de muestreo en los municipios de Santiago Tezontlale
y Tlahuelilpan

Se esculpieron monolitos columnares no perturbados de los 30 cm superficiales del suelo,
mediante la eliminacién del suelo adyacente para que posteriormente cupiera en un cilindro de
acero de 15 cm de didametro y 20 cm de longitud. El cilindro se deslizé sobre el monolito y se cortd
cuidadosamente la parte inferior con un cuchillo para recuperarlo. También se obtuvo una
muestra perturbada de cada suelo adyacente a los monolitos, para conocer sus caracteristicas
fisicas, lo cual se llevé a cabo en el laboratorio de fisica de suelos del Instituto de Geologia, UNAM.

Los datos se muestran en el cuadro 1.



En este estudio se decidié utilizar monolitos intactos, dado que en ellos se preservan la porosidad,
estructura y textura del suelo, caracteristicas que afectan el transporte de agua y solutos (Prado et

al., 2009).

Cuadro 1. Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos utilizados en el estudio.

Parametro Temporal Riego
Arcilla (%) 62 42
Limo (%) 19 38
Arena (%) 19 20
Carbono organico total (%) 0.92 2.1
Nitrégeno total (%) 0.22 0.07
pH 7.2 8.01
Conductividad hidraulica (cm h™) 1.14 1.44
SMX total (ug kg™; Dalkmann et al., 2012) 0.043 5.96
CIP total (pg kg™*; Dalkmann et al., 2012) 0.54 1.22

Una vez trasportadas al invernadero, se elimind el suelo compactado de la parte inferior y se
colocaron sobre dispositivos de plastico rigido en forma de embudo. Estos dispositivos tenian una
placa porosa en la que previamente se colocé un filtro de celulosa con una apertura de 0.5 um
(Millipore) y una capa de arena de cuarzo lavada (0.2 mm) para asegurar el contacto hidraulico y
facilitar el drenado del agua contenida en los macroporos (30 um de didametro); los embudos

estaban conectados a un sistema de vacio con una succion de 10 kPa (pF2).

Los monolitos fueron sembrados con alfalfa (25 semillas por monolito) para simular la densidad
encontrada en campo, éstas permanecieron en el invernadero del Instituto de Geologia de la
UNAM bajo condiciones ambientales controladas (20.5+2.5°C, 40-80% humedad y 13-40 W/m’ de
intensidad luminosa) por 6 meses, durante los cuales la alfalfa se coseché dos veces para estimular
el desarrollo del sistema radical dentro del monolito. El suelo de los monolitos se mantuvo
himedo para evitar la formacidn de grietas que participaran en la infiltracion preferencial, al igual
que en Siemens et al.,, (2010) ésta es una importante diferencia entre nuestro estudio y la

situacién en el campo.



4.3 Irrigaciones (tratamientos)

Tres monolitos de cada sitio se irrigaron con agua residual derivada del canal que se utiliza para
regar el campo de riego (Canal Tlamaco-Juandhd). En el cuadro 2 se enumeran algunas de las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del agua residual utilizada para la irrigacién, las

determinaciones se llevaron a cabo en el laboratiod de fisica de suelos, Bonn y Freiburg.

Cuadro 2. Caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del agua residual.

Parametro
pH 7.2
Conductividad eléctrica (uS/cm) 1040
Sélidos totales disueltos (ppm) 520
Sulfametoxazol (ug L") 0.41
Ciprofloxacino (pg L) 0.16
Genes de resistencia (copias/100 mL)
sull 1.58x10°
sul2 1.28x10’
qnrB 3.40x10°
qnrS 5.43x10°

(Siebe et al., en preparacion)

Al agua residual se le afiadié el colorante azul brillante (erioglaucina, 2 g I'; Sigma Aldrich), este
colorante se distingue facilmente en los suelos utilizados, tiene baja toxicidad y una movilidad en
el suelo parecida a la del agua (Ketelsen et al., 1999). El colorante permite visualizar las zonas de
infiltracidon del agua para realizar posteriormente muestreos selectivos de la matriz del suelo
(zonas no coloreadas) y de las zonas de infiltracion (zonas coloreadas), asi como medir la
cobertura del colorante y hacer un analisis semi-cuantitativo de la dispersion del trazador (Forrer

et al., 2000) mediante el programa de computo Image Pro (Media Cybernetics Inc., EUA).

Dos de los monolitos de cada sitio que se irrigaron con agua residual, se le afiadieron
adicionalmente los antibidticos sulfametoxazol (SMX) y ciprofloxacino (CIP) con una concentracion
de 200 mg I"* de cada uno (Sigma Aldrich). Un monolito de cada tipo de suelo se irrigd una vez,
mientras otro monolito tuvo dos irrigaciones con esta solucion de antibidticos. El tercer monolito

se irrigd sélo con agua residual adicionada con el colorante, pero sin antibidticos. El cuarto



monolito se regd con una solucion de lluvia artificial (CaCl, 0.01 M) que contenia sdlo el colorante.

La figura 4 muestra un esquema del disefio experimental.

Se eligieron estos antibidticos con base en los datos disponibles sobre su consumo en la Republica
Mexicana (IMS Health, 2008) y la informacidn sobre su persistencia y movilidad en el suelo, donde
el SMX es mas movil y menos persistente que el CIP (Thiele-Bruhn, 2003). La concentracidn

aplicada con cada irrigacién fue de 250 mg I™".

Temporal

Agua residual + Lluvia artificial Lluvia artificial Agua residual +

azul brillante + azul brillante + azul brillante azul brillante
2 2 2 2
| | irrigaciones irrigaciones irrigaciones irrigaciones| |
sin SMX sin SMX sin SMX sin SMX
y CIP y CIP y CIP y CIP
n=5 n=5 n=5 n=5
1 1
irrigacion irrigacion
con SMX con SMX
y CIP y CIP
n=3 n=3
2 2
|_|irrigaciones irrigaciones | |
con SMX con SMX
y CIP y CIP
n=5 n=5

Figura 4. Esquema del disefio experimental

Las irrigaciones se realizaron con un volumen de poro (Vo) de las soluciones correspondientes. El
volumen de poro se obtiene multiplicando el volumen total del monolito de suelo por el contenido
volumétrico de agua en el mismo (cuadro 3). Las irrigaciones se llevaron a cabo en un solo evento
con el fin de producir un efecto de infiltracién preferencial por macroporos, tal como ocurre en

campo. Entre la primera y la segunda irrigacion hubo una semana de diferencia.



Cuadro 3. Volumenes de agua aplicados en ambos riegos que corresponden a un volumen de poro
para cada columna.

Temporal Riego

. Vo=Vt*0 volumen Vo=Vt* 0 volumen

Tratamiento (mL) Aplicado (mL) Aplicado
(mL) (mL)

Lluvia artificial 799.87 800 861.05 861
LI RE] 910.37 910 814.28 820
(AR)
1irrigacion
AR + antibiéticos 823.45 830 725.27 730
2 rrigaciones 912.14 910 789.44 790
AR + antibidticos

Vo: volumen de poro, Vt: volumen total, 8: humedad volumétrica (cm?®*/m?3), AR: agua residual
Siebe y Siemens, comunicacién personal®

4.4 Muestreo selectivo en los monolitos

Una semana después del ultimo evento de riego los monolitos se cortaron verticalmente en tres
capas de aproximadamente 5 cm de espesor y se tomaron fotografias con una cdmara Canon
Power Shot SX230 HS. Lo anterior se hizo para verificar que las zonas de infiltracién preferencial
coincidian con la presencia de las raices. Se muestred selectivamente distinguiendo las zonas
coloreadas y no coloreadas. Los monolitos que recibieron una irrigacion se muestrearon a dos
profundidades: los primeros 2 cm (superficial), y la parte intermedia y del fondo del monolito se
muestrearon conjuntamente, esto es porque con una irrigacién la parte del fondo del monolito no
presentaba zonas coloreadas. Los monolitos que recibieron 2 irrigaciones se dividieron en 3
profundidades, la parte superficial (2 cm), parte intermedia (2 — 11 cm) y la parte del fondo del
monolito (11 — 20 cm). En cada profundidad se muestreé o bien la zona coloreada o la no

coloreada y de cada zona se colectaron 3 muestras y se mezclaron en una muestra compuesta.

! Datos generados en el marco del proyecto DFG-CONACyT (10110-193-10, GR1792/4-1, SI11106/5-1)



En las muestras de suelo se cuantificaron tanto el contenido residual de los antibidticos SMX y
CIP, asi como los genes que confieren resistencia a los antimicrobianos SMX (sull y sul2) y CIP
(gnrB y qnrS) en el suelo. Se realizé la determinacion de la densidad bacteriana en cada muestra

mediante el uso del gen 16s rDNA.

4.5 Extraccion y cuantificacion de antibidticos

Se analizaron Unicamente las muestras de los monolitos regados con agua residual de ambos sitios
(n=26) por duplicado, como control de calidad en el proceso de extraccion y cuantificacién de los
antibidticos, por lo que se obtuvieron 52 mediciones. En las muestras de los monolitos regados

con lluvia artificial no se determind la concentracion de antibidticos.

Se distribuyeron 10 g de peso seco (PS) de cada una de las muestras en vasos de centrifuga de
borosilicato. La extraccién de la fraccidon bioaccesible del suelo se realizé con 25 mL de una
solucién de CaCl, 0.01 M, la suspensiéon permanecié en agitacidon durante 48 h, seguido de una
centrifugacién por 20 min a 2500 x g. Se colectaron 950 pL del supernadante y se le agregd 50 uL
de una mezcla de los antibidticos marcados isotépicamente con una concentracién final de
1 ug/mL y se almacend hasta su medicién a una temperatura de -21°C, (sulfametoxazol, ring-"*Cq,

> 98% puro; ciprofloxacino, carboxyl->Cs, quinoline-°N, 2 98% puro; Sigma-Aldrich).

Para extraer la fraccién fuertemente adsorbida al suelo se utilizé una extraccién acelerada con
solventes (ASE). Se utilizaron 2 diferentes solventes para cada uno de los antibidticos, para el
sulfametoxazol fue una solucidn 1:1 de metanol:agua (v/v) de acuerdo a Gébel et al., (2005) y para
el ciprofloxacino fue una solucién 1:1 de acido fosférico acuoso:acetonitrilo 50 mM (v/v) de
acuerdo a Golet et al., 2001. Nuevamente, se colectaron 950 pL del extracto y se le agregé 50 uL
de una mezcla de los antibidticos marcados isotdpicamente con una concentracién final de 1 pg

mL™.

La cuantificacién de los antibidticos en los extractos de suelo se realiz6 mediante cromatografia
liqguida en tdndem con espectroscopia de masas (LC-MS/MS). Ambos antibidticos fueron
analizados en la misma corrida bajo las siguientes especificaciones: la separacién de los

antibidticos se hizo con una columna HPLC XBridge C18 (Waters, Milford, MA, USA) protegiéndola



con una columna guardia (Sentry 2.1x10 mm, Waters, Milford, MA, USA). Los eluyentes fueron
metanol y agua Millipore, ambos acidificados con 0.1% de acido férmico. El caudal fue de
300 pL min™. El gradiente de elucién empezé con una solucién de metanol al 5%, incrementando
después de 5 min a 60%, elevdndose de 60 a 80% después de 15 min, una elevacién posterior de
80 a 95% después de 16 min, manteniendo 95% por 30 seg para después regresar a las
condiciones iniciales en 30 seg. Las condiciones iniciales se mantuvieron hasta que el método
termind después de 25 min. La cuantificacién se realizé con un sistema ThermoFinnigan
compuesto por un automuestreador Surveyor, una bomba Surveyor MS plus y un espectrémetro
TSQ Quantum Ultra tdndem equipado con una fuente de iones en electrospray (HESI) operando de
forma positiva (Thermo Finnigan, Dreieich, Alemania). Para los extractos de CaCl, y ASE, 10 pL de
la muestra se inyectaron en el sistema utilizando un loop de inyeccion parcial. Los pardmetros de
ionizacion fueron: corriente de descarga 4.0 kV, temperatura de vaporizacion 390°C y temperatura
capilar de 217°C. Como gas auxiliar se utilizé nitrégeno y se utilizé helio como gas colisionador con
una presién de 1.5 mTorr. El espectrofotometro de masas se operd en forma de monitoreo de
reaccion selecta (SRM) y se midieron por lo menos dos transiciones para cada antibidtico

(Dalkmann et al., 2012).

4.6 Cuantificacion de los genes 16S rDNA, sul y gnr

Se analizaron las muestras de los monolitos regados tanto con agua residual como con lluvia
artificial de ambos sitios (n=36) las muestras se analizaron técnicamente por triplicado, como
control de calidad en el proceso de extraccién de DNA y cuantificacion de los genes (Pfaffl et al,,

2009), por lo que se hicieron 108 mediciones.

La extraccidon de DNA gendmico se realizé de 400 mg de suelo con el kit NucleoSpin Soil (Macherey
Nagel) siguiendo las instrucciones del proveedor y se eluyd en 50 uL de buffer. El DNA gendmico
fue utilizado subsecuentemente como templado para el PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
tiempo real utilizando una dilucién 1:5 para la cuantificacion de los genes de resistencia sull, sul2,

gnrBy qnrSy para la cuantificacidn del gen 16S rDNA se utilizd una dilucién 1:50.

Los métodos fueron optimizados para el termociclador LightCycler 480 (Roche) y la utilizacion de

reactivos de esta misma marca, LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | y LightCycler®



TagMan® Master, las pruebas Tagman fueron marcadas con 6-carboxifluoresceina (FAM) en el
extremo 5" y quenched con tetrametilrodamina (TAMRA) en el extremo 3’. Los cebadores y
pruebas para 16S rDNA, sull, sul2, gnrB y qnrS se describen en el cuadro 4. Los templados para
generar las curvas de calibracidon fueron diluciones seriadas de productos de PCR purificados de
geles de agarosa. El volumen final de reaccion se ajusté a 10 L, tal como se describe en Dalkmann

etal., (2012).

Para la cuantificacion del gen bacteriano 16S rDNA se utilizaron 2 puL TagMan Master (Roche), 0.5
MM de cada cebador, 0.15 pM de prueba TagMan y 0.875 mM de MgCl,. Las condiciones de
amplificacion fueron 10 min a 95°C para conseguir una completa desnaturalizacién y activacién de
la enzima, seguido de 45 ciclos de 10s de desnaturalizacién a 95°C, 40s de alineamiento a 50°Cy 1s
de elongaciéon a 72°C. La cuantificacion de sull contenia 2 uL TagMan Master (Roche), 0.4 uM de
cada cebador, 0.15 uM de prueba TagMan y 0.5 mM de MgCl,. Las condiciones de amplificacién
fueron 10 min a 95°C y 45 ciclos de 10s a 95°C, 30s a 58°C y 1s a 72°C. Para el gen sul2 se utilizaron
2 ul de TagMan Master (Roche), 0.7 uM de cada cebador, 0.15 uM de prueba TagMan y 0.75 mM
de MgCl,. Las condiciones de amplificacidon fueron 10 min a 95°C y 45 ciclos de 10s a 95°C, 40s a
51°Cy 1s a 72°C. Para los genes gnrB y gnrS se utilizaron 1 plL de FastStart DNA Master SYBR Green
| (Roche), 0.5 uM de cada cebador y 4 mM de MgCl,. Las condiciones de amplificacion fueron las

mismas para ambos genes, 10 min a 95°Cy 30 ciclos de 10s a 95°C, 5s a 56°Cy 30s a 72°C.

Cuadro 4. Cebadores y pruebas TagMan utilizadas para la amplificacién por PCR en tiempo real.

o Cebadores
Amplicén s o .
y prueba Secuencia (5°- 3") Ta (°C) Referencia
Gen (pb)
TagMan
Bact348f TGCCAGCAGCCGCGGTAATACRDAG .
165 439 Bact786r  GGACTACYVGGGTATCTAAT 50 Tak;(')gga/"
rDNA tpBact AGGCAGCAGTDRGGAAT
qSUL653f  CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG
sull 67 qSUL719r  CAGCGAGCCTTGCGGCGG 58 H/euze(;;;
al.,
tpSuUL1 TTGCCGATCGCGTGAAGT
gsul2-595f  CGGCTGCGCTTCGATTT
sul2 60 qsul2-654r  CGCGCGCAGAAAGGATT 51 :f“;é;;
tpsul2-614  CGGTGCTTCTGTCTGTTTCGCGC ’
qnrB-F AGCGGCACTGAATTTAT i
gnrB 497 56 Guillard et

gnrB-R GTTTGCTGCTCGCCAGTC al., 2009




qnrs-F GGAAACCTACAATCATACATA Guillard et

qnrs 600 gnrs-R GTCAGGATAAACAACAATACC >6 al., 2009

pb: pares de bases, Ta: temperatura de alineamiento.

4.7 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico inicid con la prueba de distribucion normal (D’Agostino & Pearson omnibus)
y de homogeneidad de varianzas (Bartlett) a las variables: biomasa bacteriana (16s rDNA),
concentracién de antibidticos SMX (CaCl,, ASE total) y CIP (CaCl,, ASE total) y cantidad de genes
de resistencia sull y sul2. Los datos que no superaron los supuestos para estadistica pardmetrica
fueron transformados mediante logy,. Para comparar dos grupos, se utilizé la prueba t de Student

del paquete estadistico Prism 5.03 (GraphPad Software, Inc. USA).

Para comparar las concentraciones de antibiéticos y genes en los suelos estudiados se elabord un
disefo en parcelas subdivididas. Para ello se desarrollo un modelo que contempld tres factores y
un bloque; la parcela grande consistio en el sitio (factor A), la subparcela fue el tratamiento (factor
B), la subdivisidn de la subparcela (sub-subparcela) consistié en el microambiente (factor C) y el
bloque se realizé con la profundidad de la muestra. El modelo estadistico se presenta a

continuacién:
Vijl =HF G+ Bj + gt 81’]’ + it Vik t Mkt b; +p;; +SPil TSSPkjil + €l

En la expresion anterior y es la variable dependiente, u representa la media general, o el i-ésimo
nivel del factor asociado a las parcelas principales, Bj el j-ésimo nivel del factor asociado a las
subparcelas dentro de las parcelas principales, y, el k-ésimo nivel del factor asociado a las
subdivisién de la subparcela y 8/]-, bk Vik Y Mijk las correspondientes interacciones. Los términos

aleatorios de éste modelo corresponden a los efectos de bloques (b), los efectos de parcelas (p),
los efectos de subparcelas (sp), los efectos de sub-subparcelas (ssp) y el error experimental (Sljk/)'
Para realizar el anadlisis se utilizd el procedimiento GLM de SAS 9.0 (SAS nstitute Inc). En caso de

resultar significativo cualquiera de los efectos principales o las interacciones, se aplicé la prueba

de comparacion multiple de Tukey.



Las figuras se realizaron con el programa estadistico Prism 5.03 (GraphPad Software, Inc.). En
todos los casos se presentan los valores promedio * error estandar de la media y se considerd un

nivel de p < 0.05 como significativo.



5. Resultados

5.1 Infiltracion del agua

La ruta de infiltracién del agua se visualizd al agregar azul brillante a la mezcla de cada
tratamiento, ya que las zonas por donde se infiltré el agua quedaron coloreadas en azul mientras
gue las zonas por donde no se infiltré el agua permanecieron del color natural del suelo, es decir,
no se colorearon. En la figura 5 se muestran imagenes representativas de dos monolitos de suelo
de cada sitio. En las imagenes se hizo evidente la distribucién del colorante; el 100% de los
monolitos presentaron la parte superficial completamente coloreada (2 cm). En los monolitos con
una sola irrigacién el colorante se infiltré hasta la parte intermedia (aproximadamente 11 cm
desde la superficie), y al irrigar los monolitos en dos ocasiones el colorante se infiltré hasta el

fondo del monolito.

El suelo del sitio de temporal fue mas denso y estuvo mas compactado que el del sitio de riego, el
cual se aprecid mas estructurado y poroso. Los limites entre las zonas coloreadas y no coloreadas

del sitio de temporal fueron mas definidos que en el sitio de riego.

En el sitio de temporal los bioporos hechos por las raices de las plantas fueron la principal
trayectoria de infiltracion de agua, sin embargo, en el sitio de riego la infiltracion de agua se llevo a
cabo por todo el sistema poroso del suelo, ya fuera rizosférico o por la matriz del suelo. Al medir la
cobertura del colorante en los monolitos que experimentaron dos irrigaciones encontramos que
en el sitio de temporal éste cubrid alrededor del 50% de la superficie y en el sitio de riego cerca del

80%.



Una irrigacion Dos irrigaciones
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Figura 5. Infiltracion de agua en los monolitos del sitio de temporal (A) y del sitio de riego (B). Con
una y dos irrigaciones, distinguiendo entre las tres profundidades muestreadas.

5.2 Condiciones inalteradas del suelo

El nimero de copias de los genes de resistencia a sulfametoxazol (sull y sul2) y a ciprofloxacino
(gnrBy gnrS), asi como del gen bacteriano 16S rDNA detactados en un gramo de suelo (peso seco)

se concentraron en el anexo 3.

Para determinar las caracteristicas iniciales de los terrenos se utilizaron los datos obtenidos del
tratamiento con lluvia artificial (CaCl, 0.01M) debido a que éste tratamiento representa la
condicidn inalterada del suelo, de esta forma se evalué la biomasa bacteriana y la concentracion de
genes de resistencia a sulfametoxazol (sull y sul2) previos al tratamiento con agua residual y
antibioticos. En la Figura 6 se presenta la cuantificacién de la biomasa bacteriana del suelo, para lo
cual se utilizé como estimador a la concentracién del gen 16S rDNA,; el sitio de riego presentd una
biomasa bacteriana mayor que el sitio de temporal (Figura 6A, p <0.05). Con respecto a los

microambientes, en ambos sitios la concentracidn del gen 16S resulté mayor en la zona coloreada



(Figura 6B, p <0.05). El porcentaje de distribucion de la biomasa total dentro de la zona coloreada
fue de 87 y 73 % para el sitio de temporal y riego, respectivamente. Por otra parte, se presentaron
diferencias significativas cuando se considero la profundidad (Figura 6C). Para ambos sitios la

biomasa disminuyd (p <0.05) conforme se incrementd la profundidad.
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Figura 6. Biomasa bacteriana detectada en los monolitos de suelo de temporal y de riego tratados
con lluvia artificial (promedio y error estandar). A) Contenido de 16s rDNA en el sitio de temporal y
en el sitio de riego, B) Biomasa bacteriana detectada en las zonas coloreadas y no coloreadas y C)
Biomasa bacteriana encontrada a diferentes profundidades de acuerdo a la zona coloreada y no
coloreada. En B se presenta el porcentaje de biomasa perteneciente a la zona coloreada. Literales
diferentes indican valores de p <0.05.

En la Figura 7 se presenta la cuantificacién del gen de resistencia a sulfametoxazol sull en el suelo,
para lo cual se normalizé con la concentracién del gen 16S rDNA, para disminuir la variabilidad
ocasionada por la cantidad de DNA extractable y amplificable; el sitio de riego presentd una
concentracidn del gen sull mayor que el sitio de temporal (Figura 7A, p <0.05). Con respecto a los
microambientes, en ambos sitios la concentracion de este gen de resistencia resulté mayor en la
zona coloreada (Figura 7B, p <0.05). En lo referente a la profundidad (Figura 7C), en la zona
coloreada del sitio de temporal la concentracién de sull disminuyd y posteriormente se

incrementd conforme aumentd la profundidad (p <0.05), en la zona no coloreada del mismo sitio



no se observd ningln cambio entre la parte intermedia y el fondo del monolito; por otro lado, en
la zona coloreada del sitio de riego no se encontré diferencia con respecto a la profundidad, pero
en la zona no coloreada la concentracidn de sull es mayor en la parte intermedia que en el fondo

del monolito (p <0.05).
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Figura 7. Concentracién del gen sull en los monolitos de suelo de temporal y de riego tratados con
lluvia artificial (promedio y error estandar). A) Contenido de sull en el sitio de temporal y en el sitio
de riego, B) Concentracion de sull detectada en las zonas coloreadas y no coloreadas y C)
Concentracion de sull encontrada a diferentes profundidades de acuerdo a la zona coloreada y no
coloreada. Literales diferentes indican valores de p <0.05. NS = no significativo.

En la Figura 8 se presenta la cuantificacién del gen de resistencia a sulfametoxazol sul2 en el suelo,
para lo cual se normalizé con la concentracién del gen16S rDNA, para disminuir la variabilidad
ocasionada por la cantidad de DNA extractable y amplificable; la concentracién de este gen estuvo

bajo el limite de deteccién en el suelo de temporal (Figura 8A). Con respecto a los

microambiantes, la concentracion del gen sul2 resulté mayor en la zona coloreada (Figura 8B, p
<0.05). En lo referente a la profundidad (Figura 8C), en la zona coloreada la concentracion de este
gen disminuyé conforme aumenté la profundidad (p <0.05), y en la zona no coloreada no se

observé ninglin cambio entre la parte intermedia y el fondo del monolito.
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Figura 8. Concentracion del gen su/2 en los monolitos de suelo de temporal y de riego regados con
lluvia artificial (promedio y error estandar). A) Contenido de sul2 en el sitio de temporal y en el sitio
de riego, B) Concentracién de sul2 detectada en las zonas coloreadas y no coloreadas y C)
Concentracion de sul2 encontrada a diferentes profundidades de acuerdo a la zona coloreada y no
coloreada. ND = no detectado. Literales diferentes indican valores de p <0.05, ND= no detectado,
NS = no significativo.

5.3 Comportamiento del sulfametoxazol y del ciprofloxacino en el suelo por efecto del riego con

agua residual y la aplicacion de antibidticos.

Las concentraciones de los antibidticos sulfametoxazol (SMX) y ciprofloxacino (CIP) se reportan en
el anexo 2. De las 52 mediciones obtenidas, 5 valores se consideraron atipicos por tener uno o dos
ordenes de magnitud mas que el resto de las muestras del mismo monolito y se descartaron para

la representacion grafica y el analisis estadistico.

Para determinar el comportamiento general del sulfametoxazol (SMX) y el ciprofloxacino (CIP) en
el suelo se utilizaron los datos obtenidos en los tres tratamientos aplicados. En la Figura 9 se
presenta la cuantificacion de SMX; no se encontraron diferencias entre las fracciones extractable

con ASE y CaCl, tanto en el sitio de temporal como en el sitio de riego (Figura 9A, p <0.05), por lo



cual los andlisis posteriores se realizaron con el promedio de ambas fracciones. La concentracion
de SMX fue igual en el sitio de temporal que en el sitio de riego (Figura 9A, p <0.05). Tampoco se
encontraron diferencias en la concentracién de SMX en los microambientes analizados, ni en Ila

tres profundidades tomadas en cuenta (Figura 9C, 9D, p <0.05).
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Figura 9. Concentracion de SMX (promedio y error estandar). A) En la fraccidn extractable con CaCl,
y con ASE de ambos sitios de estudio, B) SMX detectado en el sitio de temporal y de riego, C) SMX
encontrado en los diferentes microambientes analizados, D) Concentracién de SMX en diferentes
profundidades. NS=no significativo.

En la Figura 10 se presenta la cuantificacion de CIP; la fraccidon extractable con ASE tuvo una
concentracién mayor que la fraccidn extractable con CaCl, en los dos sitios estudiados (temporal
93%, riego 86%; Figura 10A, p <0.05). En la fraccidn extractable con CaCl, no se encontraron
diferencias entre el sitio de temporal y el de riego, mientras que en la fraccidn extractable con ASE
la concentracién de CIP fue menor en el sitio de riego (Figura 10B, p <0.05). En ambas fracciones y
en ambos sitios la concentracion de este antibiético fue mayor en la zona coloreada (Figura 10C, p
<0.05). Con respecto a la profundidad, la concentracion de CIP fue disminuyendo conforme
aumenté la profundidad en ambas fracciones del sitio de temporal, asi como en la fraccién

extractable con ASE del sitio de riego (Figura 10D, p <0.05).
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Figura 10. Concentracion de CIP (romedio y error estandar). A) En la fraccidn extractable con CaCl, y
ASE de ambos sitios de estudio, B) CIP detectado en el sitio de temporal y de riego en cada una de
las fracciones analizadas, C) CIP encontrado en los diferentes microambientes analizados, D)
Concentraciéon de CIP en diferentes profundidades. Literales diferentes indican valores de p <0.05.
NS=no significativo.

Para determinar el efecto que tuvo el riego con agua residual y la adicion de distintas dosis de
antibidticos en el suelo, se compard la concentracion de SMX y CIP en los dos microambientes
estudiados. En la Figura 11 se presenta la cuantificacion de SMX de la zona coloreada y no
coloreada de los diferentes tratamientos de cada sitio de estudio; en ambos microambientes del
sitio de temporal la concentracion se incrementé continuamente con la aplicacién de los
tratamientos siendo la el tratamientos con dos dosis de SMX el que presenta la concentracion mas
alta (Figura 11A, p <0.05). En la zona coloreada del sitio de riego también se encontré que la
concentracidn fue mayor en los monolitos a los cuales se les adicion6 el antibiético, pero no hubo
diferencia entre una o dos dosis del mismo, sin embargo en la zona no coloreada la concentracidn
del antibiotico se incrementa consecurtivamente con la aplicacion de los tratamientos (Figura 11B,

p <0.05).
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Figura 11. Acumulacidon de SMX por efecto de los tratamientos en los dos microambientes de
estudio (promedio y error estandar). A) Contenido de SMX en el sitio de temporal, B) y en el sitio de
riego. AR=agua residual. Literales diferentes indican valores de p <0.05.

En la Figura 12 se presenta la cuantificacién de CIP de la zona coloreada y no coloreada de los
diferentes tratamientos de cada sitio de estudio; en la zona coloreada de ambos sitios la
concentracién de este antibidtico fue mayor en los monolitos a los cuales se les adicioné el
antibioético, pero no hubo diferencia entre una o dos dosis del mismo, en la zona no coloreada

también de ambos sitios no se observo diferencias a pesar de la adicién de una y dos dosis de CIP

(Figura 12A, 12B, p <0.05).
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Figura 12. Acumulacién de CIP por efecto de los tratamientos en los dos microambientes de estudio
(promedio y error estandar). A) Contenido de CIP en el sitio de temporal, B) y en el sitio de riego.
AR=agua residual. Literales diferentes indican valores de p <0.05.



5.4 Efecto del agua residual y la acumulacion de antibidticos en la biomasa bacteriana y la

dispersion de genes de resistencia

Para determinar el efecto que tuvieron los tratamientos con agua residual y antibidticos en la
biomasa bacteriana se compard la concentracién del gen 16S rDNA en los dos microambientes,
contra la condicidn inalterada (lluvia artificial). En la Figura 13 se presenta la cuantificacion de la
biomasa bacteriana de la zona coloreada y no coloreada de los diferentes tratamientos de cada
sitio de estudio; en el sitio de temporal la biomasa bacteriana de la zona coloreada se incrementé
en los tratamientos con agua residual y con dos riegos de agua residual mas SMX y CIP, y la biomasa
de la zona no coloreada se incrementd Unicamente con el tratamiento con agua residual (Figura
13A, p <0.05). En el sitio de riego la concentracion del gen 16S de la zona coloreada disminuyd con
el tratamiento de dos riegos con agua residual mas SMX y CIP, y en la zona no coloreada los

tratamientos no tuvieron ningun efecto (Figura 13B, p <0.05).
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Figura 13. Efecto de los tratamientos sobre la biomasa bacteriana en los dos microambientes
estudiados (promedio y error estandar). A) Contenido de 16s rDNA en el sitio de temporal, B) y en
el sitio de riego. Literales diferentes indican valores de p <0.05.



Para determinar el efecto que tuvieron los tratamientos con agua residual y SMX en la
concentracién de los genes de resistencia sull y sul2 en el suelo se hizo una comparaciéon multiple
entre los diferentes microambientes de cada uno de los tratamientos en ambos sitios. En la Figura
14 se presenta la cuantificacion de sull en las zonas coloreada y no coloreada de los sitios de
temporal y de riego; la concentracidn de este gen fue mayor en las zonas coloreadas (p <0.05) de
todos los tratamientos de ambos sitios; en el sitio de temporal la aplicacion de los tratamientos
incrementod tan fuertemente la concentracion de sull que en cada tratamiento ésta resulto menor
en el sitio de riego. Con respecto a la zona coloreada del sitio de temporal se observd un
incremento en la concentracién de sull cuando se irrigd el monolito con agua residual, sin
embargo, el tratamiento con una irrigacion de SMX no aumentd la concentracién de sull, es el
tratamiento con dos dosis de SMX en el que se presenté nuevamente un incremento en la
concentracién de este gen; en la zona no coloreada de este mismo sitio la concentracion de sull se
incrementd cada vez mas con cada uno de los tratamientos (Figura 14A, p <0.05). En relacién al
sitio de riego, se observd que en la zona coloreada la concentracién de sull aumenta
consecutivamente con los tratamientos con agua residual y con una dosis de SMX, sin embargo
una doble dosis de este antibidtico no incrementd la concentracién del gen; en la zona no
coloreada Unicamente en el tratamiento con doble dosis de SMX incrementa se incrementé la

concentracién de sull (Figura 14B, p <0.05).
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Figura 14. Efecto de los tratamientos sobre la concentracién de sul/l en los dos microambientes
estudiados (promedio y error estandar). A) Contenido de su/l en el sitio de temporal, B) y en el sitio
de riego. Literales diferentes indican valores de p <0.05.

En la Figura 15 se presenta la cuantificacién de sul2 en las zonas coloreada y no coloreada de los
sitios de temporal y de riego; la concentracién de este gen fue mayor en las zonas coloreadas de
todos los tratamientos del sitio de temporal (p <0.05), mientras que en el sitio de riego no se
observan diferencias entre ambas zonas en la mayoria de los tratamientos; en el sitio de temporal
la aplicacién de los tratamientos incrementd tan fuertemente la concentracién de sul2 que en cada
tratamiento ésta resulto menor en el sitio de riego. Con respecto a la zona coloreada del sitio de
temporal lo que parecié un incrementd consecutivo con la aplicacién de los tratamientos no fue
significativo; de las zonas no coloreadas del mismo sitio el gen sul2 se volvié detectable hasta el
tratamiento con una dosis de SMX y se incrementd con la aplicacion de una segunda dosis del
mismo antibidtico (Figura 15A, p <0.05). En las zonas coloreadas del sitio de riego los tres
tratamientos produjeron el mismo incremento de sul2 con respecto a la condicién inalterada (p
<0.05), y en las zonas no coloreadas se observé un incremento consecutivo con la aplicaciéon de los

tratamientos, pero no hay diferencia entre la aplicacién de una o dos dosis de SMX en la

concentracion de éste gen (Figura 15B, p <0.05).
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Figura 15. Efecto de los tratamientos sobre la concentracién de sul2 en los dos microambientes
estudiados (promedio y error estandar). A) Contenido de su/2 en el sitio de temporal, B) y en el sitio
de riego. Literales diferentes indican valores de p <0.05.

La cantidad del gen gnrB en todas las muestras de suelo estuvo bajo el limite de deteccion, a pesar
del tratamiento con agua residual y la adicion de ciprofloxacino. El gen gnrS mostré una sefial

positiva unicamente en una muestra (ver anexo 3).



6. Discusion

6.1 Infiltracion de agua

Fue posible visualizar la infiltracion del agua con la adicion del colorante azul brillante, ya que las
zonas por donde se infiltré el agua quedaron coloreadas en azul mientras que las zonas por donde
no se infiltré el agua permanecieron del color natural del suelo, es decir, no se colorearon. A partir
de la distribucién del colorante fue posible identificar que en el sitio de temporal las zonas
coloreadas coinicidian con el microambiente rizosferico del suelo o rizésfera, esto quiere decir que
en este sitio en particular los bioporos hechos por las raices de las plantas favorecen la infiltracion
del agua, como se postulé al inicio del experimento y como se ha reportado por otros autores
(Ghestem et al., 2011). Sin embargo, en el sitio de riego los poros formados por las raices no
fueron la principal trayectoria de infiltracion de agua, sino que ésta se distribuye indistintamente
por todo el sistema poroso, no obstante, es posible afirmar que las zonas coloreadas claramente
muestran las zonas por donde se infiltraron los diferentes tratamientos, lo que permite hacer una

distincidn entre el microambiente de la matriz del suelo que no estuvo en contacto con ellos.

La diferencia en la infiltracidon del agua en los dos tipos de suelo estd relacionada con la estructura
de los mismos ya que esta caracteristica influye de manera importante en la conductividad
hidraulica (Hillel, 1998). La ruta de infiltracion mas facil de seguir para el agua es a través de los
bioporos hechos por raices cuando el suelo estd compactado y es denso como se observé en el
sitio de temporal, pero si el suelo es mas poroso y esta mejor estructurado con agregados en
bloques estables la infiltracién puede darse facilmente por todo el sistema poroso, como lo que se

observé para en el sitio de riego.

El suelo del sitio de temporal presentd limites mds definidos entre las zonas coloreadas y no
coloreadas que el sitio de riego, ésto también puede ser consecuencia de la estructura del suelo o
bien, puede ser que en el sitio de riego el colorante se haya lixiviado con mayor facilidad que en el
sitio de temporal, ya que la sorcidn del azul brillante tiene una correlacién negativa con el carbono
organico (German-Heins et al., 2000) y el en suelo de riego el porcentaje de este componente es

mayor (2.6%).



6.2 Condiciones inalteradas del suelo

Para tener una idea mas clara sobre el efecto que tiene el riego con agua residual y la acumulacion
de los antibidticos en la biomasa bacteriana y, en la dispersidon de los genes de reisistencia a
sulfametoxazol y ciprofloxacino, primero se analizé el estado inalterado del suelo de ambos sitios,
aquel regado uncamente con lluvia artificial (CaCl,), de esta manera pudimos evaluar también la

participacién de la biomasa en la dispersion de los genes de resistencia.

La cuantificacion del gen 16S rDNA puede ser un estimado de la abundancia bacteriana ya que es
un gen universal del dominio bacteria, pero debe tomarse en consideracion las desventajas que
puede tener la utilizacidon de esta técnica para estimar la riqueza de la comunidad bacteriana: el
gen 16S rDNA no siempre se presenta en una sola copia; ya que dependiendo de la especie, ésta
puede albergar de 1 a 15 copias del gen en el genoma bacteriano, por lo que no puede
establecerse una relacidon 1:1 entre el nimero de copias encontradas y el nimero de bacterias

metabdlicamente activas (von Wintzingerode et al., 1997).

Se encontré una mayor biomasa en el sitio de riego que en el sitio de temporal lo cual puede ser la
consecuancia del riego con agua residual durante varios afios, el agua residual aporta materia
organica, nutrientes y biomasa bacteriana al suelo (Siebe, 1998; Friedel et al., 2000), lo cual influye
en la supervivencia y proliferacion bacteriana. Coincidentemente el porcentaje de carbono
organico encontrado en el sitio de riego (2.6%) es mayor al porcentaje encontrado en el sitio de
temporal (0.7%). Se encontrd una biomasa bacteriana mayor en la rizésfera (sitio temporal) y en el
sistema poroso (sitio de riego) que en la matriz del suelo, como se postulé al inicio del
experimento y como se ha reportado por otros autores (Berg et al., 2005). Con respecto a la
profundidad, se encontré que la biomasa disminuye conforme aumenta la profundidad,

probablemenete porque la aereacién disminuye.

La concentracion de los genes de resistencia a sulfametoxazol sull y sul2 se analizé en relacién a la
cantidad de genes 16S rDNA, para normalizar la variacion de los datos por la cantidad de DNA
bacteriano extraible y detectable por la amplificacion por PCR (Heuer et al., 2007). Un nimero
significativo de genes sull fueron encontrados en el sitio de temporal, ésto probablemente se

deba a que la comunidad bacteriana autdctona del suelo adquirid el gen de resistencia de alguna



manera, que puede ser a través de la transferencia horizontal de bacterias patogenas
provenientes del excremento de animales de pastoreo o personas que habitan en los alrededores
de la parcela, o bien puede ser que este gen fuera parte ya del resistoma nativo de la comunidad

bacteriana del suelo (Dalkmann et al., 2012).

Con respecto a sull, se encontrd una concentracién mayor en el sitio de riego, lo cual puede
deberse a que parte de la biomasa bacteriana proveniente del agua residual incluye a bacterias
patdgenas (Siebe, 1998; Jiménez et al., 2004 ), que pueden llegar a los suelos con el riego y que
probablemente contenian en su resistoma al gen su/l. La concentracién del gen fue mayor en la
rizosfera y en el sistema poroso que en la matriz del suelo, ésto probablemente se deba, como se
mencioné anteriormente, a que en estos microambientes la biomasa bacteriana es mayor, esto
aumenta las probablididades del contacto bacteria-bacteria y la transferencia horizontal puede
ocurrir mas frecuentemente (Berg et al., 2005; Van Elsas et al, 2007). En lo referente a la
profundidad, unicamente en la matriz del suelo del sitio de riego disminuye conforme aumenta la
profundidad, lo cual indica que este gen de resistencia no tiene un patrén de distribucién con

respecto a este factor.

No se detectd ninguna copia del gen sul2 en el sitio de temporal, lo cual sugiere que el gen su/2 no
forma parte del resistoma de la comunidad bacteriana nativa del suelo sino que probablemente
provino del agua residual, éste hallazgo coincide con lo reportado por Heuer et al. (2011), donde
en un suelo nunca antes fertilizado con estiércol, si se encontraron copias del gen sull pero no del
gen sul2. Con respecto a los dos microambientes del sitio de riego, se encontrd una concentracién
mayor en el sistema poroso que en la matriz del suelo, lo cual puede deberse a que en este
microambiente hay una mayor biomasa bactariana y por consiguiente una mayor probabilidad de
qgue ocurra la transferencia horizontal de genes (Berg et al, 2005; Van Elsas et al., 2007). En lo
referente a la profundidad, se observé una disminucidon en la concentraciéon de su/2 conforme
aumenté la profundidad del sistema poroso, lo cual indica que este gen de resistencia tienen un

patrén de distribucién con respecto a este factor.

El nimero de copias de los genes de reisistencia a ciprofloxacino gnrB y gnrS estuvieron bajo e
limite de deteccidon en ambos sitios, esto puede deberse a que provienen del agua residual y no

son muy estables en el suelo.



6.3 Comportamiento del sulfametoxazol y del ciprofloxacino en el suelo por efecto del riego con

agua residual y la aplicacion de antibidticos.

El suelo tiene dos formas de retener compuestos, de manera bioaccesible y de manera retenida,
gue comunmente se suman y se reportan como una concentracion total (Hammesfahr et al,,
2008). El término bioaccesible se refiere a todas aquellas sustancias que espacialmente se
encuentran en la superficie de las particulas de suelo donde coexisten con los organismos y que
por ende pueden tener algun efecto positivo o negativo en su forma de vida (Alexander, 2000),
cuando se requiere analizar los compuestos bioaccesibles del suelo es suficiente extraerlos con
CaCl, y agitacion. Cuando los compuestos estan fuertemente retenidos por las particulas de suelo
por procesos de sorcidon o intrusion, los organismos no pueden acceder a ellos y para su analisis es
necesario extraerlos con solventes como es el caso del ASE. Generalmente los efectos ambientales
de los contaminantes dependen mas de la fraccidon bioaccesible que del total (Rosendahl et al.,

2012).

En el caso del sulfametoxazol la concentracién encontrada de forma bioaccesible y de forma
retenida fue igual, cuando casi la mitad del antibidtico encontrado esta disponible, éste puede
representar una presion de seleccion para la comunidad bacteriana tanto en la rizésfera o el
sistema poroso, asi como en la matriz del suelo, ya que tampoco se encontraron diferencias en la
concentracién de sulfametoxazol en estos microambientes, ni en las diferentes profundidades
muestreadas. Probablemente el sulfametoxazol se transportd por difusién hacia la matriz del suelo
y hasta el fondo del monolito, dado su bajo coeficiente de adsorcion (Thiele-Bruhn, 2003), el cual

le confiere una alta movilidad, aun mayor que la del azul brillante.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracidon de sulfametoxazol entre los dos
sitios estudiados despues de irrigarlos con agua residual y el antibidtico, pero probablemente en
condiciones inalteradas hubieramos encontrado concentraciones mayores de este antibiético en
el sitio de riego, como lo reportado por Dalkmann et al., (2012). Es importante destacar las
diferencias en la concentracidn total de sulfametoxazol encontrada en esta investigacion y lo
reportado por Dalkmann et al., (2012). La concentracién total de sulfametoxazol encontrada en el
suelo tratado unicamente con agua residual del sitio de riego fue de alrededor de 20 pg kg™, esta

concentracidén es mayor a lo reportado por Dalkmann et al., (2012), en donde se encontraron



concentraciones totales de sulfametoxazol de 5.14 pg kg™ en suelos del valle del Mezquital con 85
anos de riego con agua residual. La diferencia puede ser atribuida a varios factores: el primero es
la diferencia en el intervalo de tiempo entre el ultimo riego que recibié el suelo y la toma de la
muestra. El intervalo de tiempo en esta investigacidon fue de 7 dias, sin embargo en la investigacion
de Dalkmann et al., (2012) esto no se tomé en cuenta, por lo que pudo haber sido desde el doble
hasta el cuadruple de dias en los cuales el antibidtico estuvo sometido a diferentes formas de
degradacion. El segundo factor que puede explicar la diferencia de concentracidon son las
condiciones bajo las cuales se encontraban los suelos al momento del muestreo. La temperatura
media del Valle del Mezquital varia entre 16 y 18°C y la temperatura controlada bajo la cual
estuvieron los suelos en este estudio es de 2 a 4°C mayor, esta diferencia de temperatura acelera
la degradacidon de la materia organica del suelo, y cuando ésta se degrada, los antibidticos
secuestrados por ella son liberados al suelo, lo que aumentaria la concentracidn de antibidtico
encontrado. El tercer factor es la diferencia en la metodologia de extraccidn: en la investigacion de
Dalkmann et al., (2012) después de la extraccion acelerada con solventes, el extracto fue filtrado y
concentrado, mientras que en esta investigacién no se llevd a cabo la filtracidon y concentracién del
extracto, lo cual pudo haber retenido parte de la concentracién total del antibidtico. Finalmente
existe también la posibilidad de un problema de contaminaciéon durante la extraccion de los
antibidticos, ya que al usar las mismas celdas de extraccion para todas las muestras, aquellas con
grandes cantidades de antibidtico pudieron haber dejado concentraciones traza que no se
eliminaron con la limpieza convencional a la cual se someten las celdas, pudiendo asi contaminar

la muestra siguiente.

La aplicacion de sulfametoxazol fue efectiva para aumentar la concentracién del antibidtico en el
suelo de ambos sitios, como era de suponerse dada la baja sorcién del sulfametoxazol (Thiele-
Bruhn, 2003), el aumento se observd en ambos microambientes; en la rizdsfera del sitio de
temporal no hubo diferencias entre una y dos dosis del antibiético lo cual indica que éste no se
acumulé en el suelo, probablemente por su alta movilidad se lixivio, pero en la matriz del suelo
donde la infiltracidn no estd facilitada por las raices se observd un aumento continuo con cada
tratamiento. En el sistema poroso del sitio de riego tampoco se acumulé el antibidtico ya que no
hubo diferencia en la concentracién de sulfametoxazol con la aplicacién de una y dos dosis de
éste, y en la matriz del suelo la concentracion se incrementd hasta la aplicaciéon de la segunda

dosis de antibidtico.



Por otro lado, la concentracién retenida de ciprofloxacino fue significativamente mayor
(aproximadamente 90%) que la concentracidn bioaccesible en ambos sitios, esto puede deberse a
la fuerte sorcidn del ciprofloxacino a las particulas de suelo (Thiele-Bruhn, 2003), lo que indica que
el ciprofloxacino podria no tener efecto en la dispersién de genes de resistencia. En la fraccién
bioaccesible no se encontraron diferencias entre el sitio de temporal y el sitio de riego después de
la adicion de los tratamientos, probablemente en condiciones inalteradas del suelo de riego
hubiera tenido una concentracidon mayor de ciprofloxacino; sin embargo, en la fraccién retenida, el
sitio de riego tuvo una concentracidon cuatro veces menor que la encontrada en el sitio de
temporal. Esto puede deberse a varios causas: a) que el pH del suelo es mayor en el sitio de riego
(8.0) que en el sitio de temporal (7.2). Se ha reportado que los valores de Ky para las quinolonas
disminuyen considerablemente cuando el pH se incrementa (Vasudevan et al., 2009). b) que en el
sitio de riego el suelo tenga particulas fuertemente adsorbidas que compitan por los espacios de
intercambio y que no permitan que principalmente el ciprofloxacino se adsorba a las particulas de
suelo. c) que en el sitio de riego los altos porcentajes de materia organica (2.1 %) hayan diezmado

la eficiencia de la extraccion del antibidtico, incluso con ASE (Rosendahl et al., 2012).

En el caso de los microambientes, tanto en la fraccién bioaccesible como en la fraccidn retenida se
encontré una concentracién mayor en la rizésfera o sistema poroso que en la matriz del suelo,
esto probablemente también se debe a que el ciprofloxacino presenta valores de sorcidn tan altos
(Thiele-Bruhn, 2003), que su movilidad se restringe a los microambientes que estuvieron en
contacto con los tratamientos, es decir, que su movilidad es menor que la del colorante. Con
respecto a la profundidad se encontrd que la concentracion de la parte superficial es mayor que
en las partes intermedia y del fondo, esto puede explicarse porque la parte superficial es el primer
contacto que tiene el agua residual y los antibidticos con las particulas de suelo, por lo cual, es ahi
donde el suelo adsorbe la mayor cantidad de moléculas del antibidtico y el antibiético disponible
va disminuyendo al ir ocupando los espacios de intercambio en las particulas de suelo con las que
estd en contacto mas directo, lo cual también puede explicar el nulo aumento en la concentracidn
de ciprofloxacino en el fondo de los monolitos y en las zonas no coloreadas, ya que el
ciprofloxacino al tener baja movilidad se mantiene y acumula Unicamente en los sitios por donde

pasd el tratamiento. Esto nos da evidencia que indica que si las bajas concentraciones de



ciprofloxacino tuvieran algun efecto en la dispersion de genes de resistencia, este seria

Unicamente en las zonas de infiltracion.

La aplicacién de ciprofloxacino fue efectiva para aumentar la concentracién del antibidtico en el
suelo de ambos sitios, pero a diferencia del sulfametoxazol, la concentracién de este antibidtico en
la matriz del suelo no se incrementd, esto puede deberse a los altos valores de sorcion (Thiele-
Bruhn, 2003) que como se menciond anteriormente limitan la movilidad del compuesto y
restringen su presencia a la zonas por donde pasé el tratamiento. Tampoco se observaron
diferencias en la concentracion de ciprofloxacino con una y dos aplicaciones, lo cual puede ser
consecuencia de una extraccion deficiente del antibidtico ya que éste una vez adsorbido a las

particulas de suelo es muy dificil de obtener (Rosendahl et al., 2012).

6.4 Efecto del agua residual y la acumulacion de antibidticos en la biomasa y la dispersion de

antibioticos

Los tratamientos con agua residual y antibidticos tuvieron diferentes efectos sobre la biomasa
bacteriana de ambos sitios, en el sitio de temporal se observé un incremento con la aplicacién de
los tratamientos con agua residual y con dos dosis de sulfametoxazol, esto puede deberse a que el
contacto con agua residual por primera vez implica la introduccion de muchas nuevas
comunidades bacterianas y fuentes de carbono (Siebe, 1998; Friedel et al., 2000). En el sitio de
riego la biomasa no se ve afectada con los tratamientos con agua residual y una dosis de SMX y
CIP, pero el tratamiento con una segunda dosis disminuyd la biomasa, esto puede ser porque a
pesar de que esta comunidad bacteriana ha estado expuesta a concentraciones traza de los

antibioticos, la dosis aplicada fue alta.

La concentracion del gen sul/l aumenta gradualmente con la aplicacidn de los tratamientos en el
sitio de temporal, tanto en la rizdsfera como en la matriz del suelo, lo cual probablemente se deba
en primera instancia que el agua residual contiene una gran cantidad de bacterias patdgenas,
muchas de ellas multiresistentes (Jiménez et al., 2004) y genes de resistencia libres, entre los

cuales puede estar sull y en segunda instancia pero no menos importante al aumento de la



concentracién de sulfametoxazol en ambos microambientes, esto nos da evidencia que indica que
la concentracién de este antibidtico en el suelo funciona como una presién de seleccidn para la
comunidad bacteriana, lo que probablemente potencia la transferencia horizontal del gen sull
(Brandt et al., 2009), a través de la estabilidad del mobiloma (fragmentos de DNA mdviles como
los plasmidos y transpososnes). Estos resultados son similares a lo reportado por Heuer et al,,
(2011), quienes encontraron que los genes de resistencia se acumulan con el tiempo en suelos

tratados con repetidas aplicaciones de estiércol adicionado con sulfadiazina.

Por otro lado, en el sistema poroso del sitio de riego los tratamientos con agua residual y de una
dosis de sulfametoxazol aumentan gradualmente la concentracion del gen sull, la segunda dosis
del antibiético no tiene ningun efecto, probablemente porque el tratamiento con una segunda
dosis de sulfametoxazol tampoco aumentd la concentracién del antibidtico en este
microambiente. En la matriz del suelo a pesar de que la concentraciéon del antibidtico se
incrementd con cada tratamiento, la cantidad del gen su/l no tuvo ningun cambio hasta que se
aplicd una doble dosis de sulfametoxazol, esto podria deberse a que como la mayoria de la
comunidad bacteriana ya es resistente a este antibidtico porque ha estado en contacto con él
durante varios anos, para que este antibidtico ejerza una presion de seleccién se necesita una
concentracién mas alta, tambien podria deberse a que en la matriz del suelo hay una menor
actividad microbiana y tienen menos fuentes de carbono, y los efectos que provoca el antibiotico
no son tan evidentes, como se ha reportado anteriormente (Berg et al., 2005; Hammesfahr et al.,

2008).

La concentracién del gen sull fue mayor en la rizdsfera y en el sistema poroso en todos los
tratamientos de ambos sitios, probablemente ésto se deba a que estos microambientes ademas
de tener una biomasa bacteriana mayor como se menciond anteriormente, también son los sitios
en donde se acumulan las bacterias resistentes y los genes de resistencia que provienen del agua
residual (Berg et al., 2005), si aunado a esto la concentracion de sulfametoxazol aumenta con la
aplicacion de los tratamientos, podemos considerar a estos microambientes como sitios criticos

(“hot spots”) para la dispersion de éste gen de resistencia (Brandt et al., 2009).

Con la aplicacidon de los tratamientos la concentracion del gen sull fue mayor en el sitio de

temporal que en el sitio de riego, contrario a lo que ocurre en la condicion inalterada del suelo;



esto podria deberse a que la comunidad bacteriana que nunca habia recibido agua residual hasta
el momento del experimento respondié mds bruscamente al tratamiento, probablemente por la
adicidn de materia organica, nutrientes y biomasa bacteriana que al llegar a un nuevo nicho con
menor competencia es colonizado mas facilmente; este comportamiento también se observd en

suelos tratados con estiércol y sulfadiazina (Heuer et al., 2011).

En el caso del gen sul2, su concentracién en la rizésfera del sitio de temporal fue detectable hasta
que se aplicé el tratamiento con agua residual, esto nos da evidencia que indica que este gen no
forma parte del resistoma de la comunidad bacteriana nativa de este sitio, sino que proviene del
agua residual, y que su movilidad se restringe a los microambientes por donde pasé el agua. No se
observé ningun incremento en la cantidad de genes sul2 a pesar de la adicidon de sulfametoxazol
probablemente el mobiloma al cual pertenece el gen sul2 no es tan exitosamente transferible o
necesita mds tiempo para que se lleve a cabo. En la matriz del suelo este gen no fue detectable
hasta la aplicacion de una dosis de sulfametoxazol, probablemente este aumento se deba al
sulfametoxazol que se movid por difusién hacia esta zona y provovd una presidon de seleccidon
sobre la comunidad nativa y cuando la concentracidn de sulfametoxazol aumentd con la aplicacion

de la segunda dosis, la cantidad de su/2 tambien se incrementé.

En el sistema poroso del sitio de riego la concentracion del gen sul2 se incrementd cuando se
aplicé el tratamiento con agua residual pero la adicidn de sulfametoxazol no tuvo ningln efecto en
la multiplicacidn de este gen; en la matriz del suelo tanto el tratamiento con agua residual como el
tratamiento con una dosis de sulfametoxazol incrementaron la cantidad de genes sul2, pero la
segunda dosis del antibidtico no tuvo ningln efecto sobre la dispersién de sul2, por lo que parece
que la comunidad bacteriana se adapto rdpidamente a la nueva condicion ambiental,
probablemente a través de la transferencia horizontal de este gen, el cual ya se encontraba

presente en el resistoma bacteriano (Davies et al., 2010).

En general la concentracion del gen sul2 es menor que la concentracion del gen sull, lo cual
coincide con lo reportado por Dalkmann et al., (2012), ésto podria deberse a que el mobiloma al
cual pertenece el gen sul2 no es tan exitosamente transferible o necesita mas tiempo para que se

lleve a cabo.



La falta de sefal de los genes gnrB y gnrS en la mayoria de las muestras de suelo puede deberse a
la baja bioaccesibilidad del ciprofloxacino en todos los tratamientos de ambos sitios. Se ha
reportado con anterioridad que en suelos tratados con fluoroquinolonas se observa poco o ningln
efecto en parametros microbianos (Kotzerke et al., 2011); por lo tanto, si las bacterias no tenian
acceso al compuesto es posible que no necesitaran desarrollar mecanismos de resistencia hacia el
mismo. En caso de haber bacterias tolerantes al compuesto provenientes del agua residual, es
posible que tuvieran un mecanismo de resistencia diferente a los genes gnr (Oyamada et al,,

2006), que no se midieron en este estudio.



7. Conclusiones

En la rizdsfera y en el sistema poroso es donde huvo una mayor biomasa bacteriana y en el sitio de

riego la biomasa fue aun mayor.

El agua residual incrementé la biomasa bacteriana en el sitio de temporal, pero no en en el sitio de

riego.

El gen de resistencia sull es parte del resistoma de la comunidad bacteriana nativa del suelo y el

gen sul2 no, éste proviene del agua residual.

El agua residual incrementd la concentracion de los genes sull y sul2 en ambos sitios de estudio.

El sulfametoxazol se distribuye de forma homogenea en los monolitos de ambos sitios de estudio y

tiene una proporciéon bioaccesible muy alta.

El incremento de la concentracién de sulfametoxazol en los suelos promovié la dispersién del gen

sull, este incremento fue mas pronunciado en el sitio de temporal que en el sitio de riego.

La dispersion de los genes sull y sul2 en la rizosfera se debid a una mayor biomasa bacteriana.

La rizosfera y el sistema poroso de los suelos utilizados en este estudio se pueden considerar como

sitios criticos (“hot spots”) para la dispersién del gen sull.

En todos los tratamientos la concentracidon de gen sull fue mayor que la concentracion del gen

sul2.

El ciprofloxacino se concentré en la rizésfera y en el sistema poroso, pero la proporcidn
bioaccesibe fue muy baja por lo que no tuvo efecto en la dispersién de los genes de resistencia

qnrBy qnrS.
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9. Anexos

Anexo 1. Concentracion en el suelo de sulfametoxazol y ciprofloxacino [pg g™ (peso seco)].

Temporal Riego
Fraccion extractable con CaCl, Fraccion extractable con ASE Fraccion extractable con CaCl, Fraccion extractable con ASE
SOIU.C i6n de | Condicidn del | Posicién en la Sulfametoxazol | Ciprofloxacino | Sulfametoxazol | Ciprofloxacino | Sulfametoxazol | Ciprofloxacino | Sulfametoxazol | Ciprofloxacino
riego suelo columna
superficial 0.0027 *0.0526 0.0155 0.0731 0.0025 0.0036 0.0196 *0.1400
0.0027 0.0098 0.0157 0.1909 0.0029 0.0037 0.0145 0.0239
Coloreado 0.0014 0.0064 0.0143 0.0650 0.0125 0.0033 0.0173 0.0081
(azul Intermedio
brillante) 0.0013 0.0056 0.0141 0.0795 0.0124 0.0039 0.0106 0.0070
Agua Final 0.0024 0.0036 0.0217 0.0287 0.0074 0.0028 0.0074 0.0095
. Ina
residual 0.0070 0.0035 0.0264 0.0476 0.0067 0.0028 0.0076 0.0059
0.0007 0.0048 0.0110 0.0206 *3.5867 *0.03166 0.0101 0.0096
Intermedio
0.0009 0.0038 0.0087 0.0102 0.0248 0.0033 0.0306 0.0204
No coloreado
Final 0.0043 0.0030 0.0097 0.0110 0.0053 0.0025 0.0029 0.0076
Ina
0.0057 0.0026 0.0119 0.0129 0.0050 0.0024 0.0063 0.0083
s fcial 8.8040 0.2010 12.7396 3.0790 7.0375 0.1038 12.4820 0.8553
i uperficia
Unriego | coloreado P 8.6599 0.2240 15.2685 3.4115 6.8288 0.1247 9.5819 1.1257
con agua (azul
residual + | prillante) Intermedio/ 4.5275 0.1102 7.8135 1.2422 4.8864 0.0277 4.4481 0.1124
200 mg I Final 4.8888 0.0793 6.9240 1.3250 5.1442 0.0149 4.4076 0.1030
MX
de SMXy Intermedio/ 3.5258 0.0076 3.3568 0.1013 2.6936 0.0076 1.6748 0.0094
cip No coloreado .
Final 4.4353 0.0069 2.9397 0.0728 2.5234 0.0045 1.4491 0.0080
s fcial 12.2013 1.1975 15.0335 14.2100 *30.0921 0.3889 22.2563 3.6747
uperficia
P 11.5839 1.0966 14.0823 15.9867 12.7432 0.7555 16.7839 3.2126
Dos riegos Coloreado 8.1280 0.1780 11.5203 2.6070 7.2232 0.1443 10.1680 0.6913
(azul Intermedio
con agua brillante) 8.4411 0.0615 12.0122 1.1947 6.3776 0.0609 9.9873 0.5075
residual + 8.5279 0.0179 10.2704 0.0263 7.9599 0.0046 8.2973 0.0239
200 mg | Final
de SMX y 9.6141 0.0105 11.3990 0.0231 7.3825 0.0046 7.6707 0.3942
CiP 8.3993 0.0173 9.6541 0.2027 6.8703 0.0121 7.8510 0.0250
Intermedio
No coloreado 8.9287 0.0117 9.1405 0.2556 6.4145 0.0077 13.7544 0.0425
Final 6.1285 0.0053 6.2434 0.0232 6.0650 0.0066 6.1466 0.0085




| | 6.2049 0.0042 6.3308 0.0223 6.2668 0.0053 13.0793 0.0257

*Probablemente atipico



Anexo 2. Concentracién en el suelo de los genes 165 rDNA, sull, sul2, gnrB y gnrS. [Nimero de copias g™ (peso seco)]

Temporal Riego
Solucién de | Condicién Posicion en | Copias del gen | Copias del | Copias del | Copias del | Copias del | Copias del gen | Copias del | Copias del | Copias del | Copias del
riego del suelo la columna 16S rDNA gen sull gen sul2 gen gnrB gen gnrS 16S rDNA gen sull gen sul2 gen gnrB gen gnrS
1.12E+09 4.73E+05 n.d. n.d. n.d. 1.78E+09 4.92E+06 1.46E+06 n.d. n.d.
Superficial 1.05E+09 4.78E+05 n.d. n.d. n.d. 2.74E+09 4.57E+06 | 1.52E+06 n.d. n.d.
1.10E+09 5.07E+05 n.d. n.d. n.d. 2.62E+09 4.54E+06 1.43E+06 n.d. n.d.
Coloreado 7.30E+08 1.75E+05 n.d. n.d. n.d. 2.15E+09 2.49E+06 | 7.99E+05 n.d. n.d.
(azul Intermedio 7.13E+08 1.69E+05 n.d. n.d. n.d. 1.98E+09 2.49E+06 | 7.15E+05 n.d. n.d.
brillante) 7.30E+08 1.33E+05 n.d. n.d. n.d. 2.19E+09 2.54E+06 | 8.70E+05 n.d. n.d.
L'}‘Yi_a 3.44E+08 3.00E+05 n.d. n.d. n.d. 1.46E+09 2.52E+06 | 5.22E+05 n.d. n.d.
(:;z'lfz'co'?;l Final 3.24E+08 3.11E+05 n.d. n.d. n.d. 1436409 | 2.72E+06 | 4.66E+05 n.d. n.d.
M) 3.27E+08 2.85E+05 n.d. n.d. n.d. 1.39E+09 2.90E+06 5.05E+05 n.d. n.d.
2.24E+08 6.18E+03 n.d. n.d. n.d. 1.24E+09 1.18E+06 4.10E+05 n.d. n.d.
Intermedio 2.10E+08 5.54E+03 n.d. n.d. n.d. 1.19E+09 1.22E+06 4.20E+05 n.d. n.d.
No 2.45E+08 7.46E+03 n.d. n.d. n.d. 1.22E+09 1.13E+06 3.92E+05 n.d. n.d.
coloreado 8.24E+07 3.77E+03 n.d. n.d. n.d. 9.89E+08 7.95E+05 | 2.70E+05 n.d. n.d.
Final 8.13E+07 4.52E+03 n.d. n.d. n.d. 9.59E+08 7.29E+05 3.13E+05 n.d. n.d.
8.71E+07 8.57E+03 n.d. n.d. n.d. 1.02E+09 8.29E+05 3.14E+05 n.d. n.d.
8.72E+08 9.14E+06 1.47E+06 n.d. n.d. 2.04E+09 8.30E+06 1.58E+06 n.d. n.d.
Superficial 8.91E+08 9.20E+06 | 1.11E+06 n.d. n.d. 2.11E+09 8.89E+06 | 1.61E+06 n.d. n.d.
9.31E+08 9.87E+06 1.37E+06 n.d. n.d. 2.01E+09 8.74E+06 1.70E+06 n.d. n.d.
Coloreado 1.34E+09 4.61E+07 4.05E+06 n.d. n.d. 2.11E+09 5.73E+06 1.65E+06 n.d. n.d.
(azul Intermedio 1.30E+09 4.66E+07 4.06E+06 n.d. n.d. 2.17E+09 6.04E+06 1.82E+06 n.d. n.d.
brillante) 1.27E+09 4.47E+07 | 3.89E+06 n.d. n.d. 2.08E+09 6.24E+06 | 1.84E+06 n.d. n.d.
Agua 1.07E+09 1.59E+07 2.54E+06 n.d. n.d. 1.60E+09 3.17E+06 1.39E+06 n.d. n.d.
residual Final 1.14E+09 1.93E+07 | 2.69E+06 n.d. n.d. 1.48E+09 3.25E+06 | 1.28E+06 n.d. n.d.
1.01E+09 1.85E+07 2.58E+06 n.d. n.d. 1.46E+09 3.41E+06 1.26E+06 n.d. n.d.
1.25E+09 1.05E+05 n.d. n.d. n.d. 1.14E+09 9.05E+05 8.14E+05 n.d. n.d.
Intermedio 1.02E+09 1.11E+05 n.d. n.d. n.d. 1.10E+09 8.78E+05 7.88E+05 n.d. n.d.
colol\::ado 1.18E+09 1.10E+05 n.d. n.d. n.d. 1.05E+09 8.19E+05 7.80E+05 n.d. n.d.
Final 5.44E+08 4.54E+04 n.d. n.d. n.d. 1.36E+09 1.67E+06 7.72E+05 n.d. n.d.
5.90E+08 3.48E+04 n.d. n.d. n.d. 1.44E+09 1.60E+06 7.86E+05 n.d. n.d.




6.25E+08 4.34E+04 n.d. n.d. n.d. 1.44E+09 1.82E+06 8.02E+05 n.d. n.d.

6.15E+08 1.60E+07 2.19E+06 n.d. n.d. 1.90E+09 2.98E+07 1.27E+06 n.d. n.d.

Superficial 6.08E+08 1.58E+07 | 2.32E+06 n.d. n.d. 1.88E+09 3.05E+07 | 1.18E+06 n.d. n.d.

Un riego c°'(°rea|'d° 5.94E+08 1.60E+07 | 2.34E+06 n.d. n.d. 1.83E+09 3.01E+07 | 1.21E+06 n.d. n.d.

con agua brif,::te) _ 8.73E+08 7.30E+07 | 4.27E+06 n.d. 1.92E+04 1.30E+09 6.18E+06 | 3.33E+06 n.d. n.d.
residual + Intermedio/

200 mg I Final 8.98E+08 7.37E+07 | 4.12E+06 n.d. 1.62E+04 1.29E+09 6.48E+06 | 3.17E+06 n.d. n.d.

de SMXy 8.99E+08 7.12E+07 | 4.47E+06 n.d. 1.77E+04 1.29E+09 6.31E+06 | 3.26E+06 n.d. n.d.

cp 5.72E+08 1.36E+05 | 3.67E+05 n.d. n.d. 1.14E+09 1.37E+06 | 2.01E+06 n.d. n.d.
No Intermedio/

coloreado Final 5.60E+08 1.20E+05 | 3.03E+05 n.d. n.d. 1.30E+09 1.44E+06 | 2.01E+06 n.d. n.d.

5.74E+08 1.16E+05 | 1.60E+05 n.d. n.d. 1.21E+09 1.48E+06 | 2.03E+06 n.d. n.d.

9.78E+08 2.99E+08 1.41E+07 n.d. 6.36E+04 1.00E+09 1.56E+07 1.16E+06 n.d. n.d.

Superficial 9.56E+08 3.47E+08 | 1.46E+07 n.d. 7.70E+04 1.02E+09 1.48E+07 | 1.20E+06 n.d. n.d.

9.64E+08 3.02E+08 | 1.41E+07 n.d. 4.88E+04 1.02E+09 1.45E+07 | 1.07E+06 n.d. n.d.

Coloreado 1.16E+09 1.17E+08 | 3.96E+06 n.d. n.d. 1.85E+09 2.04E+07 | 1.85E+06 n.d. n.d.

(azul Intermedio 1.10E+09 1.14E+08 | 3.73E+06 n.d. n.d. 1.82E+09 2.11E+07 | 1.77E+06 n.d. n.d.

Dos riegos brillante) 1.13E+09 1.16E+08 3.88E+06 n.d. n.d. 1.85E+09 1.82E+07 1.91E+06 n.d. n.d.

con agua 9.40E+08 4.40E4+07 | 1.81E+06 n.d. n.d. 1.00E+09 1.06E+07 | 1.39E+06 n.d. n.d.

;:i;dr:;'ﬁ Final 8.22E+08 4.20E+07 | 1.81E+06 n.d. n.d. 9.23E+08 1.07E+07 | 1.45E+06 n.d. n.d.

de SMXy 8.28E+08 4.47E+07 | 1.78E+06 n.d. n.d. 8.61E+08 1.10E+07 | 1.43E+06 n.d. n.d.

cp 9.03E+08 8.36E+06 | 5.36E+05 n.d. n.d. 1.11E+09 2.45E+06 | 2.14E+06 n.d. n.d.

Intermedio 9.65E+08 8.64E+06 | 5.62E+05 n.d. n.d. 8.69E+08 2.40E+06 | 2.11E+06 n.d. n.d.

No 8.52E+08 9.01E+06 | 5.34E+05 n.d. n.d. 1.03E+09 2.46E+06 | 2.19E+06 n.d. n.d.

coloreado 1.99E+08 2.02E+06 | 4.46E+05 n.d. n.d. 7.41E+08 2.26E+06 | 9.78E+05 n.d. n.d.

Final 2.02E+08 1.98E+06 | 4.71E+05 n.d. n.d. 7.64E+08 2.26E+06 | 1.03E+06 n.d. n.d.

2.09E+08 2.02E+06 | 4.40E+05 n.d. n.d. 7.86E+08 2.42E+06 | 9.15E+05 n.d. n.d.

n.d=No detectado
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