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RESUMEN

El uso y abuso de los pesticidas en la agricultura, ha dado como resultado
cambios en la capacidad metabdlica de bacterias de suelo. Asi mismo, en la ultima
década, el problema de la resistencia bacteriana ha incrementado, creando la
necesidad de buscar o sintetizar nuevos compuestos para la elaboracion de
antibioticos. Trabajos recientes han relacionado la habilidad de la microbiota de
suelo para resistir a pesticidas, antibidticos y metales pesados mediante la
transferencia horizontal de material genético.

Sin embargo, se ha demostrado que algunos herbicidas pueden inducir cambios
en la susceptibilidad a los antibioticos en bacterias como E. coli y Salmonella
enterica a través de transportadores tipo AcrAB, lo cual podria explicar la

importancia de la resistencia cruzada a pesticidas y antibiodticos.

Metodologia: En este trabajo exploramos cepas resistentes a pesticidas (como
asulam, glifosato y paration metilico) usando como modelo biolégico una cepa
silvestre de Salmonella enterica serovar Typhimurium. Exploramos si esas cepas
resistentes a pesticidas eran también resistentes a antibiéticos como (B-lactamicos,
cloranfenicol, aminoglucdésidos, trimetoprim-sulfametoxazol y nitrofurantoina.
Finalmente determinamos si la resistencia a los pesticidas se mantenia en una

segunda exposicion.

Resultados: Se aislaron 257 cepas resistentes a pesticidas, de las cuales 53
mostraron ser menos susceptibles a ampicilina, algunas cefalosporinas, y/o

aminoglucosidos.

Conclusiones: Determinamos que la concentracion minima de antibiotico
requerida para afectar esas 53 cepas resistentes a pesticidas era mayor en el caso
de aminoglucdsidos, en comparacion con la cepa silvestre. Sin embargo, no se

conserva la resistencia a los pesticidas en la segunda exposicion.

VI



VIl



ABSTRACT

The use and abuse of pesticides in agriculture has resulted in changes in the
metabolic capacity of soil bacteria. Likewise in the last decade, the problem of
bacterial resistance has increased, creating the need to find or synthesize new
substances that may be used as antibiotics. Studies have linked the ability of soil
microbiota to resist pesticides, antibiotics and heavy metals with the horizontal
transfer of conjugative plasmids, transduction and transformation.

Moreover it has been shown that some herbicides induce changes in physiological
susceptibility to antibiotics in bacteria such as E. coli and Salmonella enterica
through AcrAB transporters, which could explain important cross-resistance to

pesticides and antibiotics.

Methods: In this work, we explored mutants resistant to pesticides (such as
Asulam, Glyphosate and Methyl parathion) using as a model Salmonella enterica
serovar Typhimurium. We explored whether the pesticide resistant mutants were
also resistant to antibiotics B-lactamics, cephalosporins, chloramphenicol,
aminoglycosides, trimethoprim-sulfamethoxazole and nitrofurantoin. Finally, we

determined if the resistance to pesticides was conserved.

Results: 257 pesticide resistant candidates were isolated, from which 53 showed

reduced susceptibility to ampicillin, some cephalosporines and amynolgicosides.

Conclusions: We determined the new minimum inhibitory concentration of
antibiotic required to affect these 53 selected pesticide-resistant strains, and we
had more-stronger differences with aminoglycosides, were found with respect to
the wild type strain. However, the resistance to pesticides isn’t conserved in a

second exposition.
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INTRODUCCION

El origen de laresistencia

La resistencia es un fendmeno biolégico espontaneo que constituye un
problema mundial creciente en las ultimas décadas y que ha contribuido a la
selecciéon de patdégenos (Andersson, 2011). Cada afio se aislan cepas bacterianas
multi-resistentes, provenientes de brotes y epidemias; y asi mismo se han
detectado plagas de insectos y plantas resistentes a pesticidas de ultima
generacion. El uso desmesurado de los antibioticos en animales de produccion y
en la agricultura, las malas practicas médicas y el poco control en el manejo de los
pesticidas, esta estrechamente relacionado con el aumento en la resistencia
(Wise, 2002; Andersson & Hughes, 2010).

Los organismos han desarrollado mecanismos de sobrevivencia a través
del tiempo. Moléculas de origen inorganico como dioxido de carbono, nitrégeno y
vapor de agua, se unieron y complementaron para formar otras mas complejas
que adquirieron funciones autocataliticas como el RNA, lo que posiblemente dio
origen a las primeras proteinas y finalmente organismos unicelulares con un
genoma rudimentario (Gilbert, 1986). La diversidad de funciones metabdlicas
permiti6 la formacion de organismos simples, que mas tarde adquirieron la
capacidad de replicarse y heredar las mismas caracteristicas a su progenie. Estos
primeros organismos eran heterétrofos extremos, pero con el paso del tiempo
desarrollaron un metabolismo intermedio que les permitiera obtener nutrimentos y
sobrevivir a la primitiva atmésfera anaerobia. (CR Woese, 1987; CR Woese,
1998).

La resistencia involucra procesos fisioldgicos vitales para el individuo, como
los sistemas de trasporte transmembranal, cambios en la permeabilidad de
membrana y enzimas degradadoras. Sin embargo, aquellos organismos

metabdlicamente mas eficientes, con mejores sistemas de transporte o con mayor
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capacidad mutagénica, son los que tienen mayor posibilidad de sobrevivir a un
ambiente adverso y por lo tanto se favorece su proliferacion bajo estas

condiciones selectivas.

Se ha observado que la resistencia se presenta de forma similar en
organismos como bacterias, insectos y plantas (Figueroa-Acosta, 2006; Badii et
al., 2007); éstos ultimos han evolucionado para hacer mas eficientes los sistemas
de transporte de sustancias, favoreciendo la expulsidén y/o secuestro de pesticidas.
Por su parte, las bacterias han evolucionado desarrollando una amplia variedad de

mecanismos de resistencia a antibidticos.

El resistoma

Se ha propuesto, que dentro del pangenoma microbiano, se encuentra una
coleccion de genes de resistencia de bacterias patégenas y no patégenas. Tanto
en patégenos como en bacterias productoras de antibioticos pueden encontrarse
genes potencialmente funcionales en la resistencia, que se mantienen en niveles
basales de expresion (genes cripticos de resistencia) y genes que participan
activamente en la resistencia a antibidticos. A esta coleccidbn de genes,
precursores y factores de resistencia se le conoce como resistoma (Wright, 2007;
Davies, 2010).

El éxito del avance en la resistencia de bacterias patdgenas se debe a la
habilidad para transferir informaciéon genética entre poblaciones, lo cual ha
permitido la dispersion de genes en el resistoma entre multiples géneros
bacterianos en ausencia de una presion de seleccion constante (Hershberg,
2017). La adquisicion e integracion de material genético al genoma de una
bacteria, puede realizarse mediante la transferencia horizontal o conjugacién de
plasmidos entre dos bacterias; la incorporacion de elementos genéticos mdéviles
flanqueados por elementos de insercion (transposones), o por transduccion
mediada por bacteriéfagos (Koonin, 2012), sin embargo, son elementos que
pueden perderse con el tiempo.



Por otra parte, un factor poco considerado en el desarrollo de la resistencia
es el “nivel de resistencia”. Al evaluar una cepa mutante resistente, resulta ser que
el incremento en la resistencia es minusculo y casi indetectable cuando se trata de
sistemas de bombas flujo; en cambio cuando se trata de modificaciones en el sitio
blanco o degradacién enzimatica del propio antibidtico, el nivel de resistencia

puede ser mayor (Hughes y Andersson, 2016).

Mutagénesis, la base de la evolucion

La evolucion de las bacterias para adaptarse a cambios del ambiente,
puede ocurrir mediante la adquisicion de material genético externo o bien por
modificaciones en genes y operones preexistentes debido a mutaciones (Blazquez
et al., 2002). En un ambiente natural, es comun encontrar elementos genéticos
moviles (transposones y plasmidos) e incluso bacteriéfagos que fungen como
herramientas muy efectivas de transferencia horizontal de genes (de la Cruz y
Davies, 2000). Cuando el ambiente es favorable y coexisten especies
genéticamente compatibles, es posible que se dé el intercambio genético; sin
embargo, cuando las especies bacterianas no estan relacionadas o no son
capaces de incorporar y replicar el material genético la alternativa inmediata es el
rearreglo gendmico y/o la mutacién (Blazquez et al., 2002). Por otra parte, hay que
recordar que la resistencia también puede ser resultado de la presencia de
caracteristicas morfo-funcionales inherentes del género; por ejemplo: la ausencia
de un sitio de accién especifico o las diferencias entre la cantidad de

peptidoglicano entre Gram-positivas y Gram-negativas (Blair et al., 2015).

La resistencia es el resultado de la adaptacion continua de un individuo ante
cambios en su ambiente, los individuos mas aptos sobreviviran y su carga
genética trascendera en su descendencia. Esta capacidad esta determinada por la
modificacion de la estructura de su genoma y la tasa de mutacion. Cuanto mayor

sea la tasa de mutacion, se incrementa el riesgo de sufrir cambios deletéreos,



pero, por otra parte, si estas mutaciones son benéficas les permite adaptarse
rapidamente a un ambiente diferente (Galan et al., 2006).

En una poblacion bacteriana, la diversidad genética puede modificarse con
mayor facilidad cuando el tamafio de la poblacion es grande que cuando es
pequeia, ya que cuando la poblacion es reducida la tasa de mutaciéon no es
suficiente para generar la suficiente variabilidad genética para superar posibles
cuellos de botella y generar individuos mejor adaptados a situaciones de estrés
(Hersh et al., 2004, Galan et al., 2006). En un hospedero infectado, es poco el
conocimiento del tamafno de la poblacidn bacteriana, pero en algunos casos
cuando es lo suficientemente grande, se puede sugerir el surgimiento de
mutaciones de resistencia de forma espontanea. Existen métodos para medir la
tasa de mutacion espontanea en una poblacion bacteriana (Drake, 1991; Foster,
2006), la cual ocurre con una frecuencia aproximada de 10-'° por dinucleétido y
alrededor de 0.003 mutaciones por genoma (Drake, 1991; Adbulkarim, 1996;
Drake 1998, Drake 1999). Por otra parte, las inserciones, deleciones, inversiones
y duplicaciones pueden ocurrir con mayor frecuencia, es decir entre 10-°y 102 por
célula por generacién (Anderson, 1981; Hughes, 2017; Reams, 2012; Reams
2010).

En un medio natural, las bacterias se encuentran en fase estacionaria y en
condiciones de baja actividad replicativa, los sistemas de reparacion se rigen por
el factor 05, una subunidad de RNA polimerasa que contribuye en la regulacion de
la respuesta general a estrés (Gentry et al., 1993). Cuando la célula se encuentra
en condiciones estables, la respuesta se encuentra atenuada; por lo tanto se
tiende a la acumulacion de errores o mutaciones; en cambio cuando una bacteria
esta en fase exponencial la reparacion se activa (Galan, 2006, Rosenberg 1998,
Foster, 1999, Storvik et al., 2010). Si tenemos una poblacién con una tasa de
mutacion elevada, se genera una variabilidad sobre la cual podria actuar la
seleccién natural. Sin embargo, la mayoria de las subpoblaciones de estas
bacterias tienen un fenotipo transitorio y la menor parte responden a mutaciones

estables y heredables (Galan et al., 2006). Por otra parte, es importante considerar



que la conservacion de la integridad del genoma es importante para la
perpetuacion de las especies, (Radman, 1999 Jayarman, 2011).
Resistencia, tolerancia y persistencia

Los dos parametros principales que pueden variar a lo largo de los eventos
de adaptacion bacteriana son: (1) el tamafio de la poblacion y (2) el numero y la
ventaja selectiva de las mutaciones favorables necesarias para que se adapten las
bacterias. Un ejemplo de ello es la interaccion de las poblaciones bacterianas en
el hospedero; la competencia por los sustratos y las condiciones del sitio
anatémico donde habitan (Presion de oxigeno, pH etc.), generan diferente presion
de seleccién que conduce a una constante necesidad por adaptarse. (Tenaillon et
al., 1999).

En una situacion de estrés, como es el caso de la presencia de antibiéticos,
la mayoria de la poblacion bacteriana suele perecer, sin embargo, algunas de ellas
podrian responder de diferentes formas para resistir a esta condicion y sobrevivir.
La resistencia bacteriana podria interpretarse como la capacidad maxima de
defensa ante los antibidticos, y como lo hemos presentado ésta puede ser
adquirida a través de mutaciones o por la incorporacion de DNA exdgeno (Davies,
2010; Koonin, 2012), sin embargo esta capacidad puede derivar de una condicidn
previa conocida como “tolerancia”.

La tolerancia es una propiedad caracteristica de las células bacterianas
metabdlicamente inactivas, llamadas “persistentes” o “persisters”, las cuales,
podria conducir eventualmente a la resistencia (Lewis, 2017). Esta condicion fue
descrita por primera vez por Joseph Bigger en 1944, quien estudiaba los efectos
de la Penicilina; descubridé que al exponer un cultivo de Staphylococcus spp. una
pequeia subpoblacion de bacterias sobrevivia, quedando éstas en estado de
“latencia” o inactivas (Lewis 2007; Lewis, 2010).

El efecto de “refractariedad” a los antibidticos se ha atribuido a esta
condicion de tolerancia (Dhar and McKinney; 2007), con ello se permite la
sobrevivencia cuando las bacterias se encuentran expuestas por un corto tiempo a
concentraciones altas de antibiéticos (Fridman et al.,2014, Andersson and Hughes,

2011), practica que comunmente es efectuada en la terapéutica de enfermedades
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infecciosas. Fridman et al (2014) presume que el mecanismo consiste en la
expresion de mutaciones que elongan la fase de latencia, en la cual las
poblaciones detienen su crecimiento por tiempos suficientemente largos,
reduciendo el dafo causado por Ampicilina.

Por otra parte, en un trabajo de Levin-Reisman (2017) pudo observarse que
tras sucesivas exposiciones de estas bacterias a concentraciones bajas de
antibidticos, pueden obtenerse cepas resistentes que portan mutaciones en el
promotor del gen ampC, que codifica para la enzima B-lactamasa implicada en la
resistencia a ampicilina. Sin embargo, esta condicion es permisible siempre y
cuando la célula se conserve en estado de latencia, ya que al reanudarse el
crecimiento se reestablece el efecto bactericida del antibiético (Levin-Reisman et
al., 2017; Fridman et al.,2014).

Cabe mencionar que en la terapéutica, al administrar una dosis inicial alta
del antibidtico seguida de dosis decrecientes, se producen condiciones favorables
para la seleccion de mutantes persistentes a dosis altas y posteriormente la
propagacion de células resistentes, al estar en contacto continuo con el antibiético
en dosis bajas (Lewis, 2017; Levin-Reisman et al., 2017).

En conclusion, todo indica que el problema actual al que se enfrenta la salud
publica en el combate de las enfermedades infecciosas es la persistencia y con

ello la perpetuidad de la resistencia.

El precio de la supervivencia: pérdida de fitness

Un parametro clave para medir la prevalencia de la resistencia en una
poblacion es el fithess (vigor génico). Cuando obtenemos experimentalmente una
cepa bacteriana resistente a cierto factor de estrés con respecto a otra cepa
antecesora, podriamos pensar que por expresar determinado mecanismo de
resistencia ésta es mas apta para sobrevivir en el ambiente, aun en ausencia del

antibidtico. Sin embargo, aquellas mutaciones que le confieren resistencia a



antibidticos, tienden a generar un impacto en el fithess ya sea de forma positiva o
negativa (Hughes, 2017; Wright, 2007, Andersson and Hughes, 2011).

El resultado de una mutacion depende en gran medida del contexto
genomico, particularmente en las mutaciones que generan resistencia. La
epistasis, habla de este fendmeno e implica que un fenotipo asociado a un gen o
alelo puede diferir por influencia de otros genes con los que interactua
genéticamente (Hughes and Andersson, 2017). Debido a estas interacciones
epistaticas, se puede aumentar el costo metabdlico que sufre una bacteria al
adquirir resistencia a antibidticos y con ello seleccionar mutaciones de
acompanamiento, que ayuden a mejorar el fitness bacteriano, lo cual esta
relacionado con un fendmeno llamado mutagénesis inducida por estrés (Barcelo,
2015).

Estrés y mutagénesis

El estrés es un término que puede abarcar multiples situaciones y
condiciones que ponen en desventaja el bienestar y supervivencia del individuo.
Existe una variedad muy amplia de factores estresores que repercuten en el
metabolismo y crecimiento de la bacteria. La mutagénesis inducida por estrés es
producto de la activacion de genes de respuesta a estrés. Si bien, esto podria ser
una estrategia evolutiva para incrementar la tasa de mutacion y adaptarse a
nuevos ambientes, cabe la posibilidad de que se trate de la acumulacion de

lesiones y mutaciones productos del estrés (Biedov, 2014; Friedberg, 2013).

En un hospedero, por ejemplo, las condiciones ambientales propias del
nicho ecolégico (pH, temperatura, disponibilidad de nutrientes, etc.), sumadas al
estrés quimico generado por la toxicidad de sustancias exdgenas que provocan
desbalance entre las poblaciones bacterianas (edulcorantes, aditivos provenientes
de la dieta, biocidas, detergentes, antibitticos y residuos de pesticidas) suelen ser

comunes y determinan la agregacion de fenotipos (You, 2017; Surendran, 2017).



Co-seleccidn

Los suelos son reservorios importantes de elementos de resistencia con
potencial para ser transferidos a bacterias patdgenas de interés clinico, y la
presencia de antibidticos en el ambiente, ha facilitado la evolucion de la resistencia
(Costa, 2006). Sin embargo, en los microorganismos que se encuentran en
contacto con diversas sustancias téxicas, éstas podrian influir como una presién
de seleccion adicional. Se ha descrito que las bacterias son capaces de
desarrollar resistencia adaptativa a agentes anti-bacterianos como los compuestos
cuaternarios de amonio, clorhexidina y triclosan (Braoudaki, 2004). Por otra parte,
se ha encontrado que microorganismos habitantes de suelo pueden ser capaces
de expresar resistencia a pesticidas y metales pesados por medio de la
adquisiciéon de plasmidos conjugativos, que incluso, expresan resistencia para
antibioticos (Staub, 2012).

Un ejemplo reciente es el aislamiento de bacterias del género Bacillus sp.
en suelo, capaces de degradar el insecticida monocrothophos y que después de
ser expuestas al compuesto, mostraron resistencia a diversos antibidticos, siendo
esto producto de genes codificantes para transportadores MDR contenidos en un
plasmido (Rangasamy, 2017). A partir de estas evidencias, podemos sugerir que
posiblemente a través de la exposicion a agentes toxicos de diversa indole, se
estan generando bacterias resistentes a los antibidticos, sin haber sido expuestas

a los mismos previamente.

Mecanismos de resistencia de bacterias, plantas e insectos

La resistencia no es un fendmeno exclusivo de bacterias. Hemos encontrado
que los procesos de adaptacion que conducen a la resistencia se presentan en
forma similar en organismos diferentes como es el caso de plantas, hongos e

insectos. Entre mas complejo sea su metabolismo, mas complejos son los



mecanismos de resistencia, pues implica la participacion de un mayor numero de

enzimas y factores reguladores.
a) Desintoxicacion metabdlica

Esta basada en cambios en vias metabdlicas y procesos enzimaticos que los
organismos han desarrollado para deshacerse de sustancias toxicas. En los
insectos existen multiples enzimas de desintoxicacion como: oxidasas
microsomales, glutation S-transferasas y carboxilesterasas (Badii y Garza-
Almanza, 2007; Dawkar et al., 2013). En plantas, el proceso de desintoxicacion
implica tres fases, en donde entran en juego enzimas de fase | y fase 2 que
degradan téxicos como los herbicidas (Yu, 2014), posteriormente los productos de
la degradacién se conjugan en metabolitos y finalmente se depositan en

compartimentos celulares (Villalba, 2009).

Las bacterias, por su cuenta, expresan enzimas capaces de ejercer cambios
en la estructura de los antibidticos, tales que lo lleven a su inactivacion o a la
pérdida de funcion. Se ha descrito que, en el caso de algunas bacterias saprdfitas,
estas enzimas juegan un importante papel en la degradacion de sustancias toxicas
del suelo (como los pesticidas), por medio de la desmetilacién (Bourquin, 1977),
carboxilesterasas solubles (Matsumura y Boush, 1966) o por hidrdlisis (Itoh et, al.,
2014); e incluso pueden utilizar los pesticidas como fuentes de carbono y fésforo
(Singh et al., 2012, Deng et al., 2015).

El mecanismo de accidn de estas enzimas es de dos tipos (Tafur et al., 2008;
Blair et al., 2015):

1) Inactivacion por hidrdlisis: Incluye a las enzimas degradadoras de
antibiéticos como los B-lactamicos, aminoglucésidos, carbapenems,
fenicoles y macrolidos.

2) Inactivacion por transferencia de un grupo quimico: Se lleva a cabo
mediante enzimas que se encargan de la adicion de grupos alquilo, fosfato,

nucleotidil y ribitol.



b) Modificacion del sitio de accidon

La pérdida de afinidad de cualquier toxico por el sitio activo puede deberse a
una modificacién en la estructura terciaria. Generalmente los sitios blanco son
enzimas, proteinas estructurales o neurorreceptores (Villalba, 2009; Dawkar et al.,
2013). Un ejemplo es la resistencia de malezas a herbicidas inhibidores de acetil-
CoA carboxilesterasa, que se realiza por medio de la sustitucion de un residuo del
sitio activo de la enzima (Singh, 2015; Matzrafi, 2014).

En bacterias este mecanismo puede explicarse de dos formas: (1) si la bacteria
tiene una mutacién puntual en su genoma se podria modificar estructuralmente el
sitio blanco para el farmaco; y (2) por medio de la uniéon de grupos funcionales al
receptor, evitando el acoplamiento y efecto del antibidtico (Blair et al., 2015). Esta
seleccidon se realiza bajo influencia del tiempo de exposicion y de la interaccidon

con otras sustancias presentes en el medio, aumentando asi la presion selectiva.

c) Reduccion en la permeabilidad de membrana

La membrana extracelular no es una estructura hermética, tiene insertadas
proteinas formadoras de poros que permiten la comunicacién entre el citoplasma y
el espacio extracelular. En ocasiones, al entrar un organismo en contacto con una
sustacia nociva, reduce el diametro de los poros membranales. En las bacterias,
la eficacia de este mecanismo difiere entre Gram positivas y Gram negativas, ya
que éstas ultimas son menos permeables porque presentan una doble membrana
(Citoplasmatica y Externa) (Tafur et al., 2008; Blair et al., 2015).

En el caso de los insectos, presentan una mecanica similar para reducir la
penetracion de los plaguicidas; éstos modifican su exoesqueleto y aumentan la
produccion de quitina, lo cual permite que se active a tiempo un sistema de
desintoxicacion y excrecion. Incluso, en las plantas se activa la sobre-produccion
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de ceras en las células mas proximas a la cuticula de las hojas. Este mecanismo
retrasa el ingreso del pesticida a la célula, favoreciendo la activacion oportuna de
otros mecanismos de resistencia como la desintoxicacion metabdlica (Badii y
Garza-Almanza, 2007; FAO, 2012).

d) Activacién de Bombas de flujo

Las bombas de flujo o de expulsion, operan transportando sustancias al
exterior de la célula, evitando que llegue a su sitio de accion. Pueden ser
especificas para un farmaco como la bomba Tet, (generalmente codificadas por
plasmidos, y por lo tanto son facilmente transferibles); o inespecificas, expresadas

generalmente en el cromosoma bacteriano (Tafur et al., 2008; Blair et al., 2015).

Estas Gltimas son las mas comUnmente asociadas a casos de resistencia
cruzada a multiples farmacos, dado que estan involucradas proteinas
transportadoras de diversas familias tales como: ABC (ATP biding cassette), MF
(maijor facilitator), MATE (multidrug and toxic efflux), RND (resistance nodulation
division), SMR (small multidrug resistance) y DMT (drug/metabolite transporter
superfamily) (Blair, 2015).

En lepidopteros, se ha reportado que los transportadores de la familia ABC
juegan un papel importante en la resistencia a la toxina CryAb2 de Bacillus
thuringiensis, utilizada como biocida en campos de cultivo (Tay, 2015; Mahon,
2007; Park, 2014; Zhou, 2014). Asi mismo en plantas, los transportadores ABC
tienen un papel importante en la resistencia a herbicidas como 2,4-D (Schulz,
2016).
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Efectos de los pesticidas

En la literatura se ha reportado que los efectos de algunos plaguicidas sobre la
microbiota residente de suelos son variables dependiendo de las propiedades
quimicas, concentracion y tiempo de exposicion. Particularmente, los
organofosforados son los pesticidas de uso mas comun, por otra parte, los
herbicidas Glifosato y Asulam tienen sitios blanco comunes entre plantas vy
bacterias y ademas son objeto de duda acerca de sus efectos en la salud humana

y animal.
a) Organofosforados

Al igual que los carbamatos, los organofosforados son insecticidas inhibidores
de la enzima Acetilcolinesterasa. Esta inhibicién causada por fosforilacién del sitio
activo de la enzima, causa la saturacidn de receptores de acetilcolina en las
neuronas postsinapticas, produciendo sobre-estimulacién colinérgica que se
traduce en paralisis y la muerte del insecto (Colovic, 2013). Por otra parte, en
células vegetales, paration metilico es capaz de producir citotoxicidad por estrés
oxidante, generar genotoxicidad (Ohja y Gupta, 2014) de afectar el ciclo celular al
inhibir la polimerizacién de tubulina para la formacién del huso mitético y con ello
aumentar la ocurrencia de aberraciones cromosémicas (Gomez-Arroyo, 1987;
Dubey, 2015) .

En bacterias, se sabe que los suelos contaminados con concentraciones bajas
de paration metilico inducen el incremento en la poblacién de Pseudomonas
stutzeri y P. putida (Lo, 2010), mientras que a concentraciones altas produce una
reduccion considerable de la microbiota residente (Bindhya, 2009). Ciertamente se
desconoce el mecanismo por el cual causa toxicidad en una bacteria, no obstante,
se podrian proponer alternativas pues se sabe que las bacterias también sintetizan
una proteina homdloga a la tubulina eucariota: FtsZ. Ademas, se descubrié que el
género Pseudomonas sp y algunos otros como Clostridium sp., pueden sintetizar
enzimas colinesterasas (Sanchez, 2012; Safarik, 1991) para el metabolismo de

colina. Sin embargo, para que el paration metilico inhiba la acetilcolinesterasa en
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eucariotas, necesita metabolizarse previamente por las enzimas de la fase 1

(Citocromos P450), dando lugar al metabolito activo (Colovic, 2013; Jan, 2016).
b) Glifosato

El glifosato es de los herbicidas mas utilizados en el mundo. Su mecanismo de
accion es por medio de la inhibiciéon de la 5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato sintasa
(EPSPS) (Villalba 2009), enzima importante en la via del acido shikimico y cuyo
producto final es el corismato (Mir, 2015). En plantas, procariotes y hongos, ésta
via es universal y esencial para la sintesis de compuestos aromaticos, ubiquinona
y acido félico (Zucko, 2010, Pichandi, 2013). No en todas las bacterias se
encuentra completa la via, pero en algunas se ha descubierto que tiene un papel

importante en la sintesis de factores de patogenicidad (Karki, 2014,).

Por otra parte, se ha demostrado que el glifosato puede tener efectos
genotéxicos en micronucleos de Caiman latirostris (Poletta, 2009) y efectos
teratogénicos en embriones de rana africana; (Paganelli, 2010), ademas de inhibir
la aromatasa en citocromos P450 (Shehata, 2013). En hongos, se ha encontrado
que tiene un efecto biocida (Wan, 1998) y en Aspergillus flavus aumenta la
produccion de aflatoxinas (Reddy, 2007); mientras que en poblaciones bacterianas
de suelo favorece el crecimiento de Fusarium sp y disminuye el de Pseudomonas
sp., al interactuar con cultivos resistentes al pesticida (Kremer, 2009). Ademas
disminuye la poblacién de Lactobacillus sp en el intestino, mientras que favorece
el crecimiento de patogenos (Samsel, 2015) e incluso se han identificado especies
bacterianas como Salmonella enteritidis, S. gallinarum, Escherichia coli vy
Clostridium botulinum que son altamente resistentes al pesticida (Shehata, 2013).
En comunidades bacterianas de suelo se ha observado que algunas especies de
Pseudomonas lo degradan, (Sviridov, 2015; Zhao 2015) mientras que la EPSPS

de Staphylococcus aureus es resistente al herbicida (Priestman, 2005).

Aun se desconoce el mecanismo especifico por el cual las bacterias resisten al
pesticida, sin embargo, Staub y colaboradores demostraron que por medio de la

sobreexpresion de un tipo de transportadores pertenecientes al grupo de genes
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yhhS puede presentarse la resistencia a glifosato (2012). Siguiendo esta mismo
linea, Kurenbach y colaboradores (2015) publicaron un trabajo en el que probaron
que es posible inducir resistencia fenotipica a algunos antibiéticos en bacterias
expuestas a ciertos herbicidas (Dicamba, 2,4-D y Glifosato). Utilizando cepas de
Escherichia coli y Salmonella enterica serovariedad Typhimurium, realizaron
incubaciones en presencia de los herbicidas (dicamba, 2,4-D y glifosato en dosis
sub-letales), y en combinacion con diferentes antibidticos (ampicilina,
cloranfenicol, ciprofloxacino, kanamicina y tetraciclina). Determinaron por una
parte, que en varias de estas combinaciones, las bacterias disminuian la
susceptibilidad a algunos antibiéticos; por otra parte, se demostré que uno de los
mecanismos involucrados en la tolerancia o resistencia a antibidticos se debia a
la actividad de las bombas de flujo como AcrAB.

Paralelamente, se sabe que las bombas de flujo pueden ser reguladas
positivamente por SoxXRS, pero también se considera un regulador de expresion de
las enzimas B-lactamasas, por lo que en este trabajo demostraron también que
pesticidas de la familia de los acidos Benzoicos (Dicamba) son agentes inductores
de soxRS.

c) Asulam

Este herbicida es un inhibidor de la 7,8-dihidrohepteroato sintetasa, enzima
intermediaria en la sintesis de tetrahidrofolato (Decker, 1995). El tetrahidrofolato
es una molécula compuesta por pterina, pABA y glutamato (De Crécy-Lagard,
2007) y es un cofactor indispensable para el transporte de carbono C1 para la
formacion de aminoacidos (metionina, glicina y serina), sintesis de purinas,
pantotenato y N-formilmetionil tRNA (Bermingham, 2002; Hanson, 2011). En
bacterias, se ha encontrado que el género Flavobacterium sp. es capaz de
degradarlo y utilizarlo como fuente de carbono (Kauffman, 2004). Por otra parte,
se ha descrito que el producto de su degradacidén es un derivado de las

sulfonamidas (Van Wijngaarden, 2004) y la presencia de este compuesto puede
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representar un factor constante de estrés en poblaciones microbianas, ya que se

comparte el mecanismo de accién con asulam (Burman, 1986; Huovinem, 2001). .

Dados los antecedentes, consideramos trascendente el realizar una busqueda
de aquellos mecanismos de resistencia presentes en bacterias que puedan ser
activados mediante la exposicion a compuestos tdéxicos como los pesticidas. De
ser asi, podriamos determinar el vinculo entre las vias que permitan la seleccion
de cepas resistentes a los antibidticos y la supervivencia al estrés quimico
generado por los pesticidas, evidenciando un parteaguas mas en el origen de la

resistencia antibiética.
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HIPOTESIS

Los plaguicidas son agentes generadores de cepas bacterianas resistentes a los

antibioticos sin haber tenido contacto previo con ellos.
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OBJETIVOS GENERALES

. Aislar mutantes Salmonella enterica (wild type) resistentes a plaguicidas y

probar que puede modificarse su susceptibilidad a los antibioticos.

. Comprobar que la resistencia a pesticidas y antibiéticos se conserva al
propagar las cepas.
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MATERIALES Y METODOS

Apartado de reactivos y Soluciones

Reactivo Descripcion Marca Abreviat
ura
] o UPAC:N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine
Nitrosoguanidina Potente mutageno, precursor de diazometano. Sal pura, 97%. Sigma-Aldrich ® NTG
CAS 70-25-7 Discontinuado
Agar nutritivo Medio de cultivo nutritivo para microorganismos poco DIFCO ® NB
(Nutrient broth) exigentes. Cat. 234000
: Solucion amortiguadora utilizada durante la exposicion de .
Buffer de Citratos células a nitrosoguanidina. (Concentracion 0.1M, pH 5.5)
Buffer de Fosfatos Solucién amortiguadora utilizada para el lavado de células -6 .
expuestas a nitrosoguanidina. (Concentracion 0.1M, pH 7.0)
Medio minimo M9 Med!o de cultivo para _eI_cremmnept_o de microorganismos . M9
prototrofos de requerimientos minimos.
Asulam Herbicida carbamato, estandar analitico en sal. Sigma-Aldrich ®
CAS 3337-71-1 Cat. 45329
. Herbicida glicina, estandar analitico en sal. -Pestanal ®
Glifosato CAS 1071-83-6 Cat. 45521
Insecticida organofosforado, solucién concentrada al 62.6%.
Paration Metilico Donacion del Instituto de Ciencias de la Atmésfera. Bayer® ---
CAS 56-38-2
Medio Luria-Bertanii | Medio de cultivo nutritivo para microorganismos poco . LB
exigentes.

L A A o Sigma-Aldrich ®
Ampicicilina Antibidtico B-lactamico, sal disoédica Cat. A9518 AMP
Amoxicilina Antibidtico B-lactamico, sal trihidratada, estandar analitico. Slgg;?-glfsrgg ® AM

o L D A - . - Sigma-Aldrich ®
Acido Clavulanico Antibidtico B-lactamico, sal potasica, estandar analitico Cat. 33454 CL
. I - . - Sigma-Aldrich ®
Cefalotina Antibidtico de la familia de las cefalosporinas, sal sédica Cat. C4520 CFL
Cefotaxima Antibiotico de la familia de las cefalosporinas, sal sédica Slgg:t-@c(i)ggh ® CFO
Ceftriaxona Antibidtico de la familia de las cefalosporinas, sal disédica. Slgg:t-ﬁgc;g%h ® CFTX
. I . . Sigma-Aldrich ®
0,
Cloranfenicol Antibiético aminoglicésido, sal pura al 98%. Cat. C0378 CL
. D . . Sigma-Aldrich ®
Gentamicina Antibidtico aminoglicésido, sal sulfatada. Cat. G3632 GE
. - . s Sigma-Aldrich ®
Kanamicina Antibiético aminoglicésido, sal sulfatada. Cat. 60615 KAN
. I . s . . Sigma-Aldrich ®
Neomicina Antibiético aminoglicésido, sal trisulfatada e hidratada Cat. N1876 NEO
. . D . . o Vetranal ®
Nitrofurantoina Antibiotico del grupo de los nitrofuranos, estandar analitico. Cat. 46502 NIT
. . ) . . T Vetranal ®
Trimetoprim Antibidtico derivado de la trimetoxibenzilpirimidina Cat. 46984 TP
. . . . - EMSURE ®
Dimetilsulféxido Disolvente organico, polar. Cat. 102952 DMSO
Sulfametoxazol | Antibiético sulfonamida, estandar analitico Sigma-Aldrich ® SF
’ ) Cat. S7407

Caracteristicas de la Cepa:
-TR1000 (Salmonella enterica subsp. Typhimurium tipo silvestre)
-Carente de plasmidos
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Diagrama de flujo




Protocolo de mutagénesis quimica (Adelberg et al., 1965).

a) Estandarizacion.

El método de mutagénesis quimica seleccionado fue con N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG), un agente alquilante cuyo mecanismo de accion es la
transicion de bases (G:C a A:T).

Para la estandarizacion del protocolo se parti6 de un cultivo liquido de
Salmonella enterica subsp. Typhimurium de 18 horas (overnight u o/n) equivalente
a 1x10° UFC/ml (unidades formadoras de colonia por mililitro). Posteriormente se
tomaron 200 uL del cultivo y se re-inocularon 20 mL de medio liquido Nutrient
Broth (NB) DIFCO®. El in6culo se incub6 en agitaciéon (150 rpm) a 37°C hasta
alcanzar una DO es00nm=0.4 equivalente a 1x108 UFC/mL. El cultivo se centrifugo a
15,000 rpm por 10 minutos y la pastilla bacteriana se resuspendid en solo 2 mL de
Buffer de Citratos.

Las concentraciones utilizadas de NTG fueron 30, 50, 100, 150 y 200
pg/mL. El ensayo consistio en la exposicion del cultivo bacteriano concentrado a
una densidad de 1x108 UFC/100 pL, aforando con buffer de citratos a un volumen
final de 200 pl, se probaron dos tiempos de incubacion: 15y 30’ a 37°C, 150 rpm.
Al final de la incubacion, las células fueron centrifugadas a 10,000 rpm y lavadas
con buffer de fosfatos sélo una vez. Las células fueron suspendidas de nuevo en
1mL de Buffer de fosfatos y se diluyeron hasta obtener aproximadamente 100
células/100 uL, lo cual se esparcid en una placa de medio NB. Las placas fueron

incubadas a 37°C por 24 horas para contar el numero de colonias.

b) Porcentaje de auxotrofia.

Para contar el numero de auxoétrofos, se hizo una “replica printing” en
placas de medio minimo sélido (M9) y en medio NB, de cada caja obtenida del
ensayo de mutagénesis. Para hacer la lectura se compararon las cajas de medio
minimo y medio NB e identificamos aquellas colonias que no pudieron crecer en
M9.
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c) Coleccién de mutantes

Una vez establecida la concentracion del mutageno (100 upg/mL), y el
tiempo de exposicién (15’), se mutagenizé6 aproximadamente 200 mL de cultivo
concentrado a 1x10° UFC/mL y se crio-preservo en alicuotas de 1 mL a -80, °C en
medio Luria Bertani liquido (LB) adicionado con 10% de DMSO.

Exposicién de la cepa mutagenizada a los plaguicidas

a) Comprobacién de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI)

Se inocularon 20 mL de medio liquido LB con 200 uL de un cultivo bacteriano
de 24 horas y se incubd en agitaciéon a 37°C. En seguida se diluyd el cultivo en
solucion salina fisiolégica (SSF) con un factor de dilucion de 10 para tener
aproximadamente 100 células/100 pL. En tubos de 2 mL se preincubaron 100 uL
de esta dilucién con cada pesticida (paration metilico, glifosato y asulam), en un
volumen final de 200 pyL a 37°C, 150 rpm, 30’, y se esparcio el contenido sobre

placas de agar NB con perlas de vidrio estériles.

b) Estandarizacién del Protocolo de Exposicion

Para el siguiente experimento se utilizé la cepa de Salmonella enterica
previamente mutagenizada con Nitrosoguanidina. Las alicuotas de la cepa
conservada fueron descongeladas y centrifugadas para retirar el medio con
DMSO. Una vez retirado el sobrenadante se resuspendi6 la pastilla bacteriana con
1 mL de medio LB fresco y se incubd a 37°C por una hora en agitacion. Posterior a
esto se tomaron 10 pL del cultivo (1x107 UFC) y se le agregd cada pesticida por
separado, el volumen final (100 pL) fue aforado con SSF al 0.85%. Considerando
que la tasa de muerte con Nitrosoguanidina es del 94%, estimamos que
tendriamos aproximadamente 6x10° UFC/mL. El protocolo se estandarizé de la
siguiente manera:

1. Descongelacion lenta de viales con la cepa mutagenizada en hielo.
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2. Los viales fueron centrifugados a 15,000 rom/10’ para eliminar el medio con
el que fue preservada la bacteria.

3. Se re-suspendid la pastilla bacteriana en 1 mL de medio LB fresco y se
incubd a 37°C por una hora en agitacion.

4. Se anadio al cultivo 2 mL de Solucién Salina Fisiologica (SSF) para diluirlo

5. El cultivo diluido se distribuy6 en placas de 96 pozos con 30 pL cada uno.

6. Se aplicaron los pesticidas en concentraciones bajas (Tabla 1) y se aforé
con SSF a un volumen final de 100 uL. Se agregé una columna control de
las soluciones sin bacteria y otra s6lo con bacteria.

7. Seincubo por 12 horas a 37°C, en agitacion.

8. Posterior a este tiempo, se agregd 100 pL de medio LB a cada pozo y se
incubo por 6 horas mas a 37°C en agitacion.

9. Al finalizar se tomod lectura de la densidad optica para comparar con los
controles.

10.Se tomd una muestra de 20 uL de cada pozo y se esparcid con perlas de
vidrio en placas de agar NB. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.

11.El resto del contenido de los pozos fueron centrifugados a 15,000 rpm por
10 minutos. Se descartd el sobrenadante y se re-suspendié la pastilla
bacteriana en 30 uL de una solucién de medio LB y SSF 1:2.

12.Los productos se expusieron de forma consecutiva a 2 concentraciones
mas (media y alta) de pesticida: desde 0.85x, 1.3x hasta 2x de la CMI con
paration metilico; 0.35x, 0.7x hasta 1.5x con Glifosato; y 0.25x, 0.5x hasta
0.75x con Asulam como se muestra en la Tabla 1 siguiendo las mismas

condiciones de incubacion y recuperacion.
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Tabla 1. Concentraciones utilizadas de cada pesticida (mg/mL)

Pesticida C1 (baja) C2 (media) C3 (alta)
Paration Metilico (0.85x) = 0.347 (1.3x) = 0.531 (2x) = 0.817
Asulam (0.25x) = 1.168 (0.5x) = 2.337 (0.75x) = 3.506
Glifosato (0.35x) = 0.509 (0.7x) =1.018 (1.5x) = 2.182

En esta tabla se muestran las concentraciones usadas a partir de las Concentraciones minimas inhibitorias
de cada pesticida estudiado. C1 (concentracién baja), C2 (Concentracién media), C3 (concentracion alta).

13. Al finalizar la incubacién con la concentracidon mas alta, se sembrd la
totalidad del contenido de los pozos.

Para éste experimento se hicieron 10 réplicas por cada pesticida utilizado.

Establecimiento de la CMI a los antibidticos

Se prepararon placas de agar NB con diversas concentraciones de 11
antibiéticos (Ampicilina, Amoxicilina+Acido Clavulanico, Cefalotina, Cefalexina,
Ceftriaxona, Cloranfenicol, Gentamicina, Kanamicina, Neomicina, Nitrofurantoina y
Sulfametoxazol+Trimetoprim). Se incubd un cultivo o/n de la cepa “wild type” (S.
ty TR1000) por 18 horas y se descongel6 la cepa mutagenizada. Se realizaron
diluciones seriadas de ambas cepas en para obtener aproximadamente 200 UFC
en 5 pL. Se aplicé una micro-gota (5 uL) por cepa en las placas de medio con
antibidtico. Las placas se incubaron a 37°C por 36 horas para hacer las lecturas

del crecimiento (Andrews, 2001).

Ensayo de susceptibilidad a antibioticos

Se incubd un cultivo o/n de cada una de las cepas resistentes a pesticidas y
de la cepa silvestre por 18-24 horas. Se realizaron diluciones seriadas en SSF con
un factor de dilucion 10-° para obtener aproximadamente 200 células en 5 uL. Se

aplicdé una micro-gota (5 yL) por cepa en las placas de medio con antibiético. Las
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placas se incubaron a 37°C por 36 horas para hacer las lecturas del crecimiento

(Andrews, 2001). Este experimento fue replicado 2 veces.

Comprobacién de la resistencia en cepas candidato
seleccionadas.

Una vez identificadas las cepas resistentes a antibidticos, elegimos aquellos
candidatos cuya resistencia fuera mas evidente. El criterio de seleccion consistio
en elegir cepas cuya resistencia se mostrara hacia una gama amplia de
antibidticos, otras con resistencia a 2 o mas antibidticos de un mismo mecanismo
de accidon y otras tantas con resistencia a un solo antibiético. Ademas, incluimos
una cepa resistente de cada pesticida que no hubiese mostrado resistencia a
ningun antibidtico.

Repetimos también el ensayo de susceptibilidad a antibiéticos comparando
contra la cepa silvestre (WT) y la cepa silvestre mutagenizada con
Nitrosoguanidina (MTG), ya que necesitabamos comprobar que la resistencia
seleccionada no provenia de la mutagénesis previa a la exposicion a los
pesticidas.

Posterior a ello, re-expusimos las cepas seleccionadas a los pesticidas para
verificar si en verdad conservaban la resistencia, probando por separado cada una

de las concentraciones utilizadas en la primera exposicion:

1. Se incubd un cultivo o/n de cada cepa candidato seleccionada y de la cepa
silvestre por 18-24 horas (1x10° células aproximadamente). Se realizaron
diluciones seriadas en SSF para obtener aproximadamente 10° células en
10 pL.

2. Para la cepa mutagenizada con Nitrosoguanidina se descongel6 un vial de
lo almacenado en el ensayo de mutagénesis y se centrifugd para retirar el
medio con DMSO. Una vez retirado el sobrenadante se re-suspendid la
pastilla bacteriana con 1mL de medio LB fresco y se incubd a 37°C por una

hora en agitacién. Suponiendo que tenemos una poblacién viva aproximada
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de 6x10° células/mL se hizo una dilucién para obtener aproximadamente 1-
1.02x10° células en 10pL.

3. La dilucién de cada cepa se distribuyd en placas de 96 pozos con 10 uL
cada uno.

4. Se aplicaron los pesticidas por separado en las diferentes concentraciones
utilizadas en el protocolo de exposicién a pesticidas y se afor6 con SSF a
un volumen final de 100 pL. Se agregé una columna control de las
soluciones sin bacteria y otra solo con bacteria.

5. Se incubd por 12 horas a 37°C, en agitacion.

6. Posterior a este tiempo, se agregé 100 uL de medio LB a cada pozo y se
incubo por 6 horas mas a 37°C en agitacion.

7. Se tomo la lectura de la densidad 6ptica cada 30 minutos para hacer una
curva de crecimiento y mirar el comportamiento de las cepas en presencia
del pesticida.

8. Ademas de ello, se tomd una muestra de 10 uL de cada pozo para observar
el crecimiento en placa a los 30 minutos, 12 horas (antes de afadir el medio

LB) y a las 18 horas (ésta ultima muestra fue de 20 uL).

Adicional a esto, repetimos el ensayo de susceptibilidad a antibidticos
comparando contra la cepa silvestre (WT) y la cepa silvestre mutagenizada con
Nitrosoguanidina (MTG), ya que necesitabamos comprobar que la resistencia

seleccionada no provenia de la mutagénesis previa a la exposicidn a los pesticidas

Busqueda de induccion de mutagénesis por exposicion a

pesticidas.

Para demostrar el posible efecto mutagénico de los pesticidas, en esta
ocasion utilizamos solo la cepa silvestre de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (TR-1000) sin mutagenizar. Realizamos tres exposiciones sucesivas
al pesticida paration metilico con concentraciones crecientes, como lo hemos

descrito en el Protocolo de Exposicion Estandarizado del punto 6.2, por triplicado.
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Al concluir las 18 horas de incubacion con cada concentracion tomamos
muestras de tres pozos completos diferentes, y las sembramos en medio NB
sélido con ayuda de perlas de vidrio. Incubamos por 24 horas a 37°C y se

contaron las colonias sobrevivientes.

Una vez contadas las colonias hicimos una réplica printing en dos cajas con
medio minimo (M9) y una de medio rico (NB) para determinar la presencia de

colonias auxotrofas.

Por otra parte, seleccionamos al azar el 10% del total de las colonias
contadas y evaluamos motilidad. Para ello, preparamos un medio semisdlido
hecho a base de NB con 0.4% de agar y lo vertimos en tubos de ensayo. Una vez
solidificados los inoculamos por picadura con cada una de las colonias

seleccionadas e incubamos por 24 horas a 37°C.
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RESULTADOS

Mutagénesis quimica

Se sabe que la tasa de mutacién espontanea de una poblacién bacteriana,
aproximadamente es de 1079, lo cual hace dificil observar con facilidad cambios
en el fenotipo. Para fines de nuestro proyecto, decidimos inducir un aumento en la
tasa mutagénica utilizando un agente mutageno. Con ello, al inducir eventos de
reparacion y recombinaciéon podremos seleccionar aquellos fenotipos que
muestren un cambio metabdlico secundario a la mutagénesis.

La concentracion seleccionada, fue de 100 pg/ml de Nitrosoguanidina
(NTG) con un tiempo de 15 minutos con una supervivencia del 6% y un porcentaje

de auxotrofia del 13.95%. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentajes de sobrevivencia y auxotrofia

NTG pg/ml #Colonias %Supervivencia #Colonias % Auxotrofas
presentes en NB ausentes en M9
30 pg/mL 198 28% 7 3.5%
60 ug/mL 73 10.33% 6 8.21%
100 pg/mL 43 6.09% 6 13.95%
Control 706 100% -- 0%

En esta tabla se presenta el niumero de colonias sobrevivientes de la exposicion de un cultivo de Salmonella
enterica (108) a Nitrosoguanidina. A su vez se muestra el porcentaje de éstas colonias que mostraron ser

auxotrofas.

Exposicidon de la cepa mutagenizada a los pesticidas

a) Comprobacién de las CMI

Los pesticidas seleccionados, fueron los que se observaron mas toxicos a los
30 minutos de exposicion reportados en el trabajo de Rivera-Ramirez (2016), con
los pesticidas: Asulam, Glifosato y Paratién metilico. Sin embargo, era necesario

reestablecer la Concentracion Minima Inhibitoria de cada pesticida en la cepa
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silvestre. En la Tabla 3 se observan las concentraciones establecidas en el nuevo

ensayo.

Tabla 3. Comparacion de CMls

Plaguicida DRA/caja mcg;%lr:L
Asulam 1.747mg 4.675mg/mL
Glifosato 831.88 ug 1.455mg/mL

Paration M. 408.56 ug 0.4085mg/mL

En la tabla se muestran las concentraciones minimas
inhibitorias (CMIs) que presenta la cepa silvestre de
Salmonella enterica a los 30 minutos de exposicion a los
pesticidas. Inicialmente se trabajé con la DRA (dosis
recomendada de aspersion por hectarea) y se modifico el
protocolo a mg/mL).

b) Obtencidn de cepas resistentes a pesticidas
Se obtuvieron 85 colonias candidato derivadas de la exposicion a Paration
Metilico, 92 de Asulam y 80 de Glifosato.

Establecimiento de la CMI a los antibioticos

Antes de desafiar con antibiéticos a las cepas sobrevivientes a pesticidas,
fue necesario establecer la Concentracion minima inhibitoria (CMI) a cada
antibidtico de la cepa silvestre (wild type) y la cepa mutagenizada (NTG), (Tabla
4).
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Tabla 4. CMI de antibioticos

Antibibtico CMI wt CMI MTG.
(Hg/mL) (hg/mL)

Ampicilina 0.7 0.9
Amoxi-Clav 0.6 0.6
Cefalotina 2 2

Cefotaxima 0.05 0.05

Ceftriaxona 0.05 0.05
Cloramfenicol 5 5
Gentamicina 1.6 1.6
Kanamicina 4 4
Neomicina 4 4
Nitrofurantoina 8 8

Sulfametoxazol-Trimetoprim 120 120

En esta tabla se muestran las concentraciones minimas inhibitorias
(CMiIs) que presentaron la cepas silvestre (wt) de Salmonella enterica
a y ésta misma pero previamente mutagenizada con 100 uyg/mL de
Nitrosoguanidina (MTG). Puede observarse que no hay diferencias
en la susceptibilidad entre ambas cepas, a excepcion de Ampicilina,
que aumento ligeramente la resistencia en la cepa mutagenizada.

Ensayo de susceptibilidad a antibioticos
Se obtuvieron 16 cepas resistentes a Paration, 22 resistentes a Asulam y 15
resistentes a Glifosato que mostraron una disminucion en la susceptibilidad a al

menos un antibidtico (Cuadros 5,6y 7).
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Tabla 5. CMIs de antibidticos en cepas resistentes a Paration Metilico (ug/mL)

Cepa AMP AM+CI CFL CFO CFTX

WT 0.7 0.6 2 0.05 0.05
XM-09 - - - - -
XM-14 - - - - -
XM-18 0.9 0.8 - - -

XM-20 - 0.8 = = =
XM-30 0.9 0.8 - - -
XM-34 - — - 0.1 -
XM-37 0.9 - - - 0.1
XM-51 — -- - - -
XM-52 = -- -- -- --
XM-53 1.2 = 4 = 0.1
XM-65 — -- - - -
XM-67 0.9 0.8 - - -
XM-68 - - - - -
XM-84 1.2 0.8 4 - -

XM-86 0.8 4 _ .
xM-95 1.2 0.8 4 01 -

16 de las cepas resistentes a paration metilico mostraron resistencia a varios antibéticos. Los colores indican
el grupo en el que estan clasificados los antibiéticos de acuerdo con su mecanismo de accioén: Inhibidores de
pared celular (Amarillo); Inhibidores de la sintesis de proteinas: Subunidad ribosomal 50S (Azul), Subunidad
ribosomal 30S (Azul claro); Inhibidores de la acetil-coenzima A (Rojo); Inhibidores de la sintesis de folatos
(Verde). Cepa silvestre (wt).
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Tabla 6. CMIs de antibiéticos en cepas resistentes a Asulam (ug/mL)

Cepa AMP AM+ClI CFL CFO CFTX

WT 0.7 0.6 2 005 005
XM-100 - - 4 - 0.1
XM-101 - - - - 0.1
XM104 - - - - -
XM-105 - - 4 - -

XM-106 1.2 0.8 4 05 0.1
XM-116 - - - - -
XM-124 - - - - -
XM-125 - 0.8 - - -
XM-126 0.9 0.8 - - -
XM-144 - 0.8 - - -
XM-149 - - - - -
XM-163 - - - - -

XM-164 - - - - -
XM-168 - - >8 - .

XM-171 - - - - -
XM-173 - - - _ -
XM-175 - - - _ -
XM-176 1.2 0.8 - - -
XM-177  >12 08 - ~ 041
XM-179 - - - _ -
XM-185 0.9 0.8 - - -
XM-187 - - - _ -

22 de las cepas resistentes a asulam mostraron resistencia a varios antibioticos, incluso sobrevivian a las
concentraciones mas altas que se probaron en los ensayos de susceptibilidad a antibidticos. Los colores
indican el grupo en el que estan clasificados los antibioticos de acuerdo a con su mecanismo de accion:
Inhibidores de pared celular (Amarillo); Inhibidores de la sintesis de proteinas: Subunidad ribosomal 50S
(Azul), Subunidad ribosomal 30S (Azul claro); Inhibidores de la acetil-coenzima A (Rojo); Inhibidores de la
sintesis de folatos (Verde). Cepa silvestre (wt).
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Tabla 7. CMIs de antibidticos en cepas resistentes a Glifosato (ug/mL)

Cepa AMP AM+CI CFL CFO CFTX

WT 0.7 0.6 2 0.05 0.05

XM-202 - 0.8 = = =
XM-226 - - = = ~
XM-227 - ~ ~ ~ ~
XM-232 - 0.8 - - =
XM-230 - —~ ~ ~ —~
XM-231 - ~ ~ ~ ~
XM-233 - 0.8 - - ~
XM-236 - 0.8 - - ~
XM-239 - - - - -
XM-242 - - ~ ~ ~
XM-244 - - ~ ~ ~
XM-245 - ~ - - ~
XM-246 - - ~ ~ ~
XM-255 - - ~ ~ ~
Xm-257 0.9 - - - -

15 de las cepas resistentes a glifosato mostraron resistencia a algunos antibiéticos, aunque en menor
medida que en los grupos resistentes a paration metilico y asulam. Los colores indican el grupo en el que
estan clasificados los antibidticos de acuerdo a su mecanismo de accién: Inhibidores de pared celular
(Amarillo); Inhibidores de la sintesis de proteinas: Subunidad ribosomal 50S (Azul), Subunidad ribosomal 30S
(Azul claro); Inhibidores de la acetil-coenzima A (Rojo); Inhibidores de la sintesis de folatos (Verde). Cepa
silvestre (wt).
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Comprobacién de laresistencia en Cepas Candidato

Seleccionadas.

De las cepas seleccionadas, se comprobaron las CMI a los antibiéticos, en
algunos casos el espectro de concentraciones se amplid para determinar la

concentracion minima inhibitoria. Los resultados se muestran en el Tabla 8.

Tabla 8. CMIs de antibidticos en cepas candidato resistentes a pesticidas (ug/mL)

Cepa AMP AM+CI CFL CFO CFTX  CL GE KAN NEO NIT SF+TP

wT 0.7 0.6 2 005 005 | 6 1.6 4 4 8 120
MTG 0.9 0.6 2 005 005 | 6 1.6 4 4 8 120
PARATION METILICO
XM-15 - — — — — — — — — — —
XM-34 - - - 0.1 = - - - - - -
XM-51 - - = - = — 2 8 8 = =
XM-53 1.2 = 4 = 0.1 = 4 8 8 = =
XM-84 1.2 0.8 4 - - = 3 8 16 = =
XM-95 1.2 0.8 4 0.1 = 10 — — = = =
ASULAM
XM-131 - — — — - — — — — — —
XM-144 - 0.8 - - - — 8 16 20 ~ =
XM-163 - - - - - — 4 8 16 - >120
XM-168 - - 8 = - = = = ~ ~ =
XM-171 - - - - - — 3 8 8 ~ =
XM-187 - - - - - — — = 8 ~ =
GLIFOSATO

XM-203 - - - - - - - - - - -
XM-231 - —~ —~ - — — 2 — 8 — -
XM-244 - - - - - - - - 8 - -
XM-255 - - - - - - 3 8 16 - -

En esta tabla podemos observar que el perfil de susceptibilidad de la cepa silvestre (WT) con respecto a la
cepa mutagenizada (MTG) es muy similar. Las cepas candidato (XM-15, 34, 51, 53, 84, 95, 131, 144, 163,
171, 187, 203, 231, 244 y 255) fueron examinadas nuevamente en la prueba de susceptibilidad a
antibiéticos y siguieron mostrando la misma tendencia hacia la resistencia.
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Por otra parte, las cepas se expusieron nuevamente a los pesticidas para
comprobar si eran realmente resistentes o si solo se trataba de tolerancia y
adaptacion fisiolégica. Los resultados arrojaron que ninguna de las cepas
candidato mostraron mantener la resistencia a los pesticidas en comparacion con
la cepa silvestre (WT) y la cepa silvestre mutagenizada (MTG), (Tablas 9, 10y
11).

Tabla 9. Resultados del ensayo de corroboracidon de resistencia a pesticidas
PARATION METILICO

Concentracion Tiempo WT MTG 15 34 51 53 84 95
S/Pest 18h Tapiz Tapiz Tapiz  Tapiz Tapiz Tapiz Tapiz Tapiz
C1 30’ - 456 - -- -- 1 -- --
12h - -- - -- -- -- -- --
18h - . - . - - 113 73
Cc2 30’ - -- - -- -- -- -- --
12h - -- - -- -- -- -- --
18h - -- - -- -- -- 3 8
C3 30’ - -- - -- -- -- --
12h - - - - - - - -
18h - . - . - - 2 5

En esta tabla se observa el numero de colonias que sobrevivieron por segunda vez al paration metilico. En
las tres concentraciones consecutivas probadas. Se tomaron muestras de la incubacién con los pesticidas a
los 30 minutos, 12 y 18 horas para obtener colonias en placas de medio nutritivo. EI nimero de colonias
obtenido difiere entre algunas de las cepas previamente expuestas al pesticida (84 y 95) y las cepas silvestre
(WT) y mutagenizada (MTG) a las 18 horas de exposicidon. Concentraciones 1, 2 y 3 (C1) (C2) (C3) Sin
embargo no se muestra el crecimiento esperado de una cepa con genotipo de resistencia.
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Tabla 10. Resultados del ensayo de corroboracidon de resistencia a pesticidas

ASULAM
Tiempo WT MTG 131 144 163 168 171 187
S/Pest 18h Tapiz Tapiz Tapiz  Tapiz Tapiz Tapiz Tapiz Tapiz
C1 30’ ~10% ~10* ~10% ~10% ~10* ~10* ~10* ~10*
12h 780 ~10°3 480 520 500 506 1 61
18h ~10° ~10° ~10% ~10% ~10% ~104 114 454
C2 30’ ~10% ~10* ~10% ~10% ~10* ~10* ~10* ~10*
12h 1 -- - - -- -- -~ --
18h -- -- -- -- -- 29 20 6
C3 30’ ~104 ~104 ~104 ~104 ~104 ~104 ~104 ~104
12h - -- - - -- -- -- --
18h -- -- -- -- -- 2 1 1

En esta tabla se observa el numero de colonias que sobrevivieron por segunda vez al asulam. En las tres
concentraciones consecutivas probadas, se tomaron muestras de la incubacién con los pesticidas a los 30
minutos, 12 y 18 horas para obtener colonias en placas de medio nutritivo. EI nimero de colonias obtenido
difiere entre algunas de las cepas previamente expuestas al pesticida (168, 171 y 187) y las cepas silvestre
(WT) y mutagenizada (MTG) a las 18 horas de exposicién en las Concentraciones 2 y 3 (C2 y C3).
Concentracion 1 (C1).

Tabla 11. Resultados del ensayo de corroboracion de resistencia a pesticidas

GLIFOSATO

Tiempo WT MTG 203 231 244 255
S/Pest 18h Tapiz Tapiz Tapiz  Tapiz Tapiz Tapiz
C1 30’ 63 -- 17 108 354 52
12h - - 3 - - 1
18h - - 53 9 -- --
Cc2 30’ - -- - - - 1
12h - - 1 - - -
18h - - 14 4 - -
C3 30’ -- 1 -- -- -- --
12h - - - - 1 -
18h - - 2 - - -

En esta tabla se observa el nimero de colonias que sobrevivieron por segunda vez al glifosato. En las
tres concentraciones consecutivas probadas, se tomaron muestras de la incubacién con los pesticidas
a los 30 minutos, 12 y 18 horas para obtener colonias en placas de medio nutritivo. El nimero de
colonias obtenido difiere entre algunas de las cepas previamente expuestas al pesticida (203, 231,
244 y 255) y las cepas silvestre (WT) y mutagenizada (MTG) a las 18 horas de exposicion en la
Concentracion 1, 2y 3 (C3,C1y C2)
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Por otra parte la cinética de crecimiento no arroja diferencias sustanciales
entre la cepa silvestre y las cepas candidato, s6lo observamos que en algunos
casos la tasa de crecimiento se reduce ligeramente en los controles sin pesticida
de algunas de las cepas candidato. En las Figuras 1 a 3 se muestran las graficas
con la cinética de crecimiento de las cepas que mostraron mayor numero de

colonias al final de cada tratamiento.

En conclusidn, las cepas expuestas a los pesticidas y que presentaron
resistencia a antibioticos no conservan la resistencia a los pesticidas, sin embargo,
en algunos casos hay una clara sub-seleccion de células con las diferentes
concentraciones en comparacion con la cepa silvestre y la cepa mutagenizada.
Esto podria hablarnos de un fendmeno de co-seleccion que implique la tolerancia
o persistencia (Andersson y Hughes, 2011) a pesticidas, produciendo mutaciones
compensatorias que prolonguen el estado de latencia (Lewis, 2010), amortiglen la
pérdida de fitness e induzcan resistencia a antibidticos (Lewis, 2017). Sin
embargo, cabe la posibilidad de que los pesticidas estén propiciando un estado de
hipermutabilidad (Andersson y Hughes, 2009), ya que hasta el momento hemos
demostrado que la cepa silvestre al mutagenizarla quimicamente con

nitrosoguanidina, no cambia el perfil de susceptibilidad a los antibidticos.

Es por ello que decidimos explorar el potencial efecto mutagénico de los
pesticidas en la cepa silvestre de Salmonella enterica sin haberla expuesto

previamente a nitrosoguanidina.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de cepas pre-expuestas a Paration Metilico.

Se presentan la cinética de crecimiento de las cepas candidato 84 y 95 sobrevivientes a paration metilico y
que mostraron también resistencia a antibiéticos. En esta segunda exposicion, puede observarse que en
comparacion con la cepa silvestre, no se muestran diferencias sustanciales en la tasa de crecimiento. Las
concentraciones utilizadas fueron: C1 (0.347 mg/ml), C2 (0.531 mg/ml), C3 (0.817 mg/ml), S/Pest (Sin
pesticida).
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Figura 2. Cinética de crecimiento de cepas pre-expuestas a Asulam.

Se presentan la cinética de crecimiento de las cepas candidato 171 y 187 sobrevivientes a asulam y que
mostraron también resistencia a antibidticos. En esta segunda exposiciéon, puede observarse que en
comparacion con la cepa silvestre, no se muestran diferencias sustanciales en la tasa de crecimiento. Las
concentraciones utilizadas fueron silvestre C1 (1.168 mg/ml), C2 (2.337 mg/ml), C3 (3.5 mg/ml), S/Pest

(Sin pesticida).
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Figura 3. Cinética de crecimiento de cepas pre-expuestas a Glifosato.

Se presentan la cinética de crecimiento de las cepas candidato 203 y 231 sobrevivientes a glifosato y que
mostraron también resistencia a antibioticos. En esta segunda exposicidon, puede observarse que en
comparacion con la cepa silvestre, no se muestran diferencias sustanciales en la tasa de crecimiento salvo
en la primera hora de incubacién y entre las 12 y 14 horas, posterior a la adicién del medio LB, lo cual pudo
deberse a una adaptacion temporal al pesticida en la primera hora de exposicién y a la recuperacién de la
cepa después del estrés sufrido por la toxicidad del pesticida. Las concentraciones utilizadas fueron C1
(0.509 mg/ml), C2 (1.018 mg/ml), C3 (2.182 mg/ml), S/Pest (Sin pesticida).
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Induccidon de mutagénesis por pesticidas.

Con esta busqueda, evaluamos alrededor de 300 genes y operones involucrados
en la produccion de aminoacidos esenciales y motilidad; lo cual también incluye
genes de metabolismo, proteinas de transporte de electrones y proteinas
estructurales del flagelo y de invasividad (Frye et. Al, 2006; Low, 2001; Zhao et al.,
2014) (Cuadro 12). Sin embargo, no encontramos cepas auxotrofas ni inmovlies

que nos indicaran que el pesticida se comportara como un agente mutagénico.

Tabla 12. Resultados del ensayo de mutagénesis con Paratién metilico.

Tratamiento Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Total # Auxotrofas  %No moviles
C1 244 76 93 413 0 o*
C1+C2 532 359 444 1335 0 0
C1+C2+C3 0 0 0 0 NA NA

En esta tabla se muestra el nUmero de colonias sobrevivientes al tratamiento con pesticidas a diferentes
concentraciones. Las muestras fueron tomadas cada vez que finalizaba la incubaciéon con la concentracion
correspondiente al tratamiento, de tal manera que la muestra final habia pasado por una seleccion con las
tres concentraciones de forma sucesiva. C1 corresponde a una concentracion baja, C2 a una media y C3 a
una alta. NA (no aplica), se debe a que en ausencia de crecimiento se puede evaluar ninguna propiedad. *
Solo 4 colonias redujeron ligeramente la motilidad, pero no corresponde concretamente a un fenotipo de no
motilidad, por lo que no se consideré como un cambio.
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DISCUSION

Como lo expusimos en la seccion 1.4, existen ciertos parametros que
definen la capacidad de adaptacion. Cuando una poblacién bacteriana es
sometida a estrés, la respuesta puede bifurcarse en dos posibilidades (intercambio
genético o mutacioén). Pero si en dicha poblacion la posibilidad de intercambio
génico es baja, la unica alternativa es la mutacién y/o recombinacién de sus
propios recursos génicos (Blazquez et al., 2002; Bjedov et al., 2014). De acuerdo
al trabajo de Rosenberg et al. (1998) la mayoria de las poblaciones bacterianas
con tasas de mutacién incrementadas, responden a un fenotipo transitorio, es
decir, que las mutaciones producidas en su mayoria no son heredables. (Galan et
al., 2006). En este caso, al inducir una mutagénesis previa con Nitrosoguanidina
aumentamos la tasa de mutacioén y por lo tanto la activacion de los sistemas de

reparacion de DNA.

Se ha demostrado que en células eucariotas el paration metilico y el
glifosato producen citotoxicidad por estrés oxidante debido a la liberacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) de la molécula del
pesticida al ser metabolizado en el reticulo endoplasmico (Pham et al., 2004). En
bacterias Gram negativas, la mayoria de las reacciones de oxidacién se llevan a
cabo en el espacio periplasmico, pero existe la posibilidad de que se produzcan en
citoplasma y que esto cause estrés y dano en DNA. Sin embargo, aun no tenemos
la certeza del tipo de estrés al que se encuentra sometida la bacteria al estar en
contacto con el pesticida o si tienen un efecto mutagénico directo, pero en
términos generales podriamos presumir que los sistemas de respuesta a estrés

entran en accion durante la exposicion a los pesticidas.

Se sabe que el sistema SOS es un mecanismo de respuesta a estrés
vinculado a dafo en DNA. Cuando la célula es sometida a un agente estresor, se
activan genes de respuesta a estrés que compensan el dafo en la célula, los
sistemas de reparacion se activan produciendo arresto en el ciclo celular, se activa

RecA, se activan represores de LexA y se induce la transcripcion de genes de la
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respuesta SOS como las polimerasas “Error-prone” (Ratray y Strathern, 2003;
McLean et al., 2013; Bjedov et al., 2014; Alam et al., 2016). Se ha descrito que en
general la respuesta SOS tiene una participacion activa en el surgimiento de cepas
bacterianas resistentes a antibidticos, ya que se promueve un estado de
hipermutabilidad al acumular mutaciones de compensacion (Blazquez et al., 2002;
Andersson y Hughes, 2009; McLean et al., 2013; Alam et al., 2016).

La hipermutabilidad puede conducir a la generacién de mutaciones tanto
beneficiosas como perjudiciales, pero puede contribuir a la adaptacion ante
condiciones desventajosas; de hecho, es comun encontrar este fenomeno en
bacterias patdgenas (Jayaraman, 2011). La tasa de hipermutabilidad suele ser de
menos del 0.1% en bacterias como Escherichia coli, pero esta condicién puede
verse aumentada de 10 hasta 200 veces en aislados clinicos (Jolivet-Gougeon,
2011).

Se sabe que la hipermutabilidad causada por la respuesta SOS suele ser
transitoria. Sin embargo la persistencia de una mutacién, en especial de aquellas
que confieren resistencia a un antibiético no solo dependen de la constante
exposicion a la sustancia en cuestion, sino también de la aparicion de mutaciones
que reestablezcan el “fitness” bacteriano, mutaciones de acompafiamiento que
contribuyan a la resistencia, pero que sean de bajo costo metabdlico; o por la co-
seleccién entre mutaciones de resistencia y otros marcadores genéticos

seleccionados (Andersson y Hughes, 2009).

En otro trabajo, Pranting y Andersson (2010) proponen la adaptacion rapida
sin mutagénesis, como un escape de los costos de acondicionamiento asociados
a la resistencia. Esta teoria se sustenta en que las cepas mutantes resistentes
mejoran su capacidad de adaptacion por medio del aumento en el numero de
copias de genes mutantes funcionales de pequeno efecto, potenciando asi el

fenotipo de resistencia.

Por otra parte, Andersson y Hughes (2010), asi como otros autores (Levin,

2017; Lewis, 2017 y Fridman, 2014) afirman que actualmente nos enfrentamos a
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un evento no muy distante de la resistencia: la persistencia. Estas células
llamadas “persisters”, como lo hemos abordado en la parte introductoria, tienen
como caracteristica la capacidad de entrar en un estado de latencia por periodos
anormalmente largos y generalmente se suelen encontrar en individuos con
enfermedades infecciosas cronicas (Lewis, 2007; Fauvart et al., 2011; Mulcahany
et al., 2017; Lewis and Shan, 2017), los cuales se encuentran sometidos a

tratamientos largos con antibidticos.

En nuestro caso, no tenemos aun la certeza de cual es la via de seleccion
de la resistencia, podriamos sugerir que el mecanismo de seleccion esté mediado
por la acumulacién de mutaciones de compensacién a consecuencia del estrés
quimico, hecho que podria comprobarse rastreando la expresion de genes de
respuesta a estrés en presencia del pesticida. Por otra parte, cabe la posibilidad
de estar enfrentandonos con genes reguladores del estado de latencia, por lo que
se tendria que hacer una seleccibn muy minuciosa de cada uno de ellos para
evaluar su expresion, esto explicaria la supervivencia de las bacterias a los
pesticidas sin el desarrollo de resistencia a ellos. Por ultimo y no menos
importante, es necesario realizar un mapeo genémico de las cepas candidato,
para ubicar las posibles regiones gendmicas involucradas en la resistencia a

antibidticos y secuenciarlas para saber su funcion.
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CONCLUSIONES

Los pesticidas son sustancias toxicas para las bacterias, lo cual puede
mermar poblaciones de éstas.

Es posible seleccionar o generar cepas bacterianas resistentes a
antibioticos mediante la exposicion a pesticidas.

No encontramos evidencia de concomitancia entre la resistencia a
pesticidas y antibidticos, pues las bacterias no desarrollan resistencia a los
pesticidas, sin embargo, expresan un mecanismo de adaptacion fisioldgica
transitoria que les permite sobrevivir y de forma colateral expresan

resistencia a los antibioticos.

PERSPECTIVAS

El estudio de la persistencia no ha tenido tanto desarrollo como la
resistencia, sin embargo podria explicar un origen alternativo de ésta. Por
ello es importante continuar con el estudio de los genes involucrados en la
regulacion de la persistencia en microbiota patégena y microbiota residente;
como es que los pesticidas pueden alterar este estado de latencia y la
forma en la que se originan cepas resistentes a partir de las persistentes
dentro del huésped, qué tipo de interacciones tienen las diferentes
poblaciones bacterianas en presencia de los pesticidas consumidos en la

dieta del huésped.
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