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RESUMEN

Titulo: Presencia de genes de resistencia antimicrobiana en lombrices de
tierra de suelos horticolas de Zarcero, Alajuela, como indicadores de la salud
ecosistémica de la zona

Autor: Rebeca de Jesus Delgado Gonzélez

En un contexto en el que la resistencia antimicrobiana (RAM) representa
una amenaza creciente para la salud humana y la sostenibilidad de los
ecosistemas, se realiza esta investigacién enfocada en la evaluacion de la
presencia y diversidad de genes de resistencia antimicrobiana en lombrices de
tierra que habitan en suelos horticolas de la zona de Zarcero. El propésito
central de esta investigacion consistio en establecer la presencia de estos
genes como indicadores cruciales de la salud ecosistémica.

Las lombrices de tierra son representativas de la fauna de los suelos, en
especial de los agricolas, dado que modifican los terrenos y mantienen su
salud mientras se alimentan y sobreviven. Esto las convierte en excelentes
bioindicadores de acuerdo con diferentes estudios ecotoxicolégicos. Con esos
fines, se llevd a cabo una deteccion de genes de resistencia a antimicrobianos
mediante gPCR en 32 lombrices de tierra y en cuatro tipos de suelos de las
zonas de donde provenian (finca organica, buenas practicas, convencional y
bosque).

De las muestras de tractos gastrointestinales de lombrices de tierra, el
37.5% expresaron un unico ARG, en el que la mitad (3/16) amplifico el gen
gue codificaba resistencia para sulfonamidas (sull) y betalactamicos (blatewm).
Los genes tetA, tetB, tetQ, tetw, sulll, catll, gnrS y ermB no fueron

identificados.



De las cuatro muestras de suelo, la totalidad expres6 genes para dos o
mas familias de antimicrobianos, siendo tetW el mas comun (100%), seguido
de tetQ y catll (50% cada uno) y de tetB, qnrS, sull y sulll (25% cada uno). No
se identificd presencia de tetA, ermB ni blaTEM.

Palabras claves: Resistencia antibidtica, ARGs, lombrices de tierra, Costa

Rica, ecosistemas.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

En los dltimos afios, se ha generado una creciente problematica sanitaria con
respecto a la presentacion de resistencia antimicrobiana (RAM) a diferentes
farmacos empleados en medicina humana y veterinaria, entre los que se incluyen los
antibiéticos (AB). De hecho, se les ha calificado como “contaminantes emergentes”
(Martinez et al., 2020).

Actualmente, se conoce que el uso desmedido de estos compuestos ha
causado una acumulacién en el medio ambiente, que actia como reservorio, lo que
podria generar la presencia de genes de resistencia a dichos farmacos (ARGS) y su
eventual propagacion (Samreen et al., 2021). Su uso irracional y un incorrecto
desecho de sus residuos ha propiciado el incremento exponencial de ARGs, hasta
llegar al punto de encontrar bacterias multirresistentes (Camacho et al., 2021). Es
posible, sefialar que dentro de las actividades humanas que mas favorecen la
diseminacién de antibioticos al ecosistema, se encuentran la medicina humana, el
sector médico veterinario y el agricola (Mcewen et al., 2018).

En el habitat terrestre, las lombrices son indispensables para la regulacion de la
estructura de los suelos. Estos organismos, mediante la degradacion de la materia
organica, logran dar estabilidad mientras adquieren nutrientes a partir de bacterias y
hongos en este compartimiento ambiental (GrdiSa et al., 2013). Por estas
caracteristicas, son consideradas bioindicadores de la salud ecosistémica (Blouin et
al., 2013).

Debido a la relevancia de estos organismos, la presencia de ARGs en muestras
de ADN extraidas del tracto digestivo de lombrices de tierra en suelos agricolas se
puede utilizar como indicador del impacto de los antimicrobianos sobre la salud de

dichos ecosistemas (GrdiSa et al., 2013).
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1.1 Problemética

Entre los obstaculos mas grandes de las ramas médicas en la actualidad esté la
resistencia antimicrobiana, que se caracteriza segun los diferentes mecanismos
empleados por los organismos como factores de evasion, con el fin de no ser
afectados por farmacos destinados para su eliminacién (Kumar et al., 2022).

En ese sentido, se cuenta con gran cantidad de estudios que sefialan la relacion
directa entre el uso descontrolado de antibiéticos (humano, veterinario y agricola) y el
aumento en la incidencia de resistencia antimicrobianos (RAM) (Septimus, 2018).

En estos puntos criticos de contaminacion ecosistémica y propagacion de ARGs
se hallan los residuos hospitalarios, aguas residenciales y plantas de tratamiento, asi
como los desechos de la industria agricola y ganadera (Samreen et al., 2021).
Lamentablemente, la informacién del uso de estos farmacos en Costa Rica es poca.
Sin embargo, se conoce del uso irracional en sectores agropecuarios que facilitan
ambientes idéneos para la diseminacion y traspaso de dichos genes (Lazo et al.,
2021).

En el 2019 se estimd, de conformidad con estudios de registros individuales,
gue unos 4,95 millones de muertes en humanos estaban relacionadas con la
resistencia antimicrobiana y una cifra alarmante de 1,27 millones de personas murié
directamente a causa de bacterias resistentes a farmacos antimicrobianos (Stanley
et al., 2022). Dicha problematica se ha vuelto dificil de combatir en vista de que,
tanto los antibiéticos como los organismos portadores de ARGs, se introducen en
suelos, agua y sedimentos, de forma posterior a su uso en diferentes actividades

humanas (Samreen et al., 2021).
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1.2 Justificacion

La creciente problematica de la resistencia antimicrobiana y el fallo en la
efectividad de farmacos de primera linea para el tratamiento de enfermedades
infecciosas ha impulsado una serie de estrategias globales guiadas por organismos
internacionales para la disminucion del impacto que genera (Organizacion Mundial
de la Salud [OMS], 2016). El paso mas importante para la mitigacion es el proceso
de distincién de zonas de alto riesgo, que funcionan como reservorios o
diseminadores de ARGs (Samreen et al., 2021).

Es asi como Costa Rica requiere un mayor numero de estudios que permitan la
identificacion de las areas con alta incidencia de RAM, para establecer una
correlacion de estos datos con las actividades humanas aledafias que propicien
dicha incidencia. Al respecto, el presente trabajo pretende proporcionar informacion
valiosa sobre el impacto de los antimicrobianos y la contaminacién del suelo en la
salud ecosistémica en un contexto de One Health, con la finalidad de implementar
las acciones correctivas dictadas por la OMS (OMS, 2016).

Por su parte, afirman Mcewen et al. (2018), que se requiere “mejorar la
investigacion, asi como el monitoreo ambiental y la evaluacion de riesgos para
comprender mejor el papel del medio ambiente en la seleccién y propagacion de la
resistencia a los antimicrobianos” (p. 13). Este monitoreo es posible si diversos
organismos trabajan en conjunto, como se plantea realizar en este proyecto, por
medio del cual distintas producciones agricolas facilitan el muestreo con el fin de
determinar si existen practicas que generen altos puntos de incidencia, ayudando a
identificar posibles fuentes de contaminacion y proponer estrategias para reducir el

riesgo.
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Para el 2050, la tasa de mortalidad por infeccién de bacterias resistentes sera
de 10 millones al afio, de modo que se debe iniciar con los esfuerzos por disminuir
estos focos reservorios lo antes posible, para asegurar la salud publica (Samreen et
al., 2021). Por lo tanto, es prudente la ejecucién de estudios de salud ecosistémica
gue determinen la existencia de ARGs, con el propésito de correlacionar dicha
presencia con las actividades ahi realizadas, como factores agravantes e
implementar las acciones correctivas pertinentes, ayudando a evaluar el riesgo de
propagacion de ARGs.

Considerando lo anterior, es que se plante6 este estudio de caso, analizando la
presencia de ARGs en organismos bioindicadores de la salud ecosistémica. En ese
sentido, se analizaron los contenidos intestinales de lombrices de tierra 'y de los
suelos en los que se encontraban, pertenecientes a una zona horticola del pais. En
esta area, convergen actividades agricolas con diferente grado de uso de
agroquimicos (fincas organicas, con buenas practicas y convencionales), asi como
zonas boscosas.

1.3 Antecedentes

En un estudio realizado en China por Peng et al. (2021), se establecio la
presencia de ARGs por medio de PCR en heces y suelos de una granja porcina. Se
mostrd una tasa de deteccion de hasta de un 50% en todos los genes muestreados
y su incidencia en heces y suelo no evidenciaron grandes diferencias. Ademas, se
encontro resistencia a 22 compuestos activos, donde los ARGs para amoxicilina,
colistina y tetraciclinas se expresaron en casi 100% de las muestras y la tasa mas
baja (10%) se indicé para cefalosporinas.

Por su parte, Castellanos et al. (2020), determinaron la convergencia evolutiva

entre cepas de Salmonella enterica en Europa y América Latina, siendo que las
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mismas han logrado adquirir ARGs de maneras similares, sin importar esta
diferencia evolutiva. Los principales antibacterianos implicados fueron las quinolonas
y los betalactamicos.

En el plano nacional, en 2019 un estudio realizado en el Gran Area
Metropolitana se detecto la presencia de Salmonella spp. resistente a antibioticos de
uso médico en mapaches residentes de areas periurbanas. Se hall6 una resistencia
a ciprofloxacina de un 9,5% y un 7,1% de resistencia al acido nalidixico,
identificando a estos animales como reservorios de RAM en &reas colindantes a
poblaciones humanas (Baldi et al., 2019).

A su vez, Rojas et al. (2019), buscaron evidenciar la resistencia antimicrobiana
en muestras de E. coli obtenidas de dantas. De las 60 muestras, solo una mostré
resistencia al acido nalidixico y se atribuy0 la baja incidencia al area muestreada, ya
gue en esta colindan hasta siete areas protegidas del pais. Un factor importante que
no fue tomado en cuenta para explicar la razén en la baja cantidad de muestras
positivas, respondié al hecho de que las pruebas fueron realizadas con extracciones
de ADN a partir de cultivos bacteriano (Jiang et al., 2013). De esa forma, se conoce
que solo 1-3% de las bacterias son cultivables, por lo que pudieron presentar falsos
negativos (Torsvik & @vreds, 2002).

También Lazo et al. (2021) determinaron perfiles antimicrobianos en cepas de
Campylobacter spp. pertenecientes a pollos de engorde, demostrando una
resistencia considerable a las quinolonas (64,9%), tetraciclinas como la doxiciclina
con un 24,3%. En menor cantidad se presento resistencia a la eritromicina. No se
reportaron bacterias multirresistentes en los seis antibiéticos probados.

Por su lado, Fernandes et al. (2022), llevaron a cabo un muestreo en perezosos
de dos y tres dedos para identificar bacterias resistentes a antibiéticos, logrando
detectar hasta un 17,5% de aislamientos multirresistentes. El estudio evidencio una

mayor incidencia de la resistencia antibiética en los animales con mayor contacto
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humano que los que eran liberados sin tanto contacto, mencionando como amenaza
la exposicion entre humanos y animales silvestres.

Los autores Marin et al. (2022), comprobaron que las penicilinas son los
antibioticos mayormente usados en Costa Rica, con un 25,95%; seguido por las
cefalosporinas y los carbapenémicos, que presentaron un 16,61% de resistencia.
Las tetraciclinas se posicionaron en tercer lugar, con un 14,78% de incidencia y las
sulfonamidas se ubicaron en el Ultimo puesto, con un 14,77%.

Se encontraron investigaciones que ponen de manifiesto el impacto de las
actividades pecuarias en el area de la resistencia antimicrobiana, desde el punto de
vista de la conservacién. Tal como lo resefiado por Angulo et al. (2023), quienes se
analizaron muestras de heces de jaguares y pumas de areas protegidas para la
identificacion de 16 ARGs. En este estudio, se efectud la extraccion del ADN
directamente de la muestra, sin llevar a cabo cultivo. En general, las tetraciclinas,
sulfonamidas, fenicoles y quinolonas presentaron resistencia considerable, pero no
asi en el caso de la vancomicina ni de la meticilina.

Asimismo, Rojas et al. (2023), buscaron estimar la prevalencia de resistencia
antimicrobiana en aislados de Salmonella entérica en primates de centros de
rescate. Se muestrearon tres categorias (heces, alimento y ambiente), identificando
gran resistencia a ciprofloxacina y nitrofurantoina en todas las matrices. No se
establecieron organismos multirresistentes.

Un estudio realizado en parques nacionales en el pais en 2023, arrojé datos
preocupantes, debido a que se detectaron ARGs en heces de felinos silvestres para
farmacos como: tetraciclinas, sulfonamidas, fenicoles y quinolonas y los mismos

eran considerablemente altos. Dicho trabajo supuso el impacto de las diferentes
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actividades antropogénicas alrededor de estas areas naturales como diseminadores

de resistencia antimicrobiana a especies totalmente silvestres (Blanco et al., 2024).
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la presencia de indicadores moleculares de genes de resistencia a
antimicrobianos (ARGS) en lombrices de tierra de suelos horticolas de Zarcero
(Alajuela), mediante la cuantificacion por gPCR, para su uso como referente de la
salud ecosistémica durante el periodo 2023.

1.4.2 Objetivos especificos

Detectar la presencia de genes de resistencia a antimicrobianos en muestras de
contenido intestinal de lombrices de tierra mediante gPCR, para la identificacién de
los grupos de antibidticos resistentes.

Determinar la frecuencia de la presencia de los genes de resistencia a
antibiéticos mediante estadistica descriptiva, para la elaboracion de un mapa de
calor en el canton de Zarcero.

Relacionar el tipo de manejo de la finca (produccion organica, convencional,
buenas practicas agricolas y bosque) con los resultados laboratoriales obtenidos
mediante la comparacién cualitativa, para la determinacion de los factores
influyentes en la salud ecosistémica.

1.5 Pregunta de investigacion

¢ Se detectan genes de resistencia antimicrobiana en el contenido intestinal de

lombrices de tierra en suelos utilizados para la horticultura en la zona de Zarcero?
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CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de las lombrices de tierra

Las lombrices de tierra son oligoquetos pertenecientes al orden Crassiclitellata,
gue se conforman de multiples capas celulares. Algunas especies de estos
organismos pueden llegar a medir hasta 1 m de largo y 3 cm de grosor; ademas,
poseen habitos terrestres principalmente en zonas humedas (Fragoso et al., 2014 y
Schmelz et al., 2021). El género Amynthas es uno de los cuatro que componen la
familia Megascolecidae, la cual incluye lombrices de tierra que tienen ciegos
intestinales (Fabhri et al., 2018). Este género es nativo de Asia, muy diverso y se
puede encontrar comunmente en areas de hojarasca o suelos boscosos (Kim &
Hong, 2022).

Los organismos citados son capaces de mejorar la disponibilidad de nutrientes y
regenerar la estructura de los suelos, dado que ejercen un cambio en sus
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas por medio del reciclaje del material
organico (Andleeb et al., 2021; Shi et al., 2017).

Gracias a lo anterior y a que las lombrices de tierras regulan el agua y
disminuyen la contaminacion en los suelos, se les conocen como las “ingenieras” del
suelo. Por ese motivo, es evidente su aptitud para ser de gran ayuda en la gestion
de la salud ecosistémica (Blouin et al., 2013).

2.2 Peligros quimicos emergentes (PQES)

Los PQEs son sustancias que, debido al aumento reciente de su uso, estan
recibiendo mayor atencién como contaminantes por la concentracion y distribucion
gue logran en la naturaleza. No obstante, han demostrado ser perjudiciales, tanto

para los ecosistemas como para la salud humana y animal, por la falta de regulacion
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en su uso. Por ende, se conocen también como contaminantes emergentes
(Martinez et al., 2020).

De manera general, dichos compuestos llegan al medio ambiente por aguas
residuales, actividades agropecuarias y descargas de plantas de tratamiento. El
agua es el principal diseminante, ya que los procesos de tratamiento de aguas
residuales no degradan este tipo de contaminantes, de forma que siguen disueltos
en los efluentes. Asi mismo, algunos de ellos vuelven al humano a través de las
cadenas troficas mediante la bioacumulacién (Pachés, 2020).

2.2.1 Antimicrobianos como contaminantes emergentes

Sumado al papel esperable de los antibacterianos como contaminantes
emergentes al crear ambientes idoneos para que organismos se expongan y
generen resistencia antimicrobiana (Barrantes et al., 2022), otra problemética
relevante generada a partir de su presencia en el ecosistema, es la acumulacion de
ARGs en compartimentos ambientales importantes, como mantos acuiferos y suelos
(Martinez et al., 2020).

Se ha evidenciado en los ultimos afios, que los ARGs Yy las bacterias que los
portan, pueden ser depositados en suelos y mantos acuiferos, funcionando como
reservorios y aumentando las posibilidades de propagacion (Chika et al., 2019). En
consecuencia y por el tiempo que ha tomado evidenciar los antibiéticos como PQEs,
su control se vuelve una tarea muy complicada, necesitandose de un trabajo
interdisciplinario intenso entre las ciencias médicas, ambientales, industria y
agricultura (Barrantes et al., 2022).

2.2.2 Comportamiento de los ARGs en los ecosistemas
El hallazgo de ARGs en diferentes ecosistemas se atribuye, en su mayoria, a la

actividad humana dentro de estos nichos, lo que aumenta la prevalencia de
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farmacos. Esto favorece la adquisicion de ARGs y la diseminacién de bacterias ya
resistentes, que pueden transferir estos genes a otros individuos (Barrantes et al.,
2022).

Los individuos no son capaces de metabolizar los compuestos en su totalidad,
por lo que son excretados via renal o fecal, posterior a su administraciéon como
tratamiento en la medicina humana o veterinaria (Martinez et al., 2020). Sefalan
Barrantes et al. (2022), que existen areas conocidas como “hot spots” dado que:
‘hay un incremento en la tasa de transferencia horizontal de genes (Figura 1), lo cual
confiere mas diversidad al genoma de las comunidades microbianas” (p. 6).

Figura 1.
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( ‘ "\ ( vescarga de aguas residuales ¥ N\ )
(o]
? X %
/'w - ———» (0
/ - Trasferencia

Plsizrgok«;on Pg:r‘l’deokg Plgazr;ioRvon de’genes pl;::.;oa..

_ J J J J
Cuerpo Contaminacién Presion Dominancia de
receptor de con residuos selectiva bacterias
efluentes antimicrobianos . Favorece resistentes
» Coexistencia * Presion transferencia » Contacto con

de individuos selectiva de ARGs otros seres

resistentes y sobre las Vivos

sensibles bacterias diseminando
resistencia

N O\l L O\l J

Adaptado de Barrantes et al. (2022).
2.3 Papel de las lombrices de tierra como indicador de la salud

ecosistémica

Los enfoques tradicionales de valoracion de la contaminacion del suelo con

sustancias especificas se centran en las mediciones directas al suelo, lo que limita la



26

evaluacion del efecto negativo de dicho contaminante sobre los organismos que
habitan ese ecosistema (Shi et al., 2017).

Con base en sus caracteristicas biologicas y comportamentales, las lombrices
de tierra son bastante estudiadas por su potencial como bioindicadores de la salud
del suelo, tanto asi que son consideradas por organismos internacionales como
“especies modelo” para su evaluacidn ecotoxicologica (Shi et al., 2017).

De acuerdo con Montiel (2020) la ecotoxicidad es “la ciencia que estudia la
contaminacion, su origen y los efectos que esta puede causar en el ecosistema y los
seres vivos” (p. 15). Esta es una rama de la toxicologia que se encuentra en auge
por la creciente preocupacion por contaminantes ambientales que ya evidencian un
dafo permanente en los ecosistemas mundiales. En ese orden de ideas, el uso de
oligoquetos como bioindicadores de la salud de los suelos puede ayudar a identificar
areas contaminadas de manera temprana y a diagnosticar sitios con alta
degradacion de los suelos (Shi et al., 2017).

2.4 Resistencia antimicrobiana

Se conoce como resistencia antimicrobiana (RAM) a los cambios evolutivos que
generan las bacterias para no verse afectadas por los farmacos antibacterianos de
uso terapéutico (Barrantes et al., 2022). El desarrollo de la RAM se ha visto
potenciado por el uso desmedido de estos productos en la clinica humana, animales
de produccién y agricultura, exponiendo a diferentes ecosistemas a sus efectos
(Torrades, 2021).

Al respecto, cabe indicar que ese fendmeno no es mas que una demostracion
de la adaptabilidad de los seres vivos con el fin de sobrevivir y evolucionar, porque
las bacterias han hallado variaciones genéticas que les permite desarrollarse casi a

la misma velocidad que la creacion de nuevas terapias antimicrobianas (Torrades,
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2021). Lo anterior explica por qué la RAM es una amenaza mundial, dado su
impacto en la salud publica, ya que genera la ineficiencia de las terapias antibiéticas
en la practica médica diaria (Barrantes et al., 2022).

2.4.1 Tipos de resistencia

La manera en que las bacterias obtienen resistencia antimicrobiana puede

clasificarse en dos mecanismos principalmente, segun Torrades (2021):
e Mutaciones del genoma propio (transmision vertical).
e Adquisicion de genes facilitados por otras bacterias (transmision
horizontal).

Desde el punto de vista cientifico, la transmision horizontal es la que mas
genera inquietud, en vista de que bacterias de distinto género y especie pueden
transferirse ARGs a través de porciones de ADN denominadas plasmidos (Torrades,
2021). Dicha transmision se puede dar mediante tres procesos, detallados en la
Figura 2.

Figura 2.
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Los citados mecanismos de distribucion de genes de resistencia son facilitados
por la convivencia con bacterias resistentes, que actian como donadores hacia
bacterias sensibles, que funcionan como receptoras. Estas suelen ser
microorganismos ambientales que no se encuentran en tanto contacto con dichos
farmacos (Barrantes et al., 2022).

Otro factor que aumenta la incidencia es la administracion de antibiéticos de
manera desmedida y continua, provocando la muerte de organismos sensibles y la
colonizacion de individuos resistentes (Torrades, 2021).

2.5 Técnicas moleculares

Las pruebas desarrolladas a partir de la biologia molecular han logrado detectar
microorganismos, genotipos de una especie y genes especificos mediante el analisis
del acido nucleico de una muestra (Merchan et al., 2018). Previo a la realizacion de
cualquier técnica molecular, es necesaria una extraccion del acido nucleico, ya sea
de ADN o ARN, asi como su purificacion para asegurar la sensibilidad y
especificidad de la prueba molecular (Mellado, 2020).

2.5.1 Extraccién de ADN

Esta técnica procura obtener una muestra de ADN lo mas limpia posible para asi
asegurar su integridad, de manera que se obtenga un producto sin contaminantes
para la realizacion de pruebas moleculares que utilizan la secuenciacion genética
como base técnica (Cruz et al., 2021).

Afade Mellado (2020), que “la extraccion del ADN es el paso mas crucial en
todo el proceso relacionado con la biologia molecular” (p. 89). Por esa razén, se han
desarrollado protocolos especificos a través del empleo de kits comerciales que

facilitan este paso del proceso y lo automatizan (Cruz et al., 2021).
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Los protocolos de extraccion normalmente constan de tres pasos: 1) lisis celular,
2) inactivacion de enzimas nucleasas (ADNasas y ARNasas) y 3) segregacion de los
acidos nucleicos (Cruz et al., 2021 y Mellado, 2020). Se conocen tres tipos de
extraccion de ADN, los cuales se basan en la ruptura mecénica, en el tratamiento

guimico o en la digestion enzimética (Figura 3).

Figura 3.
Tipos de extracciéon de ADN
4 N N )
Ruptura mecanica Tratamiento quimico Digestion enzimatica
e N ( N ( \
_ . Detergentes
Trituracion L )
Agentes .
caotropicos Proteinasa K
tioles
\\§ J \ J \ j
- 2N 2N J

Fuente: Mellado (2020).
2.5.2 Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica molecular fue desarrollada por el doctor Kary Mullis en 1983 (Zhu et
al., 2020) y consiste en replicar el ADN en grandes cantidades a partir de una
muestra que funciona como plantilla (Chika et al., 2019). Para ello, se requieren
cuatro elementos basicos (Pérez, 2020):

e EI ADN molde o plantilla: es el fragmento que se quiere replicar.
e Cebadores o primers: fragmentos de ADN de cadena sencilla a los extremos
de la cadena molde que permiten el inicio de la reaccion.

e Nucledtidos libres.
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e Enzima polimerasa: complementa la cadena molde incorporando nucleétidos
contrarios.

El ADN amplificado mediante esta técnica se puede observar mediante
procesos de separaciéon del ADN convencionales, como extraccion orgénica o
extraccion de fase sdlida (Pérez, 2020).

2.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (QPCR)

Esta es una modificacion de la técnica del PCR convencional, conocida también
como PCR cuantitativa, dado que permite, no solo ampliar el fragmento, sino
también cuantificar este ADN diana en la platilla. La proporcion existente se va a
evidenciar como fluorescencia segun la cantidad que esté presente en la muestra
(Chika et al., 2019). Lo descrito, se realiza mediante ciclos térmicos y su duracion

depende de la cantidad que se programen (Zhu et al., 2020).
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CAPITULO Ill. MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacién

La zona geografica de estudio se ubica en el cantén de Zarcero, provincia de
Alajuela, en el occidente del Valle Central. Su extension es de 155,13 Km2y
presenta una altitud media de 1769 m s.n.m. Su clima es catalogado como tropical
de montafa, caracterizado por temperaturas que rondan los 19°C, fuertes vientos y
neblina durante el afio (INEC, 2020).

El area ha sido incluida en diferentes proyectos de entidades gubernamentales,
con el fin de promover el desarrollo econdmico del canton. Por eso, el sector
agropecuario estd muy distribuido, en especial la horticultura, que es su principal
actividad agricola. La zona de muestreo incluye cuatro tipos de uso de suelos, que
son: bosque, finca de produccion organica, finca de produccion convencional y finca
con buenas précticas agricolas (Figura 4).

Figura 4.
Mapa de ubicacion de las fincas muestreadas, nombradas segun su sistema de

manejo.
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3.1.1 Caracteristicas de los sitios de muestreo

La finca orgénica implementa un sistema de control de plagas combinando

trampas, microorganismos efectivos y pesticidas organicos. Ademas, utiliza una
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Fuente: Brenes (2022).

variedad de abonos organicos como biocompost, lombricompost y biofermentos para

optimizar la fertilidad del suelo. A pesar de su proximidad a los asentamientos

urbanos y areas de produccion mixta, la finca no esta cercana a centros de salud. En

cuanto al suministro de agua, se abastece de fuentes naturales, utilizando, tanto

agua de nacientes, como de rios para el riego de los cultivos.

La finca de buenas préacticas emplea métodos de control de plagas basados en

trampas y microorganismos efectivos, prescindiendo por completo del uso de

pesticidas. Se destaca el uso de abonos organicos como biocompostaje y

biofermentos. Aunque rodeada principalmente por granjas de produccion pecuaria,

en su entorno no hay asentamientos urbanos ni centros de salud. Al mismo tiempo,

aprovecha un rio y una naciente para el riego de los cultivos.
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En contraste, la finca convencional, situada entre producciones mixtas y
asentamientos urbanos con un centro de salud cercano, emplea una variedad de
plaguicidas que incluyen insecticidas, fungicidas, herbicidas y pesticidas, junto con
abonos quimicos y organicos como la gallinaza, cabraza, caballaza y
lombricompostaje. El suministro de agua proviene de manantiales naturales, asi
como del rio local.

El area de bosque empleada para el muestreo se encuentra en una zona urbana
y en ella existen nacientes de agua y un rio que atraviesan la propiedad. Dado que
es un area sin explotar productivamente, no se conoce el uso de pesticidas, abonos
u otras practicas de manejo agropecuario.

3.2 Muestra

Se tomaron 10 individuos de la especie Amynthas gracilis de cada sitio de
muestreo, como se indica en la Figura 4 (5 en temporada lluviosa y 5 en temporada
seca). Estos organismos fueron disectados en campo y su contenido intestinal fue
guardado en microtubos de 1.5 mL en nitroégeno liquido para su traslado al
laboratorio. De los diferentes sitios de muestreo (bosque, finca de produccién
organica, finca de produccion convencional y finca con buenas practicas agricolas)
se tomaron también 500 gr de muestra de suelo (Unicamente en temporada seca).
Las muestras de tractos digestivo fueron guardadas a - 80°C en el laboratorio hasta
su procesamiento y las de suelo fueron preservadas a -20°C.

El muestreo se efectu6 en el marco de una tesis de maestria paralela a la
presente investigacion denominada “Evaluacion de estrés fisioldgico y variaciones
en el microbioma de lombrices de tierra expuestas a plaguicidas en suelos horticolas
de Zarcero” (Brenes, 2022). Ambas se realizaron bajo la direccion del Instituto

Regional de Estudios en Sustancias Toxicas (IRET-UNA).
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3.3 Métodos

3.3.1 Extraccion del ADN del material digestivo y suelos

De los contenidos intestinales y las muestras de suelo se llevé a cabo una
extraccion total de ADN utilizando el kit DNeasy PowerLyzer PowerSoil (Qiagen
corp), siguiendo las especificaciones del fabricante. La calidad, integridad y
concentracion del ADN proveniente de las lombrices se verificd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific),
lo cual brindé una mayor seguridad acerca de los resultados.

3.3.2 Determinacion de genes de resistencia a antibiéticos

De conformidad con el permiso brindado por la Comisién Nacional para la
Gestion de la Biodiversidad (CONAGEBIO) (Anexo 1), se realiz6 la deteccion de los
genes que codificaban para resistencia a tetraciclinas (tetA, tetB, tetQ y tetW),
sulfonamidas (sull y sulll), cloranfenicoles (catll), macrélidos (ermB), quinolonas
(gnrS) y betalactamicos (blatewm).

Para lograr la deteccién y cuantificacion de los ARGs deseados, se hizo una
gPCR, empleando el termociclador CFX96 Touch de Bio-Rad. En la reaccion, se
utilizé la mezcla maestra para PCR SYBR™ Green de la casa comercial Thermo
Fisher®. El proceso se realizé de acuerdo con lo indicado en la guia de pasos
establecida por el Laboratorio de Ecotoxicologia del IRET.

Luego, se amplifico el gen 16S rRNA en cada muestra, con el propdsito de
detectar la presencia bacteriana que permitiera el siguiente analisis de los ARGs.
Una muestra era considerada como valida cuando presentaba un umbral de ciclo
(CT) por debajo de 25, segun lo establecido por Doi & Arakawa (2007).

Posteriormente, se procedié con la deteccion de 10 ARGs en las muestras

validas. Estos 10 genes son representantes de seis familias antibioticas y los
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primeros empleados se describen en el Apéndice 2. A su vez, se tomaron como
muestras validas las que presentaban un CT menor a 32.
El nimero de copias de los ARGs detectados se aproxim6 mediante la siguiente
formula:
logio (porcentaje de ARG) = 2 + 0,33* (ct16SrRNA — ctARG)

En ella, los resultados se presentaban en un porcentaje hipotético denominado
log1o, 0,33 era la pendiente media para todos los genes, el ct16S rRNA correspondi6
al umbral de ciclo de cada muestra y el ctARG fue el umbral del ciclo para cada gen.
El resultado determind la carga porcentual de cada ARG. El valor minimo detectable
para las muestras fue 1077.

3.4 Determinacién de rutas de exposicién

3.4.1 Posibles fuentes de exposicion

Con el objetivo de identificar los posibles medios de propagacién de ARGs y las
causas potenciales de su presencia, se efectuaron visitas a las fincas muestreadas.
Se identificaron, a partir de una encuesta (Apéndice 1), las practicas de manejo
implementadas, considerando factores como tipo de abono, uso de plaguicidas,
formulaciones que contenian antimicrobianos, tipos de riego y caracteristicas
geograficas de cada area. Para la encuesta, se tomé como base la implementada en
otras investigaciones del IRET.

3.5 Analisis de datos y método estadistico

Los resultados alcanzados fueron tabulados en una hoja del programa Microsoft
Office Excel (Version 2019), incluyendo, datos como la finca de procedencia, genes
encontrados, familias de farmacos presentes y caracteristicas recopiladas en la

encuesta aplicada (Ver Apéndice 1).
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Los datos se analizaron mediante el uso de estadistica descriptiva, utilizando el
programa Microsoft Office Excel (Version 2019). Ademas, se realizaron tablas de
distribucion de frecuencias para todas las variables categoricas y se generd un mapa
de calor por medio de la herramienta RStudio version 4.3.0 con el paquete ggplot2
(Wickham, 2016). Los valores obtenidos se expresaron en una escalade 5a 1,
facilitando la representacion de los valores maximos y minimos, lo que contribuyé a

su visualizacion.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

Se debe resaltar que posterior al proceso de extraccién, se obtuvieron 32
muestras de ADN del contenido digestivo de lombrices para el desarrollo de las
pruebas planteadas en este trabajo de investigacion. Estas provenian de los
siguientes sitios: “Bosque” (n=7), “Organico” (n=8), “Convencional”’ (n=8) y “Buenas
practicas” (n=9) (Figura 4). Adicionalmente, se realiz6 la extraccion de ADN de
cuatro muestras de suelo.

Después de la amplificacion del gen 16S, resultaron validas 20 muestras. El
20% (4/20) procedian del tracto digestivo de lombrices muestreadas en el area
etiquetada como “Bosque”, 20% (4/20) de “Organico”, 10% (2/20) de “Convencional’
y 30% (6/20) de “Buenas practicas”. Las cuatro restantes procedian del suelo de las
cuatro areas donde se tomaron las lombrices de tierra incluidas en esta
investigacion.

4.1 Deteccion de genes de resistencia

De las 20 muestras validadas para contenido intestinal de lombrices y suelos, el
50% (10/20) amplificé para al menos un ARG. En el caso del contenido intestinal de
las lombrices, el 37.5% (6/16) expresaron un Unico ARG (Tabla 1). El 18,75% (3/16)
fue positiva para sull y 18,75% (3/16) para blatem. No se identificaron los genes tetA,

tetB, tetQ, tetW, sulll, catll, gnrS y ermB.
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Expresion de ARGs en muestras de contenido intestinal de lombrices segun zona de muestreo (finca organica y finca buenas

practicas) en temporada seca (S) y lluviosa (LI), Zarcero, Costa Rica.

Muestra Procedencia tetA tetB tetQ tetw sull sulll catll gnrS ernB blarem
L123 Finca organica n.d n.d n.d n.d -0,7522 n.d n.d n.d n.d n.d
LI21 Finca organica n.d n.d n.d n.d -0,2341 n.d n.d n.d n.d n.d
L129 Finca organica n.d n.d n.d n.d -2,6596 n.d n.d n.d n.d n.d
S25 Finca organica n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 0,383
LI4 Finca buenas practicas  n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d -2,2603
S4 Finca buenas practicas  n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 1,5479

Nota: n.d (no detectado).
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De las cuatro muestras de suelo, la totalidad expresé ARGs para dos o0 mas
familias de antimicrobianos, como se observa en la Tabla 2. El gen mas comun fue
tetW (100%), seguido de tetQ y catll (50%), tetB, gnrS, sull y sulll (25%). No se
identifico tetA, ermB ni blatem.

Tabla 2.
Resultados de expresion de ARGs en muestras de suelos horticolas (bosque, finca

organica, con buenas practicas y convencional) en Zarcero, Costa Rica.

Gen Orgénico Bosque Btjer-1as Convencional
practicas

tetA n.d n.d n.d n.d
tetB n.d n.d n.d 0,3368
tetQ n.d n.d 1,4357 -1,0195
tetw -2,9335 -2,8576 -1,4089 -2,6629
sull n.d n.d n.d -1,3693
sulll -2,5573 n.d n.d n.d
catll -2,488 -2,686 n.d n.d
gnrS -3,0721 n.d n.d n.d
ermB n.d n.d n.d n.d
blarem n.d n.d n.d n.d

Nota: n.d (no detectado).

Al comparar los resultados para los contenidos intestinales de lombrices y los
suelos de donde estas provenian, se encontré que el gen tetW estaba presente en
todos los suelos analizados, pero no en las lombrices de tierra. En el caso del gen
sull, nicamente se observo en muestras de suelo de fincas convencionales y no en
las lombrices de dichas areas.

Por otro lado, el gen tetQ se encontrd presente en los suelos, tanto de fincas
convencionales como de buenas practicas, pero no se hall6é en las lombrices de

ninguna de estas areas. En cuanto al gen blarem, se identifico en lombrices de tierra



40

procedentes de dos fincas diferentes (una organica y otra de buenas practicas), sin
embargo, no se encontrd en ninguna muestra de suelo. Los genes sulll y catll se
detectaron en muestras de suelo organico, pero no estaban presentes en las
lombrices de tierra de dicha zona.

El gen gnrS se encontré en muestras de suelo provenientes de bosques y fincas
organicas, pero no se observé en las lombrices de tierra. Por ultimo, el gen tetB se
expresé en muestras de suelo de fincas convencionales, pero no se detecto en las
lombrices (Ver Apéndice 6).

Con respecto a las familias de antimicrobianos para las cuales algin gen
codificaba resistencia, las mas frecuentemente identificadas fueron las tetraciclinas
(36%), seguido de sulfonamidas (28%) y betalactamicos (17%) (Figura 5). En el caso
de las lombrices, correspondieron a las sulfonamidas y los betalactdmicos (50%
cada uno), a pesar de que, en los suelos, fueron las tetraciclinas (100%), las
sulfonamidas y los fenicoles (50% cada uno) y, por ultimo, las quinolonas (25%)
(Figura 6). Los genes que codificaban resistencia para macrolidos no fueron
detectados ni en lombrices ni en suelos.

Figura 5.
Porcentaje de muestras positivas a ARGs en lombrices y suelos segun la familia

antibidtica correspondiente.

= Tetraciclina

= Sulfonamidas
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Quinolonas
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= Macrolidos

Fuente: propia.
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Figura 6.

Familias antibidticas con mayor expresion de ARGs en suelos.
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Segun la localizacion de las muestras (Figura 7), la finca catalogada como
“organica” fue la que mayor presencia de ARGs tuvo. Estos codificaban resistencia
para cinco de las seis familias antibiéticas tomadas en cuenta en el trabajo realizado.
Figura 7.
Presencia de ARGs segun la familia de farmacos y la zona geogréfica segun la finca

de donde se tomo la muestra de lombrices y suelos.
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Tomando en consideracién los valores obtenidos en logio, siendo este un
porcentaje hipotético de bacterias que amplificaron cada gen, se determiné la carga
porcentual de ARGs en cada muestra. Esto permitio la elaboracién de un mapa de
calor con las concentraciones de ARG para cada muestra con una escala que
determina su concentracion (Figura 8). El gen blatem de la muestra S4, sull de la
muestra LI21 y tetQ de la muestra SM presentaban las mayores cargas ambientales
dentro de los genes encontrados en el presente estudio.

Figura 8.

Mapa de calor representando la carga porcentual de ARGs en muestras de
contenido intestinal de lombrices y suelos horticolas (Buenas précticas [LI2, LI3, LI4,
S4, LI6, LI18 y SM], Organica [LI21, LI23, S25, LI29 y SH], Bosque [LI34, LI35, LI38,

LI39 y SB] y Convencional [LI 40, LI53 y SL]) de Zarcero.
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4.2 Andlisis del uso de antimicrobianos

De acuerdo con las entrevistas realizadas a los productores agricolas de las
areas de muestreo (Apéndice 3, 4 y 5), se establece que ninguno empleaba
plaguicidas con antibidticos en su composicién. Sin embargo, se identificé la
presencia de producciones pecuarias en las cercanias, asi como el uso de gallinaza,
suero de leche y otros subproductos como materia prima para la elaboracion de
abono o su uso directo en el suelo.

Se pudo identificar que el 100% de las fincas utilizaban agua de naciente para
realizar el riego y un 66,7%, agua de rio (por sistema de bombeo). A su vez, un
66,7% de producciones tenia asentamientos urbanos colindantes y solamente una

finca report6 centros de salud cercanos.
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CAPITULO V. DISCUSION

El abordaje de este trabajo se realizé desde el analisis descriptivo de
presencia/ausencia y cuantificacion relativa de ARGs en el contenido intestinal de
lombrices y los suelos en los que viven. Se observé la presencia de los genes sull y
blatem en el contenido intestinal de lombrices y de tetB, tetQ, tetW, sull, sulll, catll y
gnrS en los suelos.

Cabe mencionar, que esta investigacién fue planteada como un analisis de tipo
descriptivo sobre la presencia/ausencia de ARGs en lombrices de tierra, a diferencia
la mayoria de los reportes en la literatura, que pretenden determinar su efecto en los
ecosistemas de suelos (Zhu et al., 2020).

Aungue el numero de muestras de suelo fue limitado, permitié apreciar una
marcada disminucion en la abundancia de ARGs al comparar los resultados de las
muestras de suelo con los individuos del estudio. En todo caso, investigaciones
previas sugieren que las lombrices de tierra pueden reducir hasta un 41,5% los
ARGs en suelos tras el vermicompost (Kui et al., 2020; Hu et al., 2022). Esto resulto
notable en la finca convencional, donde se detectaron genes que codifican para
tetraciclinas en el suelo, pero no en las lombrices. Pero esta tendencia no se
evidencio en las lombrices de suelos organicos, que presentaban genes para
betalactamicos, pero que no se detectaron en las muestras de suelo
correspondientes.

No obstante lo anterior, se requieren estudios adicionales para confirmar esta
hipotesis y comprender por qué algunos genes estan presentes en ciertas muestras
y no en otras. Se sugiere, por lo tanto, realizar nuevas investigaciones que abarquen
un mayor numero de muestras de suelo para evaluar la carga inicial de ARGs y su

reduccion posterior tras el vermicompost. Esta estrategia podria ofrecer una posible
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solucion a la problematica de la resistencia antimicrobiana al inactivar estos genes
dentro del tracto digestivo, como han sugerido estudios anteriores.

Las familias de antimicrobianos para las cuales se encontrd al menos un gen
gue codifica resistencia correspondian a tetraciclinas (36%), sulfonamidas (28%) y
betalactamicos (17%). El Unico gen que no se detectd en ninguna muestra fue el que
codificaba resistencia a macrélidos, lo que podria deberse a su bajo uso en
actividades agropecuarias de rutina como el tratamiento de mastitis, ya que estos
farmacos son los que menos se emplean en su tratamiento, como lo expone Luna et
al. (2006). Pero se requeriria ampliar el area de muestreo para identificar si esto
ocurre en todas las fincas.

Como se comento antes, los datos de expresion génica se expusieron en logl0,
donde el valor minimo detectable era de 107 (0,00000007). Si bien la amplificacién
de al menos un gen fue observada en una pequefia cantidad de muestras de
lombrices (37,5%), el logio de algunas fue considerablemente alto. Por ejemplo, la
muestra de lombriz S4, tomada de la finca con buenas practicas, expreso un logio de
1,5479 para el blatem (Tabla 2), que representa una carga porcentual en el ambiente
de un 35,3% para dicho gen (Blanco et al., 2024).

Si bien es cierto, durante la entrevista no se hall6 evidencia de que algun
productor utilizara plaguicidas o abonos que contuvieran farmacos antibiéticos, si
existen condiciones del uso del suelo que podrian afectarlas. Por citar un ejemplo,
en sus cercanias existen producciones pecuarias, asi como acceso a aguas de rios,
gue podrian servir como fuentes importantes de diseminacion de ARGs en los
ecosistemas (Vargas et al., 2024).

Al mismo tiempo, la mayoria de productores afirmé emplear subproductos de

explotaciones pecuarias, como gallinaza o suero de leche, que pueden servir como
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fuente de farmacos y de ARGs (Samreen et al., 2021). De hecho, las producciones
gue mostraron expresion de genes en lombrices fueron la organica y buenas
practicas las cuales hacen uso de abonos organicos que emplean subproductos
animales. Sin embargo, se deberia implementar también un analisis especifico para
la identificacion de estos contaminantes emergentes en dichas muestras.

En vista de que los ARGs expresados en ambas muestras (lombrices y suelos)
son muy dispersos y no estan delimitados a una sola familia de farmacos, pueden
sugerir que el area presenta una contaminacion con antimicrobianos que puede
estar modulando la resistencia en la comunidad bacteriana. Su baja expresion en los
contenidos digestivos de las lombrices podria deberse a algun factor intrinseco del
individuo, como la inactivacion durante el vermicompost mencionado anteriormente,
y no a la ausencia de contacto con bacterias resistentes o farmacos antibiéticos

(Arora et al., 2021; Dong et al., 2020 y Hu et al., 2022).
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

La determinacion de ARGs en el ambiente permite alcanzar conocimientos
acerca de su concentracion. Esto facilita la identificacion de focos de dichos
contaminantes emergentes, en pro de la toma de acciones y decisiones en el control
y mitigacion de agentes diseminadores de resistencia antimicrobiana.

Durante la investigacion se logré demostrar la presencia de ARGs para cinco
familias de farmacos antimicrobianos en suelos horticolas de Zarcero, siendo las
tetraciclinas encontradas en la mayor cantidad de muestras positivas. Lo anterior,
podria sugerir una contaminacion alta de dichos compuestos en el ambiente o la
presencia de individuos portadores de ARGs que pueden servir como
diseminadores.

Lo anteriormente descrito, fue ejemplificado al analizar los datos
correspondientes al manejo de cada area muestreada, ya que se pudo destacar que
las fincas con mayor expresion de ARGs en contenido de lombrices empleaba
practicas de abono organicas que implementaban subproductos de animales como
gallinaza o suero de leche, que podrian contener restos antimicrobianos o individuos
portadores de ARGs.

En futuras investigaciones, se deben incluir méas fincas agricolas y pecuarias,

con la finalidad de dilucidar de dénde viene la contaminacion con antimicrobianos.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

La resistencia antimicrobiana es una realidad mundial que requiere de medidas
inmediatas para disminuir su incidencia y mitigar la velocidad con que este problema
se expande en los ecosistemas nacionales. Es necesaria la implementacion
legislacion que establezca un control en el uso de antibiéticos para profesionales de
la salud, explotaciones agropecuarias y en otras areas, con el fin de eliminar el uso
desmedido de estos farmacos.

Con base en lo sefialado, resulta clara la necesidad de investigaciones que
contribuyan a comprender mejor la actividad de los ARGs en los ecosistemas, con el
propésito de que se generen datos que permitan elaborar una ruta de accion e
implementar estrategias naturales que brinden una posible solucién a la
problematica.

En ese sentido, se espera que este proyecto sirva de catalizador para futuras
investigaciones en diferentes zonas del pais, ya que dicha informacion es importante
para combatir la problematica de RAM, situacion que requiere de una actuacion
politica y gremial urgente.

Consecuente con el desarrollo de la presente investigacion, se hace posible
brindar ciertas recomendaciones en pro de mejorar los resultados del proyecto para
colaborar en futuras investigaciones:

e Aumentar el nimero de sitios de muestreo y de muestras para robustecer el

andlisis estadistico.

e Evaluar en profundidad las rutas por las cuales los antimicrobianos o genes

de resistencia llegan a los suelos.

e Analizar la presencia de antimicrobianos en los productos que se aplican

durante las actividades cotidianos de las fincas.
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e Examinar la dinamica de aplicacion en temporada seca y lluviosa para
determinar si el comportamiento de los contaminantes y su presencia varian.

e Se propone la implementacion de un equipo interdisciplinario que pueda
ofrecer su conocimiento en las diversas etapas de la investigacion, porque
esto asegura un planteamiento mas global del estudio, partiendo de diferentes

conocimientos sobre la teméatica en cuestion.
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CAPITULO IX. APENDICES Y ANEXOS

Apéndice 1.

Encuesta para determinar posibles rutas de exposicion.

1. Tipo de explotacion
O Pecuaria ) Agricola
2. Tipo de manejo
O ndustria O Convencional () Organica (O Natural () Buenas précticas
3. Control de plagas
O Trampas O Plaguicidas O Microrganismos efectivos (EM)

4. Tipos de plaguicida empleados
O Insecticida O Fungicida O Herbicida O Pesticida O NA
5. Uso de plaguicidas con farmacos antibi6ticos en su compaosicion
O si O No
6. Tipos de producciones colindantes
QO Agricolas (O Pecuarias (O Mixtas
7. Cuerpos de rios dentro de la finca
QO si O No
8. Tipo de abono empleado en la produccion
O organico O Quimico
9. Marcar el uso de cualquiera de los siguientes elementos
O Gallinaza () Cerdaza (O cCaballaza () Cabraza
O Biocompost () Lombricompost () Biofermentos

10. Asentamientos humanos cercanos
O si O No

11. Centros de salud cercanos
Osi O No

12. El agua empleada en la produccién proviene de:
O Naciente O Pozo O Acueducto O Rio (bomba)

Fuente: Elaboracion propia.




Apéndice 2.

Cebadores empleados durante la realizacion del gPCR.
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Gen

Secuencia (5'—3"; forward/reverse)

Referencia

ermB

CCGAACACTAGGGTTGCTC / ATCTGGAACATCTGTGGTATG

Tolosi et al. (2021)

catll

GATTGACCTGAATACCTGGAA/ CCATCACATACTGCATGATG

Yoo et al. (2003)

anrS

GACGTGCTAACTTGCGTGAT/ TGGCATTGTTGGAAACTTG

Marti & Balcazar (2013)

tetA

TCAATTTCCTGACGGGCTG/ GAAGCGAGCGGGTTGAGAG

Keenum et al. (2022)

tetB

tet Q

CGCCCAGTGCTGTTGTTGTC/ CGCGTTGAGAAGCTGAGGTG

AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG/ CGGAGTGTCAATGATATTGCA

Goswami et al. (2008)

Xu et al. (2019)

tet W

GAGAGCCTGCTATATGCCAGC/ GGGCGTATCCACAATGTTAAC

Aminov et al. (2001)

sul |

CACCGGAAACATCGCTGCA / AAGTTCCGCCGCAAGGCT

Suhartono & Savin (2016)

sul Il

CTCCGATGGAGGCCGGTAT/ GGGAATGCCATCTGCCTTGA

Xu et al. (2019)




Apéndice 3.

Encuesta realizada al productor encargado de la explotacion catalogada como

manejo organico.

1. Tipo de explotacion
QO Pecuaria @ Agricola

2. Tipo de manejo
QOlndustria O Convencional @ Organica (O Natural O Buenas practicas

3. Control de plagas
. Trampas () Plaguicidas @ Microrganismos efectivos (EM)

4. Tipos de plaguicida empleados
O Insecticida O Fungicida () Herbicida @ Pesticida (O NA

5. Uso de plaguicidas con farmacos antibiéticos en su composicion

O si @ o

6. Tipos de producciones colindantes
(O Agricolas (O Pecuarias @ WMixtas

7. Cuerpos de rios dentro de la finca

O si ® No

8. Tipo de abono empleado en la produccion
@ Orgénico O Quimico

9. Marcar el uso de cualquiera de los siguientes elementos
@ Galinaza () Cerdaza (D Caballaza () Cabraza
.Biocompost (O Lombricompost @ Biofermentos

10. Asentamientos humanos cercanos

@si O No
11. Centros de salud cercanos
@si ONo
12. El agua empleada en la produccion proviene de:
@ Naciente O Pozo O Acueducto @ Rio (bomba)
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Fuente: Elaboracion propia.



Apéndice 4.

Encuesta realizada al productor encargado de la explotacion catalogada como

manejo convencional.

1. Tipo de explotacion
O Pecuaria @ Agricola

2. Tipo de manejo
QO Industria @ Convencional () Organica (O Natural () Buenas practicas

3. Control de plagas
® Trampas @ Plaguicidas @ Microrganismos efectivos (EM)

4. Tipos de plaguicida empleados
@ Insecticida @ Fungicida @ Herbicida @ Pesticida (O NA

5. Uso de plaguicidas con farmacos antibiéticos en su composicion

Osi @ o

6. Tipos de producciones colindantes
O Agricolas O Pecuarias @ WMixtas

7. Cuerpos de rios dentro de fa finca

O si ® No

8. Tipo de abono empleado en la produccion
@ Organico @ Quimico

9. Marcar el uso de cualquiera de los siguientes elementos
@ Gallinaza () Cerdaza @ Caballaza @ Cabraza
(O Biocompost . Lombricompost (O Biofermentos

10. Asentamientos humanos cercanos

@®si O No

11. Centros de salud cercanos

Osi ‘ No

12. El agua empleada en la produccion proviene de:

@ Naciente O Pozo O Acueducto @ Rio (bomba)
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Fuente: Elaboracion propia.



Apéndice 5.

Encuesta realizada al productor encargado de la explotacion catalogada como

manejo con buenas practicas agropecuarias.

1. Tipo de explotacion
O Pecuaria @ Agricola

2. Tipo de manejo

OIndustria ) Convencional (O oOrgénica () Natural @ Buenas practicas

3. Control de plagas
. Trampas O Plaguicidas .Micmrganismos efectivos (EM)

4. Tipos de plaguicida empleados
O Insecticida (O Fungicida (O Herbicida (O Pesticida @ NA

5. Uso de plaguicidas con farmacos antibidticos en su composicion

Osi @ No

6. Tipos de producciones colindantes
O Agricolas @ Pecuarias O Mixtas

7. Cuerpos de rios dentro de fa finca

@ si O No

8. Tipo de abono empleado en la produccion
@ Organico O Quimico

9. Marcar el uso de cualquiera de los siguientes elementos
OGallinaza () Cerdaza (Caballaza () Cabraza
@ Biocompost .Lombricompost . Biofermentos

10. Asentamientos humanos cercanos

O si @ No
11. Centros de salud cercanos o
Osi @ No
12. El agua empleada en la produccién proviene de:
@ Naciente O Pozo O Acueducto O Rio (bomba)
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Fuente: Elaboracion propia.



Apéndice 6.

Caracterizacién de las fincas de donde provienen las muestras con ARGs expresados, segun su tipo de manejo.
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Mues- Procedencia tetB tetQ tetW sull sulll catll gnrS blamem Control de Tlp_o_s Producciones Rio Tipo Abono A_senta- Centros Fuente
tra plagas plaguicidas cercanas abonos mientos de salud agua
) - - Biocompost, ’
LI23 F|f1c§1 - - - 0,75 - - - - Trampas, ME Pespc_|das Mixto Si Organico Lombricompost, Si No Namgnte,
organica 20 organicos Biofermentos Rio
) - . Biocompost, .
LI21 orFlgg;a - - - 0,23 - - - - Trampas, ME Zfsgr?ilg:: Mixto Si Organico Lombricompost, Si No Nacrliinte,
g 41 9 Biofermentos
) - . Biocompost, .
LI29 Flpc_a - - - 2,65 - - - - Trampas, ME Pesflc_ldas Mixto Si Organico Lombricompost, Si No Nac[ente,
organica % orgénicos Biofermentos rio
. . Biocompost, .
S25 F",]C.a - - - - - - - 0,383 Trampas, ME Pesflc]das Mixto Si  Organico Lombricompost, Si No Nac[ente,
organica orgénicos Biofermentos rio
Li4 Flr;crgct:ilézr;as - - - - - - - -2,2603 Trampas NA Pecuarias Si  Organico Biocompost, Biofermentos No No Naciente
S4 Flr;)crzct:ilézgas - - - - - - - 1,5479 Trampas NA Pecuarias Si Organico Biocompost, Biofermentos No No Naciente
. Biocompost .
P 0,001 0,002 0,00 0,003 Pesticidas ) . P . ’ . Naciente,
SH Organico - - 5 - 8 085 3 - Trampas, ME organicos Mixto Si Organico Lombrlcompost, Si No rio
Biofermentos
SB Bosque - - 0'?101 - - 0’0102 - NA NA NA Si NA NA Si No Naciente
SM BP - 27,3 0,04 - - - - - Trampas NA Pecuarias Si Organico Biocompost, Biofermentos No No Naciente
Insecticidas, ) )
SL  Convencional 217 0096 002 004 . Trampas, MEy ‘g icidas, Mixto Si Quimico Gallinaza, Cabraza, si si Naciente,
2 3 Plaguicidas herbicidas Caballaza, Lombricompost rio

Nota: NA (No aplica).
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Anexo 1.

Permiso de CONAGEBIO

POR TANTO,
LA DIRECTORA EJECUTIVA DE LA OFICINA TECNICA

RESUELVE:

PRIMERO: Aprobar a Universidad Nacional, cédula juridica 4000042150, representada
legalmente por Jorge Herrera Murillo, cédula 205330454, la solicitud de acceso para el
proyecto de Investigacion Basica denominado “Programa de Laboratorio de Estudios
Ecotoxicologicos (Ecotox)-IRET (cédigo SIA 0263-17): Evaluacion de biomarcadores en
lombrices de tierra colectadas en parcelas agricolas con diferente uso de plaguicidas”, de
conformidad con el contrato para el otorgamiento del consentimiento previamente informado,
el formulario de Guia Técnica y los siguientes términos:

1. Material a accesar:
Muestras In Situ:

Género y especies Tipo de Muestra Cantidad de muestra | Numero de muestras
por sitio de acceso

Annelida, Lumbricidae | Individuos enteros 60 3
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