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RESUMEN

El uso de abonos de origen animal en los suelos agricolas representa una practica
habitual, ya que favorece la obtencion de mejores rendimientos del suelo para la
produccién de alimentos a un costo reducido. Esta practica supone un uso eficiente de
los residuos de origen animal, favoreciendo el reciclaje de materia organica y
nutrientes. El compostaje transforma de una manera eficiente y segura los estiércoles
animales en insumos apropiados para su uso en el campo. Sin embargo, muchos
agricultores contintan aplicando practicas ancestrales y aplican abonos compostados
tradicionalmente, que consta en un secado simple del abono animal para
posteriormente aplicarlo directamente al suelo. Los elevados niveles de bacterias
entéricas presentes en estas matrices pueden representar una via de diseminacién de
organismos patogenos, los cuales potencialmente pueden integrarse dentro de la

cadena alimentaria.

Por este motivo, se evalud la persistencia de bacterias entéricas (heterétrofas, E. coli,
coliformes) resistentes a antibioticos y la persistencia de los genes de resistencia a
antibidticos (sulfametoxazol y acido nalidixico), en suelos suplementados con dos
tipos de abono (abono de origen animal compostado tradicionalmente y abono de
origen animal procesado por la industria) en un lapso de 111 dias; determinando que
la aplicacion de estos abonos incrementa notablemente las densidades de bacterias
entéricas resistentes (ARBS) y genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en suelos.
Estos contaminantes presentan una elevada persistencia a lo largo del tiempo, lo cual
sugiere que la aplicacion de abonos de origen animal, en especial cuan no reciben un
tratamiento apropiado, pueden representar una via de diseminacién de determinantes

de resistencia a antibiéticos a través de la cadena alimentaria.



ABSTRACT

The application of animal manure (fresh or composted) represents a common practice.
This practice favors the increasing of organic matter into soils at reduced costs. The
efficient use of the animal residues supporting the recycling of organic matter and
nutrients. Compost practices transforms efficiently and safely animal manure into
materials suitable for use into agricultural soils. However, the application of traditional
practices to compost fertilizers, consisting of simple drying of the animal manure and
later applying it directly to the soil is common. The high levels of enteric bacteria
present in these matrices may represent a pathway for the spread of pathogenic

organisms, which can potentially integrate within the food chain.

For this reason, the persistence of enteric bacteria (heterotrophic bacteria, E. coli,
coliforms) resistant to antibiotics and the persistence of antibiotic resistance genes
were evaluated in soils supplemented with two types of fertilizer (compost of animal
origin traditionally composted and compost of animal origin processed by the industry)
during 111 days; determining that the application of these fertilizers notably increases
the densities of resistant enteric bacteria (ARBs) and antibiotic resistance genes
(ARGS) in soils. These pollutants have a high persistence over time, which suggests
that the application of fertilizers of animal origin, especially when they do not receive
appropriate treatment, may represent a pathway for the spread of antibiotic resistance

determinants throughout the chain. foo
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

El mantenimiento de la calidad del suelo es una caracteristica fundamental en la
produccion eficiente de alimentos; por lo que su conservacion es critica en los procesos
agropecuarios y ambientales (Bueno et al. 2016). Esta actividad constituye un proceso
complejo, considerando que se trata de un habitat heterogéneo y que contiene una
variedad de nichos ecologicos influenciados por caracteristicas bidticas y abidticas
(Cabrera-Mireles et al. 2019). Diversas investigaciones afirman que un gramo de
suelo encontramos entre 10 — 10° células bacterianas, pertenecientes a miles de
especies diferentes, las cuales cumplen una gran cantidad de funciones ecoldgicas
(Nesme y Simonet 2015). Es por esto que se lo considera como un prominente
reservorio de microorganismos, y considerando su abundancia, constituye un medio
adecuado que favorece al intercambio de material genético por medio de transferencia
horizontal de genes (HGT) entre microorganismos (Perry y Wright 2014). La
influencia de estresores quimicos, como los antibidticos y otras sustancias
antropogeénicas, favorece los episodios de mutacion y HGT, permitiendo la adaptacion
de las bacterias por medio de la expresion de mecanismos de resistencia (Fernandez
Terry et al. 2015)

Se prevee que para el afio 2050, la poblacion mundial se aproxime a los 9.700 millones,
que demandaran una mayor cantidad de alimentos, induciendo a mayores problemas
ambientales a causa de la produccién agricola intensiva (Skaf et al. 2019). El uso
indiscriminado de antibidticos, en especial en el sector agropecuario, ha modificado el
microbioma global, aumentando las tasas de microorganismos resistentes los cuales se
pueden diseminar a través de la cadena alimentaria (Davies y Davies 2010). En la
actualidad, uno de los principales objetivos de desarrollo sostenible es garantizar la
seguridad alimentaria de la humanidad (United Nations 2019); por lo que, una de las

alternativas es el uso de sistemas de agricultura organica como medio para lograr el
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objetivo establecido, ya que es un sistema compuesto por procesos ecolégicos, 1os
cuales suplen el uso de insumos sintéticos para la produccién de cultivos y ganado
(Zhang et al. 2019, Eyhorn et al. 2019).

La aplicacion de abonos organicos de origen animal es considerada como una buena
préactica dentro de la agricultura organica, la cual nos proporciona mejoras en las
propiedades del suelo (de Melo et al. 2019). Sin embargo, existen una vasta cantidad
de evidencias que relacionan al uso de estiércol de animales de produccion, con la
diseminacion de contaminantes bioldgicos y quimicos; como antibioticos, bacterias
entéricas y genes de resistencia a antibidticos en campos de cultivo (Cytryn 2013,
Chen et al. 2016, Heuer et al. 2011, Udikovic-Kolic et al. 2014). Diferentes estudios
afirman que las enterobacterias representan un grave problema de contaminacion del
suelo (Xie et al. 2016); debido a la excesiva aplicacion de los abonos en estado fresco,
los cuales contienen grandes poblaciones bacterianas, entre ellas Escherichia coli
(Urraet al. 2019). Recientes investigaciones comprobaron que las excretas de gallinas
y cerdos son portadoras de grandes cantidades de bacterias resistentes a antibiéticos
(ARBs) y genes de resistencia a antibidticos (ARGS), en relacién a las excretas de
bovinos (Wang et al. 2020). En una investigacion realizada en Ecuador, la presencia
de E. coli en suelos es significativa debido al amplio uso de gallinaza en los suelos
cultivables (Mufioz Tarira y Tomala Mufioz 2019). Estudios apuntan que estas
enterobacterias son catalogadas como un contaminante ambiental emergente (Pérez-
Valera et al. 2019).

E. coli es un género de bacterias cohabitantes del tracto gastrointestinal, la cual agrupa
una serie de patotipos que pueden resultar patégenos para los humanos y animales
(Somorin etal. 2016). De la misma forma, las enterobacterias puede albergar
diferentes mecanismos de virulenciay resistencia, como los ARGs (Cook et al. 2014).
Esta bacteria y sus genes presentan una elevada persistencia en ecosistemas no
comunes para ellas (Xu etal. 2019). Motivo por el cual, es necesario evaluar el
impacto ambiental y sanitario que podria tener el uso de los residuos de origen animal
en la produccion alimentaria, los cuales provienen de animales que reciben
suplementacion de antibidticos, como terapéuticos o promotores de crecimiento (Chen
13



et al. 2019). Por ejemplo, investigaciones realizadas hallaron diecisiete antibioticos
veterinarios en suelos de granjas orgéanicas suplementados con estiércol, en donde se

encontré sulfonamidas, tetraciclinas, oxitetraciclinas entre otros (Tao et al. 2014).

La presencia de bacterias y los genes de resistencia a los antibidticos en el suelo
transmitidos por la suplementacién de estiércoles como abono representa una gran
preocupacion en la actualidad, por su gran potencial de transmitirse a través de la
cadena alimentaria (Eyhorn et al. 2019). Motivo por el cual, es necesario evaluar el
impacto ambiental que podria tener el uso de estos residuos, los cuales provienen de
animales que reciben suplementacién de antibidticos, como terapéuticos o promotores
de crecimiento (Chen et al. 2019).

En la actualidad, los ARGs son considerados contaminantes emergentes, considerando
su presencia cada vez mayor en ambientes influenciados por la actividad
antropogénica. Estos genes tienen la posibilidad de integrarse dentro de los genomas
de las poblaciones autdctonas, pertenecientes a los nichos ecoldgicos receptores por
medio de episodios de HGT (Pruden et al. 2006). Su abundancia en el medio ambiente
esta directamente relacionada a la influencia de actividades humanas y animales
(Pruden et al. 2012). La persistencia de estos contaminantes en el suelo es un factor
a tomar en cuenta, ya que ciertos autores manifiestan que los ARGs en los suelos
adyacentes a corrales de cerdos de engorde abandonados, es similar a los suelos de
corrales activos; es decir, que se sobreponen a toda alteracion climatica y/o natural en
el lapso de periodos largos (Li et al. 2019). Estas caracteristicas son perjudiciales,
tanto para el suelo como para los seres humanos, ya que estos se pueden diseminar a
través de los cultivos. Cabe recalcar que los cultivos de mayor peligro son aquellos
que son consumidos en fresco como, por ejemplo: lechugas, rabanos, zanahorias,
nabos, entre otros; ya que no reciben un tratamiento térmico que potencialmente

inactive a estos contaminantes (Schutzius et al. 2019)

La produccion de huevos en la zona centro del Ecuador (Tungurahua y Cotopaxi),
representa aproximadamente el 60% a nivel nacional (Rickie y Gast 2017); y la

utilizacion de gallinaza en cultivos de hortalizas es habitual en esta zona, motivo por
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el cual la presente investigacion pretende evaluar la persistencia de las bacterias

entéricas y genes de resistencia presentes en gallinaza (compostada de manera

tradicional y de origen comercial) en sustratos, simulando su comportamiento habitual

en cultivos de hortalizas, con la finalidad de conocer el efecto de las condiciones

naturales influenciadas por la reduccion e inactivacion de bacterias y genes de

resistencia a antibidticos de importancia clinica. Para lo cual, se aplicar&n métodos

agronémicos, microbiologia convencional y biologia molecular (PCR cuantitativa).

1.2 Objetivos

1.2.1

1.2.2

Objetivo general

Evaluar la persistencia de bacterias entéricas resistentes y genes de resistencia
a antibidticos en sustratos suplementados con gallinazas comercial y de
compostaje tradicional.

Obijetivos especificos

Evaluar las densidades de bacterias entéricas (E. coli, coliformes totales) y
heterdtrofas (totales y resistentes a sulfametoxazol y &cido nalidixico), en
sustratos suplementados con gallinazas (comercial y compostaje tradicional),
durante 111 dias.

Evaluar el comportamiento de las densidades de genes de resistencia a
antibidticos de importancia clinica (blatem, sull, gnrS, tetW y del gen 16S
rDNA), en sustratos suplementados con gallinazas (comercial y de compostaje
tradicional), durante 111 dias.

Valorar los niveles de inactivacion de bacterias entéricas, heterotrofas (totales,
resistentes), y genes de resistencia a antibidticos provenientes de las gallinazas

comercial y compostaje tradicional.

15



1.3 HipOtesis

Ha: Los sustratos suplementados con gallinazas comercial y de compostaje
tradicional influyen en las densidades de persistencia de bacterias entéricas resistentes
a antibioticos (ARBs) y genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en los suelos,

durante 111 dias.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1 Materiales y equipos

El proyecto requirio de los siguientes materiales:

e Agar Chromocult

e Agar MacConkey

e Agar Luria Bertani (LB)

e Caldo (LB)

e Solucion tampdn Phosphate Buffered Saline (PBS)
e Cajas Petri

e Azas de dispersién

e Botellas de cristal tapa azul (1000ml, 500ml, 100ml)
e Pipetas

e Perade succion

e Micropipetas

e Puntas para micropipetas

e Tubos eppendorf

e Tubos falcon

e Tubos de ensayo

e Tubos de vidrio tapa rosca

e Frascos de orina estériles

e Mechero

e DNeasy PowerSoil Kit

e Estandares para qPCR (sull, blaTem, gnrs, tetw,)

A continuacion, enumeramos los quipos usados:

e Refrigerador
e Incubadora
17



e Cabina de bioseguridad tipo II.

e Balanza analitica (cap: 500g; 0,19)

e Bafo maria

e Vortex (Equipo utilizado para mezclar pequefios frascos con liquido)
e Centrifuga

e Agitador magnético

e Termociclador en tiempo real (7500 Fast Real Time System, Applied

Biosystems).

2.2 Métodos

2.2.1 Cuantificacion de aerobios, coliformes y Escherichia coli (totales y

resistentes)

Los contajes de bacterias aerdbicas y E. coli fueron evaluados por el método de
filtracion de membrana de acuerdo al método ISO 9308:1-2014 (International

Organization for Standardization 2014).

Las muestras solidas fueron previamente homogenizadas con PBS 1x en una
proporcion 1/10 por medio de agitacién vertical a 900 osc/min; o magnética, durante
30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas
a 300 g durante 3 minutos para descartar los solidos suspendidos; o bien se dejo

decantar durante 10 minutos. Se recuperd el sobrenadante en otro recipiente esteéril.

1) Se prepar6 diluciones seriadas de acuerdo a la carga estimada de
microorganismos, usando PBS 1x.

2) Se colocd 100 pL de dilucion en el medio de cultivo deseado (LB para
aerdbicas totales), con antibidtico (4cido nalidixico, sulfametoxazol) y sin
antibidtico y agar Chromocult® para coliformes totales y E. coli con
antibidtico (&cido nalidixico, sulfametoxazol) y sin antibiético y con un asa de
drigalski se esparce la dilucién en la placa.

3) Se etiqueto.

4) Las cajas Petri fueron colocadas en el incubador microbioldgico durante 18-24
ha37°C.

18



5)

Se cuantificd los microorganismos existentes en las cajas Petri con medios de

cultivo.

2.2.2 Protocolo de extraccion de DNA Bacteriano para muestras solidas
(Powersoil DNA Isolation Kit, MoBio Lab, Inc, USA).

10.

11.

Se afiadio 0,25 g de muestra a tubos PowerBeads incluidos en el kit y se mezcl6
por vortex vigorosamente.

Se afiadi6 60 pL de la solucion C1y se mezcl6 por vortex

Se coloco los tubos dentro del vortex Mo-Bio de manera horizontal y se agitd
a méaxima velocidad durante 10 minutos.

Se centrifugd los tubos a 10.000 XG durante 30 segundos a temperatura
ambiente. Fue transferido el sobrenadante a un tubo de micro centrifuga.

Se afiadi6 250 L de la solucion C2 y se mezclo por vortex durante 5 segundos.
Se puso a incubar a 4°C durante 5 minutos; se centrifugé a temperatura
ambiente durante 1 minuto a 10.000XG, y posteriormente fue transferido
600uL del sobrenadante a un nuevo tubo.

Se afiadio 200 uL de la solucion C3 y se mezcld cuidadosamente, se incubé a
4°C durante 5 minutos. Se centrifug6 a temperatura ambiente durante 1 minuto
a 10.000 XG. Fue transferido 750 pL del sobrenadante a un nuevo tubo.

Se mezcl6 la solucion C4 antes de utilizar, se afiadié 1200 pL de la solucién
C4 al sobrenadante y se us6 vortex durante 5 segundos.

Se coloco aproximadamente 675 pL dentro del filtro provisto dentro del Kit, y
se puso a centrifugar a 10.000 XG por 1 minuto a temperatura ambiente. Se
descartd el liquido. Se repitid el proceso hasta terminar el liquido.

Se afiadié 500 pL de la solucion C5 y se centrifug6 a temperatura ambiente por
30 segundos a 10.000 XG. Se descarto el flujo.

Se puso a centrifugar nuevamente a temperatura ambiente por 1 minuto a
10.000 XG.

Cuidadosamente se colocd el filtro en un tubo de micro centrifuga limpio y se
afiadio 100 pL de la solucion C6 al centro de la membrana. Se puso a
centrifugar a temperatura ambiente durante 30 segundos a 10.000 XG, y se

descart6 el filtro.
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12. Se almacend el DNA en congelacién entre -20°C y -80°C.

2.2.3 Metodologia para PCR cuantitativa (QPCR) mediante la Técnica TagMan
para los genes sull, blaTEM, tetW, qnrSy 16S rDNA

La preparacion de la reaccion de PCR cuantitativa (QPCR), se realiz6 a partir del

protocolo de gPCR detallado en la Tabla 1.

Tabla 1. Protocolo de gPCR con sondas TagMan

Reactivo Cantidad (pL) Descripcion

Primery 1 Primer 1y primer 2: Conc. 18 uM.
Sonda Sonda: Conc. 5 uM.

TagMan 10 TagMan Master Mix ambiental: 2.0.
Muestra 9 ADN bacteriano

A continuacion, se seguiran los siguientes pasos:

1. Se calcul6 el volumen a inocular del reactivo TagMan y primer+Sonda para el
namero de muestras a analizar y se mezcl6 en un tubo Eppendorf.

2. Se transfirio 11 pL de la mezcla a cada pocillo de una placa Optica.

3. Se afadio a los pocillos de la placa un volumen de 9 puL de los estandares (3) y
de cada muestra a investigar. El orden y la cantidad dependi6 de la cantidad de
muestras a analizar (Tabla 2).

4. Se coloco la placa en el termociclador y se analizé la grafica de amplificacion.

Las secuencias de nucledtidos de los primers y sondas de qPCR a ser utilizadas

se las describe en la (Tabla 3).
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Tabla 2. Pocillos: Placas de PCR y qPCR Thermo Fisher Scientific.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Estdndar1  Estdndar2  Estandar 3 Blanco Blanco
B Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
(03 Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
D Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
E Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
F Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
G Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
H Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Tabla 3. Secuencia de nucleotidos de primers y sondas de gPCR.
GEN PRIMER SECUENCIA (5’-3’) REFERENCIA
UP CACTATTCTCAGAATGACTTGGT
blarem LP ATCCGCCTCCATCCAGTCTA (Lachmayr et al. 2009)
Sonda 6FMA-CCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGG-MGBNFQ
up CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG (Modificado de Czekalski,
sull LP TTGCCGATCGCGTGAAGT Berthold, Caucci, Egli, &
Sonda FAM-CGAGCCTTGCGGCGG-MGBNFQ Burgmann, 2012)
uP CGGCAGCGCAAAGAGAAC
tetw LP CGGGTCAGTATCCGCAAGTT (Walsh et al. 2011)
Sonda VIC-CTGGACGCTCTTAGG-MGBNFQ
uP CGACGTGCTAACTTGCGTGA
qnrS LP GGCATTGTTGGAAACTTGCA (Colomer-Lluch et al. 2011)
Sonda GGCATTGTTGGAAACTTGCA
165 uP TCCTACGGGAGGCAGCAGT
RNA LP GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT (Nadkarni et al. 2002)
r
Sonda FAM-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-MGBNFQ
UP GATACCGTTTACGAAATTGG
ermB (Chen et al. 2007)
LP GATACCGTTTACGAAATTGG
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

Las densidades persistentes de bacterias y genes de resistencia a antibidticos se
expresan a continuacion en graficas de densidad en funcion del tiempo. El analisis
estadistico fue realizado comparando las densidades de bacterias y genes de los dias 0
(inicial) y 111 (final). A continuacion, se mostraran los resultados ya tabulados y
expresados en las siguientes graficas, asi como los resimenes de los analisis de
varianza y pruebas de Tukey realizadas. El analisis estadistico en general se encuentra

detallado en anexos.

Como control de la influencia de la adicion de gallinaza en las poblaciones bacterianas
y de ARGs, se analiz6 las densidades basales de estos indicadores en el sustrato
comercial TS1 a base de turba rubia, los cuales presentaron los siguientes resultados

en funcion del tiempo.
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3.1.1 Resultados obtenidos con sustrato

Grafico 1. Persistencia de bacterias Hetero6trofos totales
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Las densidades basales de heterotrofos totales en el sustrato, se encuentran alrededor
de 5 log UFC/g en las tres variantes analizadas (totales, resistentes a acido nalidixico
y resistentes a sulfametoxazol). Se observa que, en el lapso de 111 dias, sus densidades
generales disminuyen en un rango aproximado entre 0.5y 1 logaritmo por el efecto de

la inactivacién natural.
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Gréfico 2. Persistencia de bacterias E. coli
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En el caso de E. coli, fue detectada en el orden de los 3 log UFC/g en las variantes
totales y resistentes a sulfametoxazol. No se detecto E. coli resistente acido nalidixico.
Se observa que a partir del dia 11, las densidades de estas bacterias no son

cuantificables, denotando que existe una inactivacién natural de estos indicadores.
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Grafico 3. Persistencia de bacterias Coliformes
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En el caso de los coliformes totales se observa un efecto similar al observado en E.
coli, en donde las densidades de estas bacterias se encuentran por encima de los 3 log
UFC/g (en todas las variantes), y no son detectables a partir del dia 11, denotando que
en el sustrato sin adicion de gallinaza estas bacterias muestran una baja persistencia a

la inactivacién natural.
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Gréfico 4. Persistencia de los genes de resistencia a antibioticos
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Con respecto a los ARGs, unicamente fueron detectados los genes de resistencia a
betalactdmicos (blatem), sulfonamidas (sull) y tetraciclinas (tetW). No se detectaron
densidades cuantificables de los genes de resistencia a quinolonas (gnrS),
eritromicinas (ermB) ni del gen 16S rRNA. El gen con mayor presencia en esta matriz
fue sull, cuyas densidades permanecieron estables en el rango de los 5 log CG/g
durante los 111 dias de estudio. Los genes blatem y tetW fueron detectados en el rango
de los 4 log CG/g, mostrando el gen sull sus densidades practicamente inalteradas
durante los 111 dias de estudio; y en el caso del gen tetW, una inactivacion cercana a

0.5 log CG/qg al final del estudio.
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3.1.2 Resultados obtenidos con gallinaza comercial.

Grafico 5. Persistencia de bacterias Heterodtrofos totales
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En el tratamiento solo sustrato, las densidades basales de heterdtrofos encontradas
fueron de 5 log UFC/g en sus tres variantes analizadas (totales, resistentes a acido
nalidixico y resistentes a sulfametoxazol), en el tratamiento adicionado gallinaza
comercial, se puede observar un incremento notorio entre 2 a 3 log UFC/g, dando como
resultado densidades basales de heterdtrofos entre 6 y 8 log UFC/g aproximadamente
en sus tres variantes. Transcurrido los 111 dias, las densidades bacterianas ha
disminuido 2 log UFC/g en los heterotrofos resistentes a acido nalidixico y 3 log
UFC/g en los totales y resistentes a sulfametoxazol por efecto de la inactivacion

natural, manteniendo un rango aproximado al obtenido en el tratamiento solo sustrato.
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Grafico 6. Persistencia de bacterias Escherichia coli
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En el caso de E. coli en el tratamiento solo sustrato, fue detectada en el orden de los 3
log UFC/g en las variantes totales y resistentes a sulfametoxazol; en el caso del
tratamiento adicionado gallinaza comercial, se puede observar un incremento
aproximadamente de 1 log UFC/g en la variante totales y una disminucién de 1 log
UFC/g en la variante resistentes a sulfametoxazol. En la variante resistentes a acido
nalidixico no se detecto E. coli tanto en el tratamiento de solo sustrato como en el
tratamiento adicionado gallinaza comercial. En el tratamiento testigo se observa que,
a partir del dia 11 las densidades de estas bacterias no son cuantificables tanto para
totales como para resistentes a sulfametoxazol, mientras que, en el tratamiento con
gallinaza comercial, se observa que la inactivacion de E. coli para las variantes

resistentes a sulfametoxazol y totales se da al dia 1 y 36 respectivamente.
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Gréfico 7. Persistencia de bacterias Coliformes
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En el caso de los coliformes totales en el tratamiento testigo, se observa un efecto en
donde las densidades de estas bacterias se encuentran por encima de los 3 log UFC/g
(en todas las variantes), y no son detectables a partir del dia 11. Aqui se observa como
existe un aumento de 3 y 1 log UFC/g en la variantes totales y resistentes a acido
nalidixico y sulfametoxazol respectivamente. Al lapso de 111 dias, se detect6 que la
variante coliformes totales presento en sus densidades generales una disminucion de 2
log UFC/g; en las variantes resistentes a acido nalidixico y sulfametoxazol, se observa

la inactivacion de estas bacterias al dia 22 y 36 respectivamente.
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Gréfico 8. Persistencia de los genes de resistencia a antibioticos
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En el tratamiento control, el gen con mayor presencia fue sull, cuyas densidades
permanecieron estables en el rango de los 5 log CG/g durante los 111 dias de estudio;
en el tratamiento con gallinaza comercial, sull fue el gen que se mantuvo en un nivel
de 7 log CG/g durante los 111 dias, determinando un aumento de 2 log CG/g entre el
tratamiento control y el tratamiento con adicion de gallinaza comercial. El gen tetWw,
alcanzé aproximadamente los 7 log CG/g al dia 0, disminuyendo alrededor de 2 log
CG/g al dia 3 y manteniéndose estable el resto de dias de estudio, observando que
existe un aumento de 2 log CG/g entre tratamientos durante los 111 dias. Finalmente,
el gen blatem, en esta matriz alcanzo 4 log CG/g en su inicio y el aumento de 1 log
CG/g al dia 111, determinando una similitud con el resultado obtenido en el

tratamiento control.
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3.1.3 Resultados obtenidos con gallinaza de compostaje tradicional

Grafico 9. Persistencia de bacterias Heteroétrofos totales
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En la siguiente matriz se observa como los rangos han incrementado
significativamente. En los totales, se observa un aumento de 3 log UFC/g con respecto
al tratamiento control y una diferencia de 1 log UFC/g con el tratamiento adicionado
gallinaza comercial, determinando que la adicién de gallinaza de compostaje
tradicional proporciona mayores densidades bacterianas con un valor de 9 log UFC/g.
En el caso de los resistentes a sulfametoxazol, las densidades basales aumentan entre
2,5y 3,5 log UFC/g referentes al control y gallinaza comercial correspondientemente.
Para culminar, los resistentes a acido nalidixico, presentan un incremento de 2 log
UFC/g con respecto a los otros tratamientos en estudio. Transcurridos los 111 dias, la
variante heterotrofos totales presenta una disminucion de 4 log UFC/g, estableciendo

que, en comparacion con los otros dos tratamientos, las densidades bacterianas se
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mantienen en un rango similar a 4 log UFC/g. Las variantes resistentes a &cido
nalidixico y sulfametoxazol, resultaron obtener un rango de densidad de 3 log UFC/g

al pasar los 111 dias de estudio.

Grafico 10. Persistencia de bacterias Escherichia coli
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Como se puede observar en la siguiente gréafica, las densidades basales se encuentran
en el rango de 5 log UFC/g en las tres variantes analizadas (totales, resistentes a acido
nalidixico y resistentes a sulfametoxazol). Se observa un aumento de 2,5 log UFC/g
en relacion al tratamiento solo sustrato y adicionada gallinaza comercial. En los
tratamientos anteriores, no se detectd presencia de la variante E. coli resistentes a acido
nalidixico; caso contrario ocurre en el presente tratamiento, en donde se avista

alrededor de 5 log UFC/g, al igual que en la variante resistente a sulfametoxazol, con
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la diferencia que en los tratamientos control y adicionada gallinaza comercial, el rango
de densidades basales esta entre 3 y 4 log UFC/g, es decir existe un aumento de 1y 2

log UFC/g en este ultimo tratamiento con respecto a los dos anteriores.

Grafico 11. Persistencia de bacterias Coliformes
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En esta matriz se observa que, la variante coliformes totales esta en el rango de 6,5 log
UFC/g aproximadamente, al igual que en el tratamiento con gallinaza comercial, caso
gue no ocurre con el tratamiento solo sustrato, en donde esta variante se encuentra por
debajo del rango mostrado en la presente grafica. Con respecto a las variantes
resistentes a acido nalidixico y sulfametoxazol, identificamos que tenemos una
densidad de 5,5 log UFC/g en el presente tratamiento, es decir, existe un aumento de

1,5 log UFC/g con relacién a los demas tratamientos en estudio. Transcurridos los 111
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dias, se observa similitud en la persistencia de los coliformes totales con 4 log UFC/g
tanto para el tratamiento de compostaje tradicional y con gallinaza comercial, debido
a que en el control al dia 11 se produjo la inactivacion. En cuanto a las variantes
coliformes resistentes a acido nalidixico y sulfametoxazol, se observan densidades
entre 4 log UFC/g en el lapso de los 111 dias, mientras que en el tratamiento control
la inactivacion de las bacterias resistentes a acido nalidixico y sulfametoxazol se
produce a los 11 dias, en el tratamiento con gallinaza comercial, la inactivacion de las

mismas se da a los 22 y 36 dias respectivamente.

Grafico 12. Persistencia de los genes de resistencia a antibioticos
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En la siguiente matriz se observa que, el gen sull presenta un incremento de 4 log

CG/g con respecto al tratamiento control y 2 log CG/g con respecto al de gallinaza
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comercial. Tras el paso de los 111 dias se observa que se mantuvo estable, es decir en
el rango de 9 CG/g. El gen tetW presenta un incremento de 3 log CG/g con respecto a
los otros dos tratamientos en estudio, determinando que la adicion de compostaje
tradicional proporciona alrededor de 7 log CG/g, transcurridos los 111 dias se produjo
la inactivacion de 1 log CG/g. Finalmente, el gen blatem no muestra alteracion durante
los 111 dias de estudio, manteniéndose en un rango de 6 log CG/g. A diferencia de los
tratamientos solo sustrato y gallinaza comercial en donde se contempla variaciones de
hasta 1 log CG/g durante los 111 dias.
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3.2 Evaluacion
Tabla 4. Prueba de comparacion de tratamiento por tiempo (bacterias)

SUSTRATO
SUSTRATO +
Dias SUSTRATO + GALLINAZA GALLINAZA
COMERCIAL  COMPOSTAJE
TRADICIONAL
0 1,29 x 10%P 8,98 x 103°¢ 5,45 x 10°A
E. coli Totales **
111 <1x10%e (bld) <1x10%E 2,65 x 10*B
E. coli 0 6,12 x 102°€ 1,45 x 102P 222 x10°A
resistentes a
_ o 111 <1x10%E <1x10%E 8,64 x 1038
acido nalidixico **
E. coli resistentes 0 <1x102°€ <1x10%¢ 282 x10°A
a sulfametoxazol ** 111 <1x102%¢ <1x10%¢ 1,40 x 10*8
_ 0 1,65 x 103E 4,23x 104  1,95x10°B
Coliformes totales **
111 <1x102F 1,29 x 10*P 8,13 x 104°€
Coliformes resistentes 0 1,00 x 10%8 9,12 x 1038 255x%x10°A
a acido nalidixico ** 111 <1x10%¢ <1x10%¢ 1,00 x 10*B
Coliformes resistentes 0 7,24 x 103P 1,05 x 104¢ 3,02 x 10°A
a sulfametoxazol ** 111 <1x10%E <1x10%E 1,40 x 10*8
] 0 1,32 x 10°€ 8,78x 10’8 7,88 x 1084
Heterotrofos totales **
111 7,94 x 10%E 7,70 x 10%P 8,07 x 10P
Heterotrofos resistentes 0 2,04 x 10°°€ 7,70 x 10°B 6,41 x 1084
a 4cido nalidixico ** 111 3,24 x 10%F 7,03x 10%E 2,75 x 104P
Heterotrofos resistentes 0 9,85 x 104°€ 5,08 x 1058 3,72 x 1084
a sulfametoxazol ** 111 6,26 x 103P 1,54 x 10%E 7,13 x 108D

Prueba de TUKEY HSD

P <0,01 (99%) **
P <0,05 (95%) *

Altamente significativo

significativo

Como se puede observar, en la comparacion de tratamiento por tiempo en todas las
variantes (E. coli, coliformes y heterotrofos totales, resistentes a acido nalidixico y

resistentes a sulfametoxazol) existe una
36
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determinando que, las concentraciones bacterianas mas altas las encontramos en los
tratamientos aplicados gallinaza de compostaje tradicional, seguidos por los
tratamientos aplicados gallinaza comercial y en donde menos densidades bacterianas

encontramos es en el tratamiento solo sustrato.

Para las variantes E. coli, coliformes y heterotrofos totales, resistentes a acido
nalidixico y resistentes a sulfametoxazol se observa claramente como encontramos
mayores densidades bacterianas tanto en el dia 0 como al dia final (111) en el
tratamiento adicionado gallinaza de compostaje tradicional, exceptuando la variante
coliformes totales del tratamiento adicionado gallinaza comercial, que se encontr6
concentraciones bacterianas superiores, con 4,43 x 10° UFC/g al dia 0 y densidades
similares al lapso de los 111 dias.

Caso contrario ocurre en el tratamiento control, en donde en todo momento las
densidades bacterianas fueron inferiores a los demas tratamientos en estudio,
identificando que las aplicaciones de gallinaza influyen en la persistencia de las

bacterias en los suelos o sustratos.
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Tabla 5. Prueba de comparacién por tratamiento (Bacterias)

SUSTRATO
SUSTRATO +
) SUSTRATO + GALLINAZA GALLINAZA
Parametros COMERCIAL COMPOSTAJE
TRADICIONAL
UFCl/g UFC/g UFCl/g
E. coli totales ** 3,59 x 10 ¢ 9,48 x 10'B 1,20 x 10°A
E. coli resistentes a **
o o 2,47 x 101 B 1,20 x 1018 4,38 x 10*A
acido nalidixico
E. coli resistentes **
<1x10%B <1x10%8 6,28 x 10*A
a sulfametoxazol
Coliformes totales ** 4,06 x 101 € 2,34 x 10°B 3,98 x 10°A
Coliformes resistentes a
o o 1,00 x 10%8 9,55 x 10 B 5,05 x 10*A
acido nalidixico **
Coliformes resistentes **
8,51 x 101°€ 1,02 x 10%8 6,51 x 10*A

a sulfametoxazol
Heterotrofos totales ** 1,02 x 10%¢ 2,60 x 10°B 7,97 x 1084

Heterotrofos resistentes

o o 2,57 x 104€ 7,36 x 10*B 4,20 x 10°A
a acido nalidixico **

Heterdtrofos resistentes
2,48 x 10*€ 9,59 x 10*B 1,63 x 1084
a sulfametoxazol **
P <0,01 (99%) ** Altamente significativo

P<0,05 (95%)*  significativo

En la siguiente tabla se observa la comparacién Unicamente por tratamientos, donde
existe una alta significancia entre los tratamientos en estudio. En el tratamiento
adicionado gallinaza de compostaje tradicional existe una notoria diferencia de
concentracion de bacterias en comparacion con el tratamiento adicionado gallinaza
comercial y el tratamiento control, los cuales contienen densidades similares en todas
las variantes en estudio, omitiendo las variantes coliformes totales y heterétrofos

totales.
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Tabla 6. Prueba de comparacion de tratamiento por tiempo (DNA)

SUSTRATO
SUSTRATO +
Dias SUSTRATO + GALLINAZA GALLINAZA
COMERCIAL COMPOSTAJE
TRADICIONAL
CGlg CGlg CGlg
ol . 0 -C 6,61 x 10%s 1,39 x 1064
ATEM
111 - 1,20 x 10°s 4,86 X 10°a
I * 0 1,15 x 10%:p 1,32 x 10"sc 3,11 x 10°a
Su
111 6,16 x 10°p 6,36 x 10%cp 281 x 1088
W 0 -D 4,91 x 10%ap 2,64 x10°a
e
111 -D 1,62 x 10°%¢ 8,02 x 10°gc

CG: Copia gendmica

P <0,01 (99%) ** Altamente significativo
P<0,05 (95%)*  significativo

En la comparacion de tratamiento por tiempo se puede decir que existe una influencia
altamente significativa en relacion a los tres genes en estudio. En sustrato no existio
presencia de los genes: blatem y tetW, a diferencia del gen sull. Por lo tanto, podemos
observar que se encontr6 mayor densidad de ARGs en el tratamiento con gallinaza de

compostaje tradicional.
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Tabla 7. Prueba de comparacion por tratamiento (DNA)

SUSTRATO
SUSTRATO .
SUSTRATO + GALLINAZA
GALLINAZA
COMERCIAL
COMPOSTAJE TRADICIONAL
CGlg CGlg CGlg
blatem ** - 8,92 x 10%s 8,22 x 10°a
sull ** 2 67E x 10°¢ 9,15 x 10% 9,35 x 108a
tetW ** - 8,91 x 10°s 4,61 x 10°%

P <0,01 (99%) ** Altamente significativo
P<0,05 (95%)*  significativo

En el caso de la comparacidn Gnicamente por tratamiento, se puede observar que existe
una influencia altamente significativa entre los tres genes estudiados, observandose
una mayor densidad de ARGs en el compostaje tradicional en comparacion a los

tratamientos con gallinaza comercial y control, para los tres genes en estudio.

3.2 Verificacidn de hipotesis

Al finalizar con el estudio, se acepta la hipétesis planteada. La adicion de gallinazas
(comercial y de compostaje tradicional) si influencia en las densidades y en la
persistencia de bacterias resistentes a antibioticos (ARBS) y genes de resistencia a

antibioticos (ARGS) en los suelos.

3.3 Discusion

La presente investigacion se enfocé en la evaluacion de la persistencia de bacterias y

genes de resistencia antibiéticos en un medio suplementado con gallinaza. Por medio

40



del anélisis de resultados se ha determinado que, en cuanto a los dos tratamientos
ejecutados y el control existe una considerable diferencia de acuerdo a las densidades
de ARBs y ARGs. En el tratamiento control, se observa como la persistencia de
bacterias heterotrofas es constante durante los 111 dias de muestreo para todas las
variantes analizadas (totales y resistentes a sulfametoxazol y acido nalidixico); en el
caso de E. coli y coliformes, se observa una inactivacion natural a los 11 dias, casos
similares ocurre con los tratamientos adicionados gallinaza comercial y de compostaje
tradicional. Nuestros resultados estan acorde a la investigacion realizada por Islam
etal. (2004) en la cual se detectd que los ARBs persisten entre 80 a 150 dias
aproximadamente; tomando en cuenta que, en los suelos expuestos la persistencia es
menor y en los suelos en donde existe una cobertura vegetal la persistencia va a ser
mayor para la inactivacion natural de dichas bacterias frente a condiciones ambientales

(calor, radiacion solar, degradacion).

En otros estudios también se observa la elevada persistencia de las enterobacterias,
como por ejemplo en el estudio realizado por Gagliardi y Karns (2002), en donde se
inoculé directamente E. coli al suelo en ensayos de microcosmos, obteniendo como
resultado una persistencia de 96 dias en suelos cultivados con centeno; en donde los
autores hacen énfasis en la existencia de competencia entre la microbiota indigena.
Otro de los casos estudiados es la investigacion realizada por Sui et al. (2019), en
donde detectaron una persistencia de ARBs durante 172 dias, en suelos aplicados
estiércol porcino, teniendo en cuenta que la fase activa de contaminacion microbiana

se da a los 82 dias.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, se concuerda con lo detectado por
las anteriores indagaciones; en donde se demuestra la elevada persistencia que
presentan las bacterias entéricas en las condiciones ambientales presentes en ambientes
de cultivo. Adicionalmente, nuestra investigacion demuestra que las densidades de
ARBs son significativamente mas altas cuando se utilizan abonos de compostaje
tradicional, debido a que la densidad bacteriana que se encuentra en esta matriz es
abundante, ya que no han recibido un tratamiento térmico de inactivacion que reduzca
las elevadas poblaciones bacterianas presentes en las excretas (Soobhany et al. 2017,
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Vézquez y Soto 2017). Adicionalmente, poseen una cantidad de agua elevada, la cual
influencia la supervivencia microbiana (Alegbeleye et al. 2018). En el caso de los
suelos en los que se aplica abonos comerciales, existe una persistencia bacteriana
inferior debido a la baja densidad bacteriana que encontramos en él. Cabe recalcar que,
la aplicacion de ambos abonos influencian significativamente las densidades

bacterianas de enterobacterias en el suelo.

En cuanto a los genes de resistencia, en los resultados obtenidos se pudo observar
como la persistencia de dichos ARGs fue constante durante los 111 dias de estudio. Al
igual que en el caso de ARBs, los ARGs en suelos abonados con estiércol no
compostado contienen una mayor densidad de ARGs en el suelo en comparacién con
los suelos en donde aplicamos abonos compostados. Podemos evidenciar que existio
la presencia de los genes de resistencia a betalactamicos (blaTem), sulfonamidas (sull)
y tetraciclinas (tetW), los cuales estdn ampliamente presentes en residuos de origen
fecal animal (Tao etal. 2014, Calero-Céceres etal. 2014). No se detectaron
densidades cuantificables de los genes de resistencia a quinolonas (gnrS),
eritromicinas (ermB) ni del gen 16S rRNA, caso que si ocurrio en la investigacion
anteriormente mencionada con la persistencia de las eritromicinas (ermB). Estos
resultados guardan relacién con estudios realizados por indagadores chinos, en donde
detectan una elevada persistencia y densidades de diferentes ARGs (tetO, tetW, ermB

y tnpA) en abonos porcinos (Pu et al. 2019);

La persistencia del ARG tetW es significativa. En estudios relacionados se verifica esta
observacion. Como por ejemplo, en corrales abandonados por un largo periodo de
tiempo, se encontrd presencia de este gen, lo cual explica su elevada persistencia en el
suelo, superando cualquier tipo de variacion climatica (Li et al. 2019). De la misma
forma, en otro estudio se observa una elevada persistencia de ARGs que codifican
resistencia a tetraciclinas (Holvoet et al. 2013). De igual manera ocurre en el estudio
actual, en donde podemos observar como durante el transcurso de los 111 dias, el gen
se muestra estable en todos los tratamientos desarrollados con una reduccion
despreciable. Es usual el uso de los desechos producidos por los animales de la granja,
los cuales después de procesarlos 0 ya sea en fresco son aplicados al suelo. En la
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siguiente granja, tras varios afos afiadiendo estos abonos se detecto presencia de ARGs
como, tetL, tetM, tetW, ermA, ermB y ermC. Tras dos afios sin aplicar las excretas, tras
el respectivo analisis del suelo de identifico la presencia Gnicamente de tetL, tet M,
tetW y ermC. EIl gen tetL fue el gen mas prevalente, mientras que tetW fue el mas
persistente (You et al. 2012). En el caso del estudio actual, no se detect6 densidades
cuantificables del ARG ermB, mientras que en el caso del tetW, se encontro presente
en cada uno de los tratamientos desarrollados, con la diferencia de que, fue sull el que

prevalecid por encima de los demas genes de resistencia a antibioticos.

La presencia 0 ausencia de estos genes tiene que ver directamente con los mecanismos
de resistencia presentes en la gallinaza utilizada. Los cuales, al parecer no contenian
densidades detectables de genes de resistencia a quinolonas y a eritromicina. Sin
embargo, la deteccion de los genes de resistencia a sulfonamida, tetraciclinas y
betalactamicos son un indicador general de la persistencia de los mismos a lo largo del

tiempo.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se evalud las densidades de bacterias entéricas (E. coli, coliformes totales) y
heterotrofas (totales y resistentes a sulfametoxazol y acido nalidixico), en
sustratos suplementados con gallinazas (comercial y de compostaje
tradicional), durante 111 dias, concluyendo que, el tratamiento adicionado
gallinaza de compostaje tradicional, presento las densidades mas altas para los
tres tipos de bacterias entéricas analizadas en sus tres variantes (resistentes a
sulfametoxazol, acido nalidixico y sin antibiético). En segundo lugar,
encontramos el tratamiento mas gallinaza comercial, en donde las densidades
bacterianas fueron menores a las del tratamiento con gallinaza de compostaje
tradicional, y finalmente tenemos el control, el cual presento las densidades
mas bajas en comparacion con los otros dos tratamientos. Cabe recalcar que,
pese a que no se afiadid ninguna clase de excreta al control, se presencio
densidades bacterianas, lo cual nos indica que ningin suelo esta exento de

estas.

Se evalud el comportamiento de las densidades de genes de resistencia a
antibiodticos de importancia clinica (blatem, sull, gnrS, tetW, ermB y del gen
16S rDNA), en sustratos suplementados con gallinazas (comercial y de
compostaje tradicional), durante 111 dias; determinando que, Unicamente
fueron detectados los genes de resistencia a betalactamicos (blatem),
sulfonamidas (sull) y tetraciclinas (tetW). No se detectaron densidades
cuantificables de los genes de resistencia a quinolonas (gnrS), eritromicinas
(ermB) ni del gen 16S rRNA. En ambos tratamientos en estudio y en el control,
el gen con mayor presencia fue sull, seguido del gen blarem y por Gltimo el
gen tetW. En el tratamiento afiadido gallinaza de compostaje tradicional
presenciamos las densidades mas altas de todo el estudio; seguido por el
tratamiento abonado con gallinaza comercial, cuyas densidades fueron
menores; y finalmente tenemos al control, en el cual identificamos las

densidades mas bajas.
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Se valord los niveles de inactivacion de bacterias entéricas, heterotrofas
(totales, resistentes) y genes de resistencia a antibioticos provenientes de la
gallinaza de compostaje tradicional y gallinaza comercial durante el periodo de
estudio, determinando niveles de inactivacion no significativos, debido a que ,
Unicamente se produce inactivacion en el tratamiento testigo y el adicionado
gallinaza comercial, para las bacterias E. coli y coliformes, resistente a
sulfametoxazol y acido nalidixico como podemos observar en los gréaficos 2,
3, 6y 7. En cuanto a las bacterias heterotrofas, no presentan inactivacion en
ninguno de los tratamientos, al igual que ocurre con el tratamiento
suplementado con gallinaza de compostaje tradicional, el cual en ninguna de

las variantes en estudio se puede observar inactivacién natural.

4.2 Recomendaciones

Es considerable que previo a la incorporacion de un abono organico al suelo,
este haya sufrido un previo proceso de compostaje, el cual nos ayudard a
disminuir en gran porcentaje la presencia de bacterias y serd provechoso para
la microbiota del suelo. Es de importancia conocer el protocolo para la
descomposicion de abonos, el cual nos ayudara a obtener el mayor de los

beneficios del mismo, y mejorando la seguridad alimentaria de la humanidad.
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ANEXOS

Anexo 1: Tabla resumen de los muestreos bacterioldgicos del tratamiento solo sustrato,

realizados durante los 120 dias de estudio.

SUSTRATO
TOTALES
E. coli Coliformes Heterotrofos
Totales

Dia |x sd Dia X sd Dia sd
0 1,30E+03|2,83E+02| |0 1,70E+03 | 7,07E+02| |0 1,32E+05| 5,66E+03
1 7,91E+02 | 7,19E+02 1 1,25E+03 | 4,95E+02 1 1,20E+05 | 6,36E+03
3 4,86E+02 |4,37E+02| |3 1,02E+03 | 3,71E+02 3 1,05E+05| 3,54E+03
8 2,00E+02 |1,41E+02| |8 3,50E+02 | 2,12E+02| |8 7,20E+04 | 2,83E+03
11 0,00E+00 | 0,00E+00 11 0,00E+00 | 0,00E+00 11 3,35E+04 | 3,25E+03
22 0,00E+00 | 0,00E+00 | |22 0,00E+00 | 0,00E+00 | |22 1,75E+04 | 1,41E+03
29 0,00E+00 | 0,00E+00 | |29 0,00E+00 | 0,00E+00 | |29 1,32E+04 | 2,83E+02
36 0,00E+00 | 0,00E+00| |36 0,00E+00 | 0,00E+00 | |36 1,02E+04 | 7,78E+02
43 0,00E+00 | 0,00E+00 | |43 0,00E+00 | 0,00E+00 | |43 7,90E+03 | 1,41E+02
57 0,00E+00 | 0,00E+00 | |57 0,00E+00 | 0,00E+00 | |57 5,55E+03 | 3,54E+02
71 0,00E+00 | 0,00E+00| |71 0,00E+00 | 0,00E+00| |71 3,30E+03 | 2,83E+02
86 0,00E+00 | 0,00E+00 | |86 0,00E+00 | 0,00E+00 | |86 1,95E+03 | 4,95E+02
101 |0,00E+00 | 0,00E+00 101 0,00E+00 | 0,00E+00 101 1,20E+03 | 1,41E+02
116 |0,00E+00 | 0,00E+00 116 0,00E+00 | 0,00E+00 116 8,00E+02 | 1,41E+02

SUSTRATO

AC. NALIDIXICO
E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia sd Dia X sd Dia sd
0 6,50E+02 | 3,54E+02 1,00E+04 | 0,00E+00 2,06E+05 | 7,94E+04
1 5,02E+02 | 2,10E+02 5,00E+03 | 7,07E+03 9,28E+04 | 1,29E+04
3 2,96E+02 | 2,02E+02 2,36E+03 | 2,09E+03 7,00E+04 | 2,83E+03
8 1,00E+02 | 0,00E+00 9,00E+02 | 2,83E+02 4,00E+04 | 7,07E+03
11 0,00E+00 | 0,00E+00 11 0,00E+00 | 0,00E+00 11 3,00E+04 | 2,83E+03
22 0,00E+00 | 0,00E+00 | |22 0,00E+00 | 0,00E+00 | |22 3,69E+04 | 7,07E+03
29 0,00E+00 | 0,00E+00| |29 0,00E+00 | 0,00E+00 | |29 3,27E+04 | 2,69E+03
36 0,00E+00 | 0,00E+00 | |36 0,00E+00 | 0,00E+00 | |36 2,97E+04 | 6,08E+03
43 0,00E+00 | 0,00E+00| (43 0,00E+00 | 0,00E+00 | |43 2,18E+04 | 2,55E+03
57 0,00E+00 | 0,00E+00 | |57 0,00E+00 | 0,00E+00| |57 1,03E+04 | 3,54E+02
71 0,00E+00 | 0,00E+00| |71 0,00E+00 | 0,00E+00| |71 6,30E+03 | 2,83E+02
86 0,00E+00 | 0,00E+00 | |86 0,00E+00 | 0,00E+00 | |86 5,55E+03 | 3,54E+02
101| 0,00E+00 | 0,00E+00 101 0,00E+00 | 0,00E+00 101 4,35E+03 | 2,12E+02
116| 0,00E+00 | 0,00E+00 116 0,00E+00 | 0,00E+00 116 3,25E+03 | 4,95E+02
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SUSTRATO

SULFAMETOXAZOL
E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia |x sd Dia X sd Dia X sd
0 0,00E+00 | 0,00E+00| (O 7,20E+03 | 7,07E+02 0 9,84E+04 | 6,26E+04
1 0,00E+00 | 0,00E+00 1 3,95E+03 | 4,59E+03 1 6,29E+04 | 9,54E+03
3 0,00E+00 | 0,00E+00 3 8,75E+02 | 6,27E+02 3 4,40E+04 | 2,83E+03
8 0,00E+00 | 0,00E+00 1,00E+02 | 0,00E+00 3,55E+04 | 4,95E+03
11 | 0,00E+00 | 0,00E+00 11 0,00E+00 | 0,00E+00 11 2,28E+04 | 4,24E+02
22 |0,00E+00 | 0,00E+00 22 0,00E+00 | 0,00E+00 22 2,19E+04 | 4,24E+02
29 |0,00E+00|0,00E+00 29 0,00E+00 | 0,00E+00 29 2,03E+04 | 8,49E+02
36 |0,00E+00 | 0,00E+00 36 0,00E+00 | 0,00E+00 36 1,75E+04 | 1,13E+03
43 |0,00E+00|0,00E+00| |43 0,00E+00 | 0,00E+00 | |43 1,52E+04 | 1,41E+03
57 |0,00E+00 | 0,00E+00 57 0,00E+00 | 0,00E+00 57 1,23E+04 | 1,91E+03
71 |0,00E+00 | 0,00E+00 71 0,00E+00 | 0,00E+00 71 1,10E+04 | 3,54E+02
86 |0,00E+00 | 0,00E+00 86 0,00E+00 | 0,00E+00 86 8,90E+03 | 9,90E+02
101 | 0,00E+00 | 0,00E+00 101 0,00E+00 | 0,00E+00 101 7,70E+03 | 8,49E+02
116 | 0,00E+00 | 0,00E+00 116 0,00E+00 | 0,00E+00 116 6,25E+03 | 7,78E+02

Anexo 2: Tabla resumen de los muestreos bacterioldgicos del tratamiento adicionado gallinaza

comercial, realizados durante los 120 dias de estudio.

COMERCIAL
TOTALES

E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia |x sd Dia X sd Dia X sd
0 9,00E+03 | 1,41E+02 4,25E+06 | 3,32E+05| |0 8,80E+07 | 8,49E+05
1 5,40E+03 | 1,41E+02 3,46E+06 | 5,09E+05 1 7,08E+07 | 4,95E+05
3 3,05E+03 | 3,54E+02 3,03E+06 | 1,34E+05| |3 7,20E+07 | 2,83E+06
8 1,35E+03 | 3,54E+02 2,71E+06 | 3,54E+04 4,70E+06 | 8,49E+05
11 7,00E+02 | 1,41E+02 11 2,02E+06 | 5,66E+04 11 2,05E+06 | 1,20E+05
22 3,50E+02 | 2,12E+02 22 1,39E+06 | 1,27E+05| |22 1,19E+06 | 1,20E+05
29 5,00E+01 | 7,07E+01 29 9,45E+05 | 4,95E+04 | |29 9,90E+05 | 8,49E+04
36 0,00E+00 | 0,00E+00 | |36 7,95E+05 | 2,12E+04 | |36 9,10E+05 | 5,66E+04
43 0,00E+00 | 0,00E+00 | (43 6,75E+04 | 2,12E+03 | (43 6,15E+05 | 7,07E+03
57 0,00E+00 | 0,00E+00 | |57 3,09E+04 | 9,90E+02 | |57 1,60E+05 | 1,41E+03
71 0,00E+00 | 0,00E+00| |71 2,90E+04 | 5,66E+02| |71 1,48E+05 | 9,90E+03
86 0,00E+00 | 0,00E+00 | |86 2,12E+04 | 7,07E+02 | |86 1,21E+05 | 4,95E+03
101| 0,00E+00 | 0,00E+00 101 1,87E+04 | 1,34E+03 101 9,45E+04 | 4,95E+03
116| 0,00E+00 | 0,00E+00 116 1,30E+04 | 2,40E+03 116 7,75E+04 | 9,19E+03
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COMERCIAL

AC. NALIDIXICO
E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia sd Dia X sd Dia X sd
0 1,50E+02 | 7,07E+01 9,20E+03 | 1,13E+03 7,70E+05 | 1,13E+05
1 0,00E+00 | 0,00E+00 4,95E+03 | 9,19E+02 2,64E+05 | 1,20E+04
3 0,00E+00 | 0,00E+00 1,40E+03 | 2,83E+02 8,65E+04 | 1,91E+04
8 0,00E+00 | 0,00E+00 7,00E+02 | 1,41E+02 5,00E+04 | 1,56E+04
11 0,00E+00 | 0,00E+00 11 1,00E+02 | 1,41E+02 11 3,20E+04 | 7,07E+03
22 0,00E+00 | 0,00E+00 22 0,00E+00 | 0,00E+00 22 2,49E+04 | 9,19E+02
29 0,00E+00 | 0,00E+00 29 0,00E+00 | 0,00E+00 29 1,67E+04 | 8,49E+02
36 0,00E+00 | 0,00E+00 36 0,00E+00 | 0,00E+00 36 1,41E+04 | 7,78E+02
43 0,00E+00 | 0,00E+00 43 0,00E+00 | 0,00E+00 43 1,47E+04 | 3,54E+02
57 0,00E+00 | 0,00E+00 57 0,00E+00 | 0,00E+00 57 1,24E+04 | 1,84E+03
71 0,00E+00 | 0,00E+00 71 0,00E+00 | 0,00E+00 71 1,11E+04 | 7,78E+02
86 0,00E+00 | 0,00E+00 86 0,00E+00 | 0,00E+00 86 9,75E+03 | 1,48E+03
101| 0,00E+00 | 0,00E+00 101 0,00E+00 | 0,00E+00 101 8,75E+03 | 2,12E+02
116 | 0,00E+00 | 0,00E+00 116 0,00E+00 | 0,00E+00 116 7,00E+03 | 2,83E+02

COMERCIAL

SULFAMETOXAZOL
E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia sd Dia X sd Dia X sd
0 0,00E+00 | 0,00E+00 0 1,06E+04 | 3,54E+02 0 5,96E+06 | 6,09E+06
1 0,00E+00 | 0,00E+00 1 6,35E+03 | 7,07E+01 1 2,96E+06 | 7,07E+04
3 0,00E+00 | 0,00E+00 3 3,45E+03 | 2,12E+02 3 1,06E+06 | 9,19E+04
8 0,00E+00 | 0,00E+00 8 1,40E+03 | 2,83E+02 8 9,60E+05 | 2,83E+04
11 0,00E+00 | 0,00E+00 11 7,00E+02 | 1,41E+02 11 8,30E+05 | 4,24E+04
22 0,00E+00 | 0,00E+00 22 3,50E+02 | 2,12E+02 22 7,25E+05 | 7,07E+03
29 0,00E+00 | 0,00E+00 29 5,00E+01 | 7,07E+01 29 9,50E+04 | 7,07E+03
36 0,00E+00 | 0,00E+00 36 0,00E+00 | 0,00E+00 36 9,25E+03 | 3,54E+02
43 0,00E+00 | 0,00E+00 43 0,00E+00 | 0,00E+00 43 7,60E+03 | 5,66E+02
57 0,00E+00 | 0,00E+00 57 0,00E+00 | 0,00E+00 57 5,90E+03 | 1,41E+02
71 0,00E+00 | 0,00E+00 71 0,00E+00 | 0,00E+00 71 4,70E+03 | 7,07E+02
86 0,00E+00 | 0,00E+00 86 0,00E+00 | 0,00E+00 86 3,65E+03 | 3,54E+02
101| 0,00E+00 | 0,00E+00 101 0,00E+00 | 0,00E+00 101 2,40E+03 | 4,24E+02
116 | 0,00E+00 | 0,00E+00 116 0,00E+00 | 0,00E+00 116 1,55E+03 | 3,54E+02
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Anexo 3: Tabla resumen de los muestreos bacteriologicos del tratamiento adicionado gallinaza

de compostaje tradicional, realizados durante los 120 dias de estudio.

FRESCA
TOTALES
E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia sd Dia X sd Dia X sd
0 5,45E+05 | 3,45E+04 0 1,95E+06 | 1,47E+03 0 7,89E+08 | 2,30E+06
1 4,90E+05 | 4,24E+04 1 1,28E+06 | 3,20E+03 1 7,98E+08 | 3,54E+06
3 3,65E+05 | 6,36E+04 3 1,02E+06 | 7,07E+03 3 6,20E+08 | 8,49E+06
8 3,00E+05 | 2,83E+04 8 8,60E+05 | 1,41E+04 8 2,61E+08 | 2,19E+06
11 2,55E+05 | 7,07E+03 11 6,55E+05 | 7,07E+03 11 1,73E+08 | 2,62E+06
22 1,96E+05 | 3,54E+03 22 5,83E+05 | 2,47E+04 22 1,30E+07 | 7,78E+05
29 1,38E+05| 6,36E+03 29 4,48E+05 | 2,83E+03 29 7,90E+06 | 2,55E+06
36 1,00E+05| 2,83E+03 36 3,92E+05 | 9,19E+03 36 2,17E+06 | 2,83E+05
43 9,15E+04 | 3,54E+03 43 3,11E+05 | 3,54E+03 43 1,16E+06 | 1,34E+05
57 7,85E+04 | 2,12E+03 57 2,61E+05 | 2,83E+03 57 1,67E+05 | 8,49E+03
71 6,45E+04 | 7,07E+02 71 1,69E+05 | 5,66E+03 71 1,57E+05 | 2,12E+03
86 5,40E+04 | 2,83E+03 86 1,49E+05 | 5,66E+03 86 1,25E+05 | 5,66E+03
101 | 3,55E+04 | 4,95E+03 101 1,11E+05| 8,49E+03 101 1,03E+05 | 7,78E+03
116 | 2,66E+04 | 1,13E+03 116 8,20E+04 | 3,54E+02 116 8,05E+04 | 3,54E+03
FRESCA
AC. NALIDIXICO
E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia sd Dia X sd Dia X sd
0 2,22E+05 | 9,90E+03 0 2,55E+05 | 7,07E+03 0 6,40E+06 | 2,30E+05
1 2,09E+05 | 2,83E+03 1 2,35E+05 | 1,41E+03 1 4,85E+06 | 1,25E+05
3 1,93E+05| 1,13E+04 3 2,19E+05 | 9,90E+03 3 4,25E+06 | 3,54E+05
8 1,68E+05 | 3,54E+03 8 1,86E+05 | 2,83E+03 8 3,40E+06 | 5,66E+05
11 1,37E+05| 2,19E+04 11 1,53E+05| 2,12E+04 11 2,55E+06 | 5,94E+05
22 9,55E+04 | 2,12E+03 22 1,07E+05| 2,83E+03 22 1,91E+06 | 2,76E+05
29 6,60E+04 | 2,83E+03 29 7,25E+04 | 6,36E+03 29 1,00E+06 | 1,41E+05
36 3,95E+04 | 3,54E+03 36 4,50E+04 | 5,66E+03 36 3,45E+05 | 3,25E+04
43 3,17E+04 | 6,43E+03 43 3,90E+04 | 6,43E+03 43 2,38E+05 | 1,06E+04
57 2,70E+04 | 2,83E+03 57 3,24E+04 | 2,40E+03 57 1,59E+05 | 1,84E+04
71 1,99E+04 | 2,62E+03 71 2,39E+04 | 2,55E+03 71 8,60E+04 | 1,41E+03
86 1,67E+04 | 3,68E+03 86 1,97E+04 | 3,89E+03 86 5,65E+04 | 6,36E+03
101 | 1,11E+04 | 9,90E+02 101 1,31E+04 | 1,34E+03 101 4,95E+04 | 4,95E+03
116| 8,70E+03| 1,27E+03 116 1,01E+04 | 1,56E+03 116 2,75E+04 | 2,83E+02

55




FRESCA
SULFAMETOXAZOL
E. Heterotrofos
coli Coliformes Totales
Dia | x sd Dia X sd Dia sd
0 2,83E+05 | 3,54E+03 3,01E+05 | 2,12E+03| |0 3,78E+08 | 1,25E+06
1 2,63E+05 | 9,90E+03 2,81E+05| 1,06E+04 | |1 3,02E+08 | 2,35E+06
3 2,06E+05 | 2,83E+03 2,17E+05 | 4,24E+03 | |3 2,32E+08 | 3,82E+06
8 1,79E+05 | 8,49E+03 1,85E+05| 9,90E+03 | |8 9,60E+07 | 7,07E+06
11 | 1,56E+05|4,95E+03| |11 1,60E+05 | 3,54E+03 | |11 1,03E+07 | 2,83E+06
22 | 1,05E+05| 1,41E+03| |22 1,08E+05 | 4,95E+03 | |22 5,70E+06 | 9,90E+05
29 9,45E+04 | 7,07E+02 | |29 9,60E+04 | 2,83E+03 | |29 8,85E+05 | 4,95E+04
36 | 6,90E+04|7,07E+03| |36 7,00E+04 | 8,49E+03 | |36 2,32E+05 | 7,07E+02
43 2,33E+04 | 2,90E+03 | |43 2,46E+04 | 3,11E+03 | |43 6,90E+04 | 5,66E+03
57 | 2,08E+04|1,70E+03| |57 2,19E+04 | 1,77E+03| |57 1,75E+04 | 1,48E+03
71 1,92E+04 | 1,41E+03| |71 1,99E+04 | 1,56E+03| |71 1,37E+04 | 2,97E+03
86 1,75E+04| 1,70E+03 | |86 1,79E+04 | 1,56E+03 | |86 1,03E+04 | 9,19E+02
101| 1,58E+04 | 1,56E+03| |101 1,58E+04 | 1,56E+03 | | 101 9,00E+03 | 1,27E+03
116| 1,40E+04| 1,56E+03| |116 1,40E+04 | 1,56E+03 | | 116 7,15E+03 | 4,95E+02
Anexo 4: Tabla resumen del ensayo de persistencia del gen 16S rDNA.
SUSTR
16S
rDNA
o]0 -
d De 3Dz go 0g
) e da 0€E O
Opla Je 0J0 DO
DCR DCR = C = O
Je 0 0
0 | 22,45| 29,91| 26,18 5,28 | 3,47 |2,98E+03 |3,31E+02 | 3,31E+04 | 2,90E+05| 5,46 | 0,00
3 21,33| 24,97 23,15| 2,57 | 4,50 |3,16E+04 |3,51E+03 |3,51E+05 | 1,34E+06| 6,13 | -0,67
11 | 16,85| 29,98 | 23,42| 9,28 | 4,41 |2,57E+04 |2,85E+03 |2,85E+05 | 1,15E+06| 6,06 | -0,60
22 | 23,74 28,73| 26,24| 3,53 | 3,46 |2,85E+03 |3,17E+02 |3,17E+04 | 1,26E+05| 5,10 | 0,36
36 | 23,71| 29,45| 26,58 | 4,06 | 3,34 |2,18E+03|2,42E+02 | 2,42E+04 | 9,57E+04 | 4,98 0,48
57 | 25,98| 29,64 | 27,81| 2,59 | 2,92 |8,36E+02|9,29E+01 | 9,29E+03 | 3,66E+04 | 4,56 0,90
86 | 21,29| 27,24| 24,27 | 4,21 | 4,12 |1,32E+04 |1,47E+03 | 1,47E+05 |5,74E+05| 5,76 | -0,30
111 | 23,10| 28,81 | 25,96 | 4,04 | 3,55 |3,55E+03 |3,94E+02 | 3,94E+04 | 1,56E+05| 5,19 0,27
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COMERC
16S
rDNA

0 21,18|21,34| 21,26| 0,11 | 5,14 |1,38E+05|1,53E+04 | 1,53E+06 | 1,47E+07 | 7,17 0,00
3 21,32|24,59| 22,96 2,31 | 4,57 |3,67E+04 |4,08E+03 | 4,08E+05 | 1,61E+06 | 6,21 0,96
11 |23,19|25,37| 24,28| 1,54 | 4,12 |1,31E+04 |1,45E+03 | 1,45E+05 | 5,74E+05 | 5,76 1,41
22 |21,37|2595| 23,66 | 3,24 | 4,33 |2,12E+04 | 2,36E+03 | 2,36E+05 | 9,28E+05 | 5,97 1,20
36 |30,27|37,19| 33,73| 4,89 | 0,92 |8,29E+00 | 9,22E-01 | 9,22E+01 | 3,69E+02 | 2,57 4,60
57 [28,13|29,93| 29,03| 1,27 | 2,51 |3,23E+02 |3,59E+01 |3,59E+03 | 1,41E+04 | 4,15 3,02
86 |23,05|22,77| 22,91| 0,20 | 4,58 |3,80E+04 |4,23E+03 |4,23E+05 | 1,67E+06 | 6,22 0,94
111 |24,53|27,24| 25,89| 1,92 | 3,57 |3,75E+03|4,16E+02 | 4,16E+04 | 4,08E+05 | 5,61 1,56
C. TRAD
165
rDNA
010 -
d De aEfE J O 00
DIa C d (€ O
Opla Jgc DO DO
», [ D » » < = < .
Jgc 0 J
0 24,00120,45| 22,23| 2,51 | 4,81 |6,49E+04 |7,21E+03 | 7,21E+05 | 3,50E+06 | 6,54 0,00
3 20,9018,74| 19,82 | 1,53 | 5,63 |4,23E+05 |4,70E+04 | 4,70E+06 | 1,81E+07 | 7,26 -0,71
11 25,61|23,76| 24,69| 1,31 | 3,98 |9,54E+03 |1,06E+03 |1,06E+05 | 4,12E+05 | 5,62 0,93
22 26,15|19,56| 22,86 | 4,66 | 4,60 |3,97E+04 |4,41E+03|4,41E+05 |1,74E+06| 6,24 0,30
36 23,30|25,85| 24,58 | 1,80 | 4,02 |1,04E+04 |1,15E+03|1,15E+05 | 4,57E+05 | 5,66 0,88
57 23,36|26,65| 25,01| 2,33 | 3,87 |7,44E+03 |8,26E+02 | 8,26E+04 | 3,21E+05 | 5,51 1,04
86 31,47|21,81| 26,64 6,83 | 3,32 |2,08E+03 |2,31E+02|2,31E+04 | 9,21E+04 | 4,96 1,58
111 | 26,4221,35| 23,89| 3,59 | 4,25 |1,78E+04 |1,98E+03 | 1,98E+05 | 1,72E+06 | 6,24 0,31
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Anexo 5: Tabla resumen del ensayo de persistencia del gen blarem.

SUSTR

BACTERIANO
blarem
OQ
e 0 O OO0
0 e opla
) e a 0[S O
OpIa ofS DO DO
», » », » < € < .
ofS 0 (
0 |(34,77|34,96| 34,87| 0,13 1,62 |4,16E+01 |4,62E+00 | 4,62E+02 | 4,05E+03 | 3,61 0,00
3 |31,31|31,83| 31,57 0,37 2,65 |4,42E+02 |4,91E+01 | 4,91E+03 | 1,88E+04 | 4,27 -0,67
11 |33,32|33,43| 33,38| 0,08 2,08 |1,21E+02 |1,35E+01 | 1,35E+03 | 5,40E+03 | 3,73 -0,12
22 |31,97(28,90| 30,44 2,17 3,00 |9,97E+02 |1,11E+02 |1,11E+04 |4,39E+04 | 4,64 -1,04
36 [31,60|31,79| 31,70| 0,13 2,61 |4,04E+02 |4,49E+01 | 4,49E+03 | 1,77E+04 | 4,25 -0,64
57 |31,77|32,42| 32,10| 0,46 2,48 |3,03e+02 |3,37E+01 | 3,37E+03 | 1,33E+04 | 4,12 -0,51
86 (31,35(31,17| 31,26| 0,13 2,74 |5,52E+02 |6,13E+01 | 6,13E+03 | 2,39E+04 | 4,38 -0,77
111 | 31,14 (32,19 31,67| 0,74 2,62 |4,13E+02 |4,58E+01 | 4,58E+03 | 1,81E+04 | 4,26 -0,65

BACTERIANO

log fim (L GCen GC/g o
"ot copias genfubo mpo  Muesta mide
gen gqPCR qPCR
0 [33,01|33,20| 33,11| 0,13 | 2,17 |1,47E+02|1,63E+01 |1,63E+03 |1,57E+04| 4,20 | 0,00
3 |33,25(31,59| 32,42| 1,17 | 2,38 |2,40E+02|2,67E+01 |2,67E+03 |1,05E+04 | 4,02 | 0,17
11 |31,76|31,96| 31,86| 0,14 | 2,55 |3,59E+02 |3,99E+01 | 3,99E+03 | 1,58E+04 | 4,20 | 0,00
22 (32,92|32,55| 32,74| 0,26 | 2,28 |1,92E+02 |2,13E+01|2,13E+03 | 8,38E+03| 3,92 | 0,27
36 |31,62(31,58| 31,60| 0,03 | 2,64 |4,32E+02 |4,80E+01 |4,80E+03 |1,92E+04 | 4,28 | -0,09
57 |30,73(30,67| 30,70| 0,04 | 2,92 |8,24E+02|9,16E+01 |9,16E+03 |3,61E+04 | 4,56 | -0,36
86 |30,20|30,67| 30,44| 0,33 | 3,00 |9,97E+02|1,11E+02 |1,11E+04 |4,38E+04 | 4,64 | -0,45
111 |31,02|29,54| 30,28 | 1,05 3,05 |1,11E+03|1,24E+02 |1,24E+04 |1,21E+05| 5,08 | -0,89

58




C.TRA

BACTERIANO

log

num

num

: n lo
e g gots M muesta mide col
gen qPCR 4PCR inicial  muestra | o ml
0 |26,20|25,59| 25,90| 0,43 | 4,41 | 2,58E+04 |2,87E+03 | 2,87E+05 | 1,39E+06 | 6,14 0,00
3 [27,49|26,49| 26,99| 0,71 | 4,07 | 1,18E+04 |1,31E+03 | 1,31E+05 | 5,06E+05 | 5,70 0,44
11 |28,94|27,04| 27,99| 1,34 | 3,76 | 5,75E+03 | 6,39E+02 | 6,39E+04 | 2,49E+05 | 5,40 0,75
22 |26,78|26,43| 26,61| 0,25 | 4,19 | 1,55E+04 |1,73E+03 | 1,73E+05 | 6,79E+05 | 5,83 0,31
36 (27,44(27,11| 27,28| 0,23 | 3,98 | 9,61E+03 | 1,07E+03 | 1,07E+05 | 4,22E+05 | 5,63 0,52
57 |27,75|27,63| 27,69| 0,08 | 3,85 | 7,13E+03 |7,93E+02 | 7,93E+04 | 3,08E+05 | 5,49 0,66
86 |27,74|27,61| 27,68| 0,09 | 3,86 | 7,21E+03 |8,01E+02 | 8,01E+04 | 3,19E+05 | 5,50 0,64
111 |28,10|28,26 | 28,18| 0,11 | 3,70 | 5,02E+03 | 5,58E+02 | 5,58E+04 | 4,85E+05 | 5,69 0,46
Anexo 6: Tabla resumen del ensayo de persistencia del gen sull.
SUS BACTERIANO
sull
O( A
opla ge DO po qPCR A _ -
ge gPCR
0 |31,20(30,77| 30,99| 0,30 | 2,96 |9,11E+02| 1,01E+02 |1,01E+04 |8,88E+04 | 4,95 0,00
3 |27,98|28,42| 28,20| 0,31 | 3,85 |7,10E+03| 7,89E+02 |7,89E+04 |3,02E+05| 5,48 | -0,53
11 {29,39(29,55| 29,47 | 0,11 | 3,44 |2,78E+03| 3,09E+02 |3,09E+04 |1,24E+05| 5,09 | -0,15
22 |26,42|26,63| 26,53 | 0,15 | 4,39 |2,44E+04 | 2,72E+03 |2,72E+05 |1,08E+06| 6,03 | -1,08
36 |26,95|25,90| 26,43| 0,74 | 4,42 |2,63E+04 | 2,92E+03 |2,92E+05|1,16E+06| 6,06 | -1,11
57 |126,39|26,97 | 26,68| 0,41 | 4,34 |2,18E+04 | 2,42E+03 |2,42E+05|9,53E+05| 5,98 | -1,03
86 |26,23|26,15| 26,19| 0,06 | 4,50 |3,13E+04 |3476,16586 |3,48E+05 | 1,36E+06| 6,13 | -1,18
111|27,09|33,71| 30,40| 4,68 | 3,15 |1,40E+03 |155,825127 |1,56E+04 | 6,16E+04 | 4,79 0,16
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coM BACTERIANO

num num

[o]s]

. 0] lo
qum. | copies | M usia mide oo
en PCR PCR inicial muestra ml
0 |24,81(23,85| 24,33| 0,68 | 5,09 |1,23E+05|1,37E+04 | 1,37E+06 |1,32E+07 | 7,12 0,00
3 |26,75|25,12| 25,94| 1,15 | 4,58 |3,78E+04 |4,20E+03 | 4,20E+05 | 1,65E+06| 6,22 0,90
11 |25,20|24,66| 24,93 | 0,38 | 4,90 |7,92E+04 |8,80E+03 | 8,80E+05 | 3,48E+06 | 6,54 0,58
22 |25,98|25,69| 25,84| 0,21 | 4,61 |4,06E+04 |4,52E+03| 4,52E+05 |1,78E+06| 6,25 0,87
36 |25,31|26,28| 25,80| 0,69 | 4,62 |4,19E+04 |4,65E+03 | 4,65E+05 | 1,86E+06| 6,27 0,85
57 |25,36|26,56| 25,96 | 0,85 | 4,57 |3,71E+04 |4,12E+03 | 4,12E+05 | 1,62E+06| 6,21 0,91
86 24,98 |24,63| 24,81| 0,25 | 4,94 |8,69E+04 |9,65E+03 | 9,65E+05 | 3,82E+06| 6,58 0,54
111 25,22 25,47 | 25,35| 0,18 | 4,77 |5,83E+04 |6,48E+03 | 6,48E+05 | 6,36E+06| 6,80 0,32
C.TRA BACTERIANO

. log num num GCen GClgo

o ca ez g e conee OCU muestra mide
gen qPCR PCR

0 |15,84|16,15| 16,00|0,22| 7,76 |5,77E+07 | 6,41E+06 | 6,41E+08 | 3,11E+09 | 9,49 0,00
3 (/20,30|19,32| 19,81(0,69| 6,54 |3,46E+06 |3,84E+05 |3,84E+07 | 1,48E+08 | 8,17 1,32
11 |19,50|19,06| 19,28|0,31| 6,71 |5,11E+06 |5,68E+05 | 5,68E+07 | 2,21E+08 | 8,34 1,15
22 (19,11|18,95| 19,03|0,11| 6,79 |6,15E+06 |6,83E+05 | 6,83E+07 | 2,69E+08 | 8,43 1,06
36 |19,03|19,23| 19,13|0,14| 6,76 |5,71E+06 | 6,34E+05 | 6,34E+07 | 2,51E+08 | 8,40 1,09
57 (18,95|19,70| 19,33|0,53| 6,69 |4,95E+06 |5,49E+05 | 5,49E+07 | 2,14E+08 | 8,33 1,16
86 [19,61|19,64| 19,63|0,02| 6,60 |3,96E+06 |4,40E+05 |4,40E+07 | 1,75E+08 | 8,24 1,25
111|19,98|20,11| 20,05|0,09| 6,46 |2,91E+06 |3,23E+05 |3,23E+07 | 2,81E+08 | 8,45 1,04
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Anexo 7: Tabla resumen del ensayo de persistencia del gen tetW.

SUST

BACTERIANO

[o]o]

num

num

. n I

qum, oone | S muesiia mide  col

gen qPCR 4qPCR inicial | muestra | o ml
0 |3555(33,47| 34,51| 1,47 | 2,00 |1,01E+02 |1,12E+01 |1,12E+03|9,84E+03 | 3,99 0,00
3 |33,58/33,30| 33,44| 0,20 | 2,32 |2,09E+02 |2,32E+01 |2,32E+03 | 8,89E+03 | 3,95 0,04
11 |34,48|34,52| 34,50| 0,03 | 2,01 |1,02E+02 |1,13E+01|1,13E+03 |4,53E+03 | 3,66 0,34
22 (33,54|32,99| 33,27| 0,39 | 2,37 |2,35E+02 |2,61E+01|2,61E+03 | 1,04E+04 | 4,02 -0,02
36 (34,23|34,37| 34,30| 0,10 | 2,07 |1,16E+02 |1,29E+01|1,29E+03 |5,11E+03| 3,71 0,28
57 (34,65|35,27| 3496| 0,44 | 1,87 |7,44E+01 |8,26E+00 | 8,26E+02 | 3,25E+03 | 3,51 0,48
86 [35,03(34,58| 34,81| 0,32 | 1,92 |8,26E+01 |9,18E+00 |9,18E+02 |3,59E+03 | 3,55 0,44
111|34,48|38,51| 36,50| 2,85 | 1,42 |2,62E+01 |2,91E+00|2,91E+02 |1,15E+03 | 3,06 0,93
com
tetW BACTERIANO

0J e oo OO0

D13 . S Opla e a 0[S O

OpIla ofS DO DO 5 - a 0

ge gqPCR gPCR
0 |26,50(24,49| 25,50| 1,42 | 4,66 |4,60E+04 |5,11E+03 |5,11E+05|4,91E+06 | 6,69 0,00
3 |30,64/30,15| 30,40| 0,35 | 3,22 |1,65E+03 |1,83E+02 |1,83E+04 |7,22E+04 | 4,86 1,83
11 |30,22|29,68| 29,95| 0,38 | 3,35 |2,23E+03 |2,48E+02 | 2,48E+04 | 9,80E+04 | 4,99 1,70
22 |31,23|30,89| 31,06| 0,24 | 3,02 |1,05E+03 |1,17E+02|1,17E+04 | 4,60E+04 | 4,66 2,03
36 (28,70|29,61| 29,16| 0,64 | 3,58 |3,83E+03 |4,26E+02|4,26E+04 | 1,70E+05 | 5,23 1,46
57 (31,27|31,57| 31,42| 0,21 | 2,92 |8,23E+02 |9,14E+01 |9,14E+03 | 3,60E+04 | 4,56 2,14
86 [32,42|32,43| 32,43| 0,01 | 2,62 |4,16E+02 |4,62E+01 |4,62E+03 | 1,83E+04 | 4,26 2,43
111|29,70|31,40| 30,55| 1,20 | 3,17 |1,49E+03 |1,65E+02 | 1,65E+04 |1,62E+05| 5,21 1,48
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C.TRA

tetW

BACTERIANO

opia ge o]0 oo . astra | o

ge gPCR gPCR
0 |21,65|22,37| 22,01| 0,51 | 5,69 |4,90E+05 |5,45E+04 |5,45E+06 | 2,64E+07 | 7,42 0,00
3 |25,72|24,85| 25,29| 0,62 | 4,72 |5,30E+04 |5,89E+03 | 5,89E+05 | 2,27E+06 | 6,36 1,07
11 |24,85|23,97| 24,41| 0,62 | 4,98 |9,60E+04 |1,07E+04 | 1,07E+06 |4,15E+06 | 6,62 0,80
22 |25,77|26,26| 26,02| 0,35 | 4,51 |3,23E+04 |3,59E+03 | 3,59E+05 | 1,41E+06 | 6,15 1,27
36 |26,84|26,83| 26,84| 0,01 | 4,27 |1,85E+04 |2,06E+03 |2,06E+05 | 8,13E+05 | 5,91 1,51
57 |26,60|26,93| 26,77| 0,23 | 4,29 |1,94E+04 |2,16E+03 |2,16E+05 | 8,39E+05 | 5,92 1,50
86 |26,87|27,39| 27,13| 0,37 | 4,18 |1,51E+04 |1,68E+03 | 1,68E+05 |6,71E+05 | 5,83 1,60
111|27,42|28,61| 28,02| 0,84 | 3,92 |8,31E+03 |9,23E+02 |9,23E+04 | 8,02E+05 | 5,90 1,52

Anexo 8: Tabla resumen del ensayo de persistencia del gen tetW.

SUST

0 |36,64|36,98| 36,81| 0,24 1,26 | 1,81E+01 | 2,58E+00 | 2,58E+02 | 2,26E+03 | 3,35
3 |34,57|34,31| 34,44| 0,18 1,98 | 9,45E+01 | 1,35E+01 | 1,35E+03 | 5,17E+03 | 3,71
11 |33,58|35,50| 34,54| 1,36 1,94 | 8,81E+01 | 1,26E+01 | 1,26E+03 | 5,05E+03 | 3,70
22 [34,88(30,36| 32,62| 3,20 2,53 | 3,36E+02 | 4,81E+01 | 4,81E+03 | 1,91E+04 | 4,28
36 |33,10(32,96| 33,03| 0,10 2,40| 2,53E+02 | 3,61E+01 | 3,61E+03 | 1,43E+04 | 4,15
57 |33,44|33,39| 33,42| 0,04 2,29 | 1,93E+02 | 2,76E+01 | 2,76E+03 | 1,09E+04 | 4,04
86 |33,21(32,98| 33,10| 0,16 2,38 | 2,41E+02 | 3,45E+01 | 3,45E+03 | 1,35E+04 | 4,13
111 |33,20|34,00| 33,60| 0,57 2,23|1,70E+02 | 2,43E+01 | 2,43E+03 | 9,59E+03 | 3,98
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com

0 |[3599(36,31| 36,15| 0,23 1,46 | 2,86E+01 | 4,09E+00 | 4,09E+02 | 3,93E+03 | 3,59
3 |36,43|34,87| 35,65| 1,10 1,61| 4,06E+01 | 5,80E+00 | 5,80E+02 | 2,28E+03 | 3,36
11 |35,80|35,85| 35,83 | 0,04 1,56 | 3,59E+01 | 5,13E+00 | 5,13E+02 | 2,03E+03 | 3,31
22 |35,14|34,79| 34,97 | 0,25 1,82 | 6,55E+01 | 9,35E+00 | 9,35E+02 | 3,68E+03 | 3,57
36 (32,90/33,05| 32,98| 0,11 2,42 | 2,63E+02 | 3,75E+01 | 3,75E+03 | 1,50E+04 | 4,18
57 (33,32|32,97| 33,15| 0,25 2,37 | 2,33E+02 | 3,33E+01 | 3,33E+03 | 1,31E+04 | 4,12
86 |32,36/32,48| 32,42| 0,08 2,59 | 3,87E+02| 5,53E+01 | 5,53E+03 | 2,18E+04 | 4,34
111 |32,62|30,95| 31,79 | 1,18 2,78 | 6,03E+02 | 8,61E+01 | 8,61E+03 | 8,44E+04 | 4,93
C.TRA

0 |(33,45/34,95]| 34,20| 1,06 2,05|1,12E+02 | 1,60E+01 | 1,60E+03 | 7,74E+03 | 3,89
3 |24,30|25,69| 25,00| 0,98 4,84 | 6,89E+04 | 9,84E+03 | 9,84E+05 | 3,80E+06 | 6,58
11 |27,28|25,79| 26,54 | 1,05 4,37 | 2,35E+04 | 3,36E+03 | 3,36E+05 | 1,31E+06 | 6,12
22 |30,95(30,08| 30,52| 0,62 3,16 | 1,46E+03 | 2,09E+02 | 2,09E+04 | 8,22E+04 | 4,91
36 |31,72|31,52| 31,62| 0,14 2,83 | 6,76E+02 | 9,66E+01 | 9,66E+03 | 3,82E+04 | 4,58
57 |31,34|31,40| 31,37 | 0,04 2,91| 8,05E+02 | 1,15E+02 | 1,15E+04 | 4,47E+04 | 4,65
86 |31,33/31,56| 31,45| 0,16 2,88 | 7,64E+02 | 1,09E+02 | 1,09E+04 | 4,35E+04 | 4,64
111 |31,40|32,13| 31,77 | 0,52 2,79 6,11E+02 | 8,73E+01 | 8,73E+03 | 7,59E+04 | 4,88
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Anexo 8: Preparacion de cajoneras con abonos en estudio.

64



Anexo 9: Conteo de E. coli y coliformes del dia 43.
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Anexo 10: Andlisis estadistico de bacterias

ANOVA

Statistix 10.0
13:35:52

Split-plot AOV Table for Ecolitota

Source DF
Rep 2
Tratam 2
Error Rep*Tratam 4
Tiempo 1
Tratam*Tiempo 2
Error Rep*Tratam*Tiempo 6
Total 17
Grand Mean 2.8706
CV (Rep*Tratam) 1.19
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 1.23

Ss
0.0007
44.4682
0.0047
35.0843
5.4544
0.0075
85.0197

Split-plot AOV Table for EcoliRAN

Source DF
Rep 2
Tratam 2
Error Rep*Tratam 4
Tiempo 1
Tratam*Tiempo 2
Error Rep*Tratam*Tiempo 6
Total 17
Grand Mean 2.3717
CV (Rep*Tratam) 4.86
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 4.13

Ss
0.0016
46.6706
0.0531
20.2036
1.4252
0.0574
68.4116

Split-plot AOV Table for EcoliRS

Source DF
Rep 2
Tratam 2
Error Rep*Tratam 4
Tiempo 1
Tratam*Tiempo 2
Error Rep*Tratam*Tiempo 6
Total 17
Grand Mean 1.5994
CV (Rep*Tratam) 0.90
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 0.90

SS
.0004
.0960
.0008
.8493
.6987
.0012
.6465

S O OO N O

Split-plot AOV Table for ColifTota

Source DF
Rep 2
Tratam 2
Error Rep*Tratam 4
Tiempo 1
Tratam*Tiempo 2

Ss
0.0201
60.2493
0.0051
25.2998
2.5777
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O O O O o O

MS

.0003
L2341
.0012
.0843
L7272
.0012

MS

.0008
.3353
.0133
.2036
L7126
.0096

MS

.0002
.0480
.0002
.8493
.8493
.0002

MS

.0100
L1247
.0013
.2998
.2888

F

19103.29

28192.72
2191.50

F

1756.74

2110.65
74.45

F

224017.32

4131.92
4131.92

F

23678.78

7919.92
403.46

22/01/2020;

0.0000

0.0000
0.0000

0.0000

0.0000
0.0001

0.0000

0.0000
0.0000

0.0000

0.0000
0.0000



Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0
Total 17 88
Grand Mean 4.1922
CV (Rep*Tratam) 0.85
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 1.35

Split-plot AOV Table for ColifRAN

Source DF
Rep 2 0
Tratam 2 29
Error Rep*Tratam 4 0
Tiempo 1 43
Tratam*Tiempo 2 6
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0
Total 17 79
Grand Mean 2.8944
CV (Rep*Tratam) 0.60
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 0.96

Split-plot AOV Table for ColifRS

Source DF
Rep 2 0
Tratam 2 32
Error Rep*Tratam 4 0
Tiempo 1 42
Tratam*Tiempo 2 6
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0
Total 17 81
Grand Mean 2.9178
CV (Rep*Tratam) 0.60
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 0.66

.0192
L1711

Ss
.0024
.4499
.0012
.8672
.6232
.0046
.9486

Ss
.0010
.3574
.0012
L4428
.8139
.0022
.6185

Split-plot AOV Table for HetTotale

Source DF

Rep 2 0
Tratam 2 28
Error Rep*Tratam 4 0
Tiempo 1 42
Tratam*Tiempo 2 2
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0
Total 17 74
Grand Mean 5.7756

CV (Rep*Tratam) 0.40

CV (Rep*Tratam*Tiempo) 0.52
Split-plot AOV Table for HetRAN
Source DF

Rep 2 0
Tratam 2 4
Error Rep*Tratam 4 0
Tiempo 1 19
Tratam*Tiempo 2 0
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0

SS
.0008
.7652
.0021
.9356
.3520
.0053
.0610

SS
.0030
.5065
.0022
.2614
L2427
.0045
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0.

O O W o NO

0032

MS

.0012
L7250
.0003
.8672
.3116
.0008

MS

.0005
.1787
.0003
.4428
.4070
.0004

MS

.0004
.3826
.0005
.9356
.1760
.0009

MS

.0015
.2533
.0006
.2614
L1214
.0008

F

48190.76

56806.47
4288.43

F

52948.44

114025.31
9153.01

F

27541.16

48302.50
1323.01

F

4035.70

25492.97
160.62

0.0000

0.0000
0.0000

0.0000

0.0000
0.0000

0.0000

0.0000
0.0000

0.0000

0.0000
0.0000



Total 17 24.0204

Grand Mean 4.9667
CV (Rep*Tratam) 0.48
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 0.55

Split-plot AOV Table for HetRS

Source DF SS MS F P
Rep 2 0.0006 0.0003

Tratam 2 10.3147 5.1574 1485.32 0.0000
Error Rep*Tratam 4 0.0139 0.0035

Tiempo 1 45.1567 45.1567 39457.29 0.0000
Tratam*Tiempo 2 9.6939 4.8470 4235.20 0.0000
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0.0069 0.0011

Total 17 65.1866

Grand Mean 5.1961

CV (Rep*Tratam) 1.13

CV (Rep*Tratam*Tiempo) 0.65

Prueba de Medias

Statistix 10.0 22/01/2020;
13:36:54

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Ecolitota for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 L7367 A

.4233 B

.9533 C

.1100 D

.0000 E

.0000 E

NP DN W
R = O ORr O
O O W Ww s>,

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0288
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.1625
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0283
Critical Q Value 9.178 Critical Value for Comparison 0.1839
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Ecolitota for Tiempo
Tiempo Mean Homogeneous Groups

0 4.2667 A

1 1.4744 B
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0166
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0614
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Ecolitota for Tratam
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Tratam Mean Homogeneous Groups
3 5.0800 A
2 1.9767 B
1 1.5550 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0197
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.1129
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of EcoliRAN for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
.3467 A

.9367 B

.7867 C

.1600 D

.0000 E

.0000 E

N NP WWw
PP OORF O
O O NN WL

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0799
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.4508
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0873
Critical Q Value 9.420 Critical Value for Comparison 0.5814
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of EcoliRAN for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 3.4311 A
1 1.3122 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0461
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.1704
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of EcoliRAN for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 4.6417 A
1 1.3933 B
2 1.0800 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0665
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.3816
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of EcoliRS for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 0 5.4500 A
3 1 4.1467 B
1 0 0.0000 C
1 1 0.0000 C
2 0 0.0000 C
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2 1 0.0000 c

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0117
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.0661
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0117
Critical Q Value 9.219 Critical Value for Comparison 0.0763
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of EcoliRS for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 1.8167 A
1 1.3822 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 6.759E-03
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0250
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of EcoliRS for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 4.7983 A
1 0.0000 B
2 0.0000 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 8.278E-03
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.0475
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifTota for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
.6267 A

.2900 B

.9100 C

.1100 D

.2167 E

.0000 F

R RN WwWwN
PO P OO
O W oYy O

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0461
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.2604
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0386
Critical Q Value 8.686 Critical Value for Comparison 0.2370
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

All 6 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifTota for Tiempo
Tiempo Mean Homogeneous Groups

0 5.3778 A
1 3.0067 B
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Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0266
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0984
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifTota for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 5.6000 A
2 5.3683 B
1 1.6083 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0206
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.1181

All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRAN for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 0 5.4067 A
1 0 4.0000 B
3 1 4.0000 B
2 0 3.9600 B
1 1 0.0000 C
2 1 0.0000 C

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0227
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.1280
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0190
Critical Q Value 8.683 Critical Value for Comparison 0.1164
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRAN for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 4.4556 A
1 1.3333 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0131
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0484
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRAN for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 4.7033 A
1 2.0000 B
2 1.9800 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0101
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.0579
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRS for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
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Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0158
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.0889
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0150
Critical Q Value 9.097 Critical Value for Comparison 0.0967
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRS for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 4.4533 A
1 1.3822 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 9.095E-03
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0336
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRS for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 4.8133 A
2 2.0100 B
1 1.9300 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0101
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.0579
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetTotale for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 .8967 A

.9433 B

.1200 C

.9067 D

.8867 D

.9000 E

RN W N
R PR Oooo
N S 01 J 0

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0243
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.1374
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0217
Critical Q Value 8.897 Critical Value for Comparison 0.1364
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetTotale for Tiempo
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Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 7.3200 A
1 4.2311 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0141
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0519
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetTotale for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 6.9017 A
2 6.4150 B
1 4.0100 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0132
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.0757
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetRAN for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 .8067 A

.8867 B

.3100 C

.4400 D

.8467 E

.5100 F

PN wWwE DN
PR REPOOO
w W P 01 oo

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0224
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.1267
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0209
Critical Q Value 9.033 Critical Value for Comparison 0.1337
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

All 6 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetRAN for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 6.0011 A
1 3.9322 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0130
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0479
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetRAN for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 5.6233 A
2 4.8667 B
1 4.4100 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0136

Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.0782
All 3 means are significantly different from one another.
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetRS for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 .5700 A

L7767 B

.9933 C

.8533 D

.7967 D

.1867 E

NP W DN
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w W W > o

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0276
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.1559
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0392
Critical Q Value 9.843 Critical Value for Comparison 0.2730
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetRS for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 6.7800 A
1 3.6122 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0159
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.0589
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HetRS for Tratam
Tratam Mean Homogeneous Groups

3 6.2117 A

2 4.9817 B

1 4.3950 c
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0340

Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.1951
All 3 means are significantly different from one another.

Descriptivos

Statistix 10.0 22/01/2020;
13:37:48

Breakdown for Ecolitota

Tiempo
Tratam 0 1 Total
1 Mean 3.1100 0.0000 1.5550
SD 0.0700 0.0000 1.7040
2 Mean 3.9533 0.0000 1.9767
SD 5.774E-03 0.0000 2.1653
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3 Mean 5.7367 4.4233

SD 0.0351 0.0153
Total Mean 4.2667 1.4744
SD 1.1621 2.2117
Cases Included 18 Missing Cases 0

Breakdown for EcoliRAN

Tiempo
Tratam 0 1
1 Mean 2.7867 0.0000
SD 0.1762 0.0000
2 Mean 2.1600 0.0000
SD 0.1510 0.0000
3 Mean 5.3467 3.9367
SD 0.0153 0.0451
Total Mean 3.4311 1.3122
SD 1.4667 1.9685
Cases Included 18 Missing Cases 0
Breakdown for EcoliRS
Tiempo
Tratam 0 1
1 Mean 0.0000 0.0000
SD 0.0000 0.0000
2 Mean 0.0000 0.0000
SD 0.0000 0.0000
3 Mean 5.4500 4.1467
SD 0.0000 0.0351
Total Mean 1.8167 1.3822
SD 2.7250 2.0734
Cases Included 18 Missing Cases 0
Breakdown for ColifTota
Tiempo
Tratam 0 1
1 Mean 3.2167 0.0000
SD 0.1305 0.0000
2 Mean 6.6267 4.1100
SD 0.0252 0.0600
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5.0800
0.7197

2.8706
2.2363

Total

1.3933
1.5304

1.0800
1.1869

4.6417
0.7729

2.3717
2.0060

Total

0.0000
0.0000

0.0000
0.0000

4.7983
0.7142

=

.5994
2.3595

Total

1.6083
1.7638

5.3683
1.3790



3 Mean 6.2900 4.9100
SD 0.0300 0.0000
Total Mean 5.3778 3.0067
SD 1.6288 2.2816
Cases Included 18 Missing Cases 0
Breakdown for ColifRAN
Tiempo
Tratam 0 1
1 Mean 4.0000 0.0000
SD 0.0000 0.0000
2 Mean 3.9600 0.0000
SD 0.0400 0.0000
3 Mean 5.4067 4.0000
SD 5.774E-03 0.0500
Total Mean 4.4556 1.3333
SD 0.7138 2.0002
Cases Included 18 Missing Cases 0
Breakdown for ColifRS
Tiempo
Tratam 0 1
1 Mean 3.8600 0.0000
SD 0.0300 0.0000
2 Mean 4.0200 0.0000
SD 0.0100 0.0000
3 Mean 5.4800 4.1467
SD 0.0000 0.0351
Total Mean 4.4533 1.3822
SD 0.7733 2.0734
Cases Included 18 Missing Cases 0
Breakdown for HetTotale
Tiempo
Tratam 0 1
1 Mean 5.1200 2.9000
SD 1.000E-02 0.0500
2 Mean 7.9433 4.8867
SD 5.774E-03 0.0351
3 Mean 8.8967 4.9067
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5.6000
0.7561

=

.1922
2.2774

Total

N

.0000
2.1909

1.9800
2.1691

4.7033
0.7711

2.8944
2.1686

Total

1.9300
2.1143

2.0100
2.2019

4.8133
0.7306

2.9178
2.1911

Total

4.0100
1.2164

6.4150
1.6744

6.9017



SD 5.774E-03 0.0153
Total Mean 7.3200 4.2311
SD 1.7009 0.9989
Cases Included 18 Missing Cases 0

Breakdown for HetRAN

Tiempo

Tratam 0 1

1 Mean 5.3100 3.5100

SD 0.0100 0.0500

2 Mean 5.8867 3.8467

SD 0.0451 0.0153

3 Mean 6.8067 4.4400

SD 5.774E-03 0.0000

Total Mean 6.0011 3.9322

SD 0.6541 0.4086

Cases Included 18 Missing Cases 0
Breakdown for HetRS

Tiempo

Tratam 0 1

1 Mean 4.9933 3.7967

SD 5.774E-03 0.0351

2 Mean 6.7767 3.1867

SD 5.774E-03 0.0751

3 Mean 8.5700 3.8533

SD 0.0557 0.0252

Total Mean 6.7800 3.6122

SD 1.5490 0.3230

Cases Included 18 Missing Cases 0
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2.1854

5.7756
2.0872

Total

4.4100
0.9864

4.8667
1.1178

5.6233
1.2963

4.9667
1.1887

Total

4.3950
0.6558

4.9817
1.9669

6.2117
2.5837

5.1961
1.9582



Anexo 11: Andlisis estadistico de genes

1. blaTEM
ANOVA

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:19:15
Split-plot AOV Table for Gen
Source DF SS MS F P
Rep 2 0.024 0.0121
Tratam 2 120.842 60.4210 11732.22 0.0000
Error Rep*Tratam 4 0.021 0.0051
Tiempo 1 0.019 0.0193 1.41 0.2792
Tratam*Tiempo 2 0.395 0.1974 14.44 0.0051
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0.082 0.0137
Total 17 121.383
Grand Mean 3.6217
CV (Rep*Tratam) 1.98
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 3.23
Statistix 10.0 22/01/2020;
12:16:52
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tratam*Tiempo
Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 0 6.1433 A
3 1 5.6867 A
2 1 5.0800 B
2 0 4.8200 B
1 0 0.0000 C
1 1 0.0000 C
Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0955
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 0.5388
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF
Comparisons of means for different levels of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0792
Critical Q Value 8.658 Critical Value for Comparison 0.4850
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tiempo
Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 3.6544 A
1 3.5889 A
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0551
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Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.2037
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 5.9150 A
2 4.9500 B
1 0.0000 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0414

Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.2376
All 3 means are significantly different from one another.

DESCRIPTIVOS

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:20:35

Breakdown for Gen

Tiempo
Tratam 0 1 Total
1 Mean 0.0000 0.0000 0.0000
SD 0.0000 0.0000 0.0000
2 Mean 4.8200 5.0800 4.9500
SD 0.0300 0.2300 0.2045
3 Mean 6.1433 5.6867 5.9150
SD 0.0950 0.0252 0.2577
Total Mean 3.6544 3.5889 3.6217
SD 2.8005 2.7069 2.6721
Cases Included 18 Missing Cases 0
2. Sull
Statistix 10.0 22/01/2020;

12:23:34

Split-plot AOV Table for Gen

Source DF SS MS F P
Rep 2 0.2914 0.1457

Tratam 2 37.8928 18.9464 112.07 0.0003
Error Rep*Tratam 4 0.6762 0.1691

Tiempo 1 3.4672 3.4672 15.43 0.0077
Tratam*Tiempo 2 0.7408 0.3704 1.65 0.2688
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 1.3480 0.2247

Total 17 44,4166
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Grand Mean 7.1189
CV (Rep*Tratam) 5.78
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 6.66

PRUEBA DE MEDIAS

Statistix 10.0
12:24:23

22/01/2020;

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tratam*Tiempo

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 0 9.4900 A
3 1 8.4500 AB
2 0 7.1200 BC
2 1 6.8000 BCD
1 0 6.0633 CD
1 1 4.7900 D

Comparisons of means for the same level of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison

Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF
Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 9.044 Critical Value for Comparison

Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 7.5578 A
1 6.6800 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
3 8.9700 A
2 6.9600 B
1 5.4267 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.

DESCRIPTIVOS

Statistix 10.0
12:25:08
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0.3870
2.1841

0.3623
2.3168

0.2234
0.8256

0.2374
1.3612

22/01/2020;



Breakdown for Gen

Tiempo
Tratam 0 1
1 Mean 6.0633 .7900
SD 0.0850 .0600
2 Mean 7.1200 .8000
SD 0.1500 .0400
3 Mean 9.4900 .4500
SD 0.0500 .0200
Total Mean 7.5578 .6800
SD 1.5223 .6737
Cases Included 18 Missing Cases 0
3. tetW
Statistix 10.0
12:25:42
Split-plot AOV Table for Gen
Source DF SS
Rep 2 0.018
Tratam 2 160.623
Error Rep*Tratam 4 0.063
Tiempo 1 4.500
Tratam*Tiempo 2 2.251
Error Rep*Tratam*Tiempo 6 0.307
Total 17 167.762
Grand Mean 4.2044
CV (Rep*Tratam) 2.99
CV (Rep*Tratam*Tiempo) 5.38

PRUEBA DE MEDIAS

Statistix 10.0
12:26:00

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for

Tratam Tiempo Mean Homogeneous Groups
3 0 7.4233 A
2 0 6.6900 AB
3 1 5.9033 BC
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Total

L4267
.9689

.9600
.2009

.9700
.5706

.1189
.6164

O b O O O

MS
.0088
.3114
.0158
.5000
.1256
.0512

22/01/2020;

F P
5075.86 0.0000

87.83 0.0001
21.97 0.0017

22/01/2020;

Tratam*Tiempo



2 1 5.2100 C
0 0.0000 D
1 1 0.0000 D

[y

Comparisons of means for the same level of Tratam
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.1848
Critical Q Value 7.981 Critical Value for Comparison 1.0430
Error term used: Rep*Tratam*Tiempo, 6 DF

Comparisons of means for different levels of Tratam

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.1495
Critical Q Value 8.565 Critical Value for Comparison 0.9055
Error terms used: Rep*Tratam and Rep*Tratam*Tiempo

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tiempo

Tiempo Mean Homogeneous Groups
0 4.7044 A
1 3.7044 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.1067
Critical Q Value 5.225 Critical Value for Comparison 0.3942
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Gen for Tratam
Tratam Mean Homogeneous Groups
3 6.6633 A
2 5.9500 B
1 0.0000 C
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0726

Critical Q Value 8.109 Critical Value for Comparison 0.4164
All 3 means are significantly different from one another.

DESCRIPTIVOS

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:26:53

Breakdown for Gen

Tiempo

Tratam 0 1 Total
1 Mean 0.0000 0.0000 0.0000

SD 0.0000 0.0000 0.0000

2 Mean 6.6900 5.2100 5.9500

SD 0.3000 0.2500 0.8474

3 Mean 7.4233 5.9033 6.6633

SD 0.1050 0.1750 0.8425

Total Mean 4.7044 3.7044 4.2044
SD 3.5462 2.7987 3.1414
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