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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.) es el grano de mayor consumo después del trigo, tiene importancia a
nivel mundial porque constituye un alimento basico en la dieta de la poblacion. Las bacterias
Burkholderia glumae, B. gladiolii y B. plantarii son importantes en el cultivo de arroz, por
provocar manchado y tizon del grano. El objetivo de esta investigacion fue generar informacion
sobre identificacion fenotipica de mecanismo de resistencia de B. gladiolii, B. plantarii y
sensibilidad in vitro a bactericidas de uso agricola. Los aislados bacterianos de B. gladiolii y B.
plantarii fueron proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia Vegetal de la Universidad
Nacional Agraria. La identificacién de mecanismo de resistencia y sensibilidad a bactericidas
de uso agricola se realizo por el método de Bauer —Kirby (difusion en agar), se midio el tamafio
de los halos de inhibicion, se observé el tamafio y forma de los halos de inhibicion producidos
por la sinergia entre los discos de antibidticos. Se identificaron seis aislados con mecanismo de
resistencia AmpC derreprimida, de estos cuatro fueron de B. gladiolii y dos de B. plantarii, se
identificd un aislado multirresistente con presencia de AmpC y cinco que no manifestaron
mecanismos de resistencia. Los aislados D4 y M4 fueron sensibles al acido oxolinico en
comparacion con los aislados T5, T5l1, V5, D2 |, V2 y D3. El aislado M4 de B. gladiolii fue el
mas susceptible al acido oxolinico mas gentamicina, mientras que los aislados D4, D2I, T5Il, y
D3 fueron poco susceptible, a diferencia de los aislados T5 y V2 que no mostraron sensibilidad
a dicho producto comercial. La dosis comercial 1.5 kg ha™* de &cido oxolinico inhibié el mayor
nimero de aislados en comparacion con la dosis 1.0 kg ha-!. El producto bioldgico a base de
Bacillus subtillis y el producto formulado sulfato de estreptomicina mas oxitetraciclina no
ejercieron efecto inhibitorio sobre los aislados de B. gladiolii y B. plantarii.

Palabras clave: difusion, antibioticos, AmpC, Beta-lactamasas, carbapenemasas, aislados

viii



ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is the grain with the highest consumption after wheat, it is important
worldwide because it constitutes a basic food in the diet of the population. The species of
Burkholderia glumae, B. gladiolii and B. plantarii are important bacteria in rice cultivation, for
causing spotting and grain blight. The objective of this research was to generate information on
the phenotypic identification of the resistance mechanism of B. gladiolii and B. plantarii and in
vitro sensitivity to bactericides for agricultural use. The bacterial isolates of B. gladiolii and B.
plantarii were provided by the plant microbiology laboratory of the National Agrarian
University. The identification of the mechanism of resistance and sensitivity to bactericides for
agricultural use was carried out by the Bauer-Kirby method (agar diffusion), the size of the
inhibition halos was measured, and the size and shape of the inhibition halos produced were
observed by the synergy between the antibiotic discs. Six isolates with derepressed AmpC
resistance mechanism were identified, of these four were from B. gladiolii and two from B.
plantarii, one multiresistant isolate with the presence of AmpC and five that did not show
resistance mechanism were identified. Isolates D4 and M4 were sensitive to oxolinic acid
compared to isolates T5, T5II, V5, D21, V2 and D3. The M4 isolate of B. gladiolii was the most
susceptible to oxolinic acid plus gentamicin, while the D4, D21, T5I1, and D3 isolates were not
very susceptible, unlike the T5 and V2 isolates that did not show sensitivity to said commercial
product. The 1.5 kg ha-! commercial dose of oxolinic acid inhibited the highest number of
isolates compared to the 1.0 kg ha-! dose. The biologic product based on Bacillus subtilis and
the formulated product streptomycin sulfate plus oxytetracycline had no inhibitory effect on the
B. gladiolii and B. plantarii isolates.

Key words: diffusion, antibiotics, AmpC, Beta-lactamases, carbapenemases, isolates.



I. INTRODUCCION

El cultivo de arroz (Oryza sativa L.) pertenece a la familia de las gramineas y se caracteriza por
ser uno de los principales granos basicos de mayor importancia en el mundo generando un alto
valor socioeconémico de cada pais como también un excelente y valioso aporte para el consumo
interno de la poblacion. Generalmente el cultivo de arroz se encuentra ubicado en segundo lugar

solamente superado por el cultivo de maiz (Gonzélez, 2016).

Paredes et al. (2022), sefiala que el cultivo del arroz comenzo6 aproximadamente 10 000 afios en
muchas regiones himedas de Asia tropical y subtropical, posiblemente sea la India el pais donde
se cultivo por primera vez el arroz, esto se debe a que en estas zonas abundaban los arroces
silvestres por ende es uno de los paises que se vio crecer dicho cultivo, y que probablemente
hubo varias rutas por las cuales se introdujeron de Asia a otras partes del mundo. En Nicaragua
la produccion de arroz representa el 11% del PIB agricola nacional. Existen actualmente
productores que cultivan 97 284 hectareas, 60% se da en condiciones de secano y un 40% en
riego con mayor tecnologia. Estos productores de arroz generan unos 30000 empleos anuales
(Aguilar, 2017).

Lombeida et al. (2016) argument6 que el cultivo se ve afectado por factores que limitan a la
produccién de arroz como la temperatura, humedad, velocidad del viento, suelos compactos y
escases de agua y, por otra parte, estan los originados por insectos, hongos, virus, nematodos y
bacterias que se han trasformado en una de las dificultades mas dificil de controlar para los
productores. Giona-Cerezo et al. (2020) describid que la resistencia antimicrobiana se define
como la capacidad de una bacteria que posee en su material genético para resistir los efectos de
diferentes antibioticos, siendo una caracteristica inherente de la bacteria o puede ser una

capacidad adquirida durante el proceso infeccioso.

La resistencia antimicrobiana es uno de los principales problemas que ha aumentado por parte
de las bacterias a los antibioticos, el aumento se hace ain mayor cuando un microorganismo
presenta mas de un mecanismo de resistencia teniendo la capacidad de transmitirlo, no s6lo a su
descendencia, sino también a otras bacterias de su misma o distintas especies, presentando
diferentes mecanismos de resistencia como en el caso de las enzimas hidroliticas, la

modificacion del sitio activo, la proteina de unién a la penicilina (PBP), modificacion ribosomal,



disminucion de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano y la bomba
de flujos (Moreno et al., 2009)

En los ultimos afios algunas especies como B. gladiolii (afiublo del arroz) y B. plantarii (tizén
de las plantulas), han venido ocasionando un impacto negativo en la produccion de arroz. Ambas
especies generan grandes pérdidas econdmicas anuales en los paises productores de arroz,
debido a la poca informacion de los productores respecto a su deteccion temprana, prevencion
y control de la enfermedad (Pedraza, 2012). EI manejo de B. gladiolii y B. plantarii, se ha vuelto
cada vez mas dificil de controlar, por tal razon se han venido planteando diferentes estudios y
estrategias con el objetivo de resolver los problemas originados por estas bacterias que afectan
en gran escala al cultivo, una de estas practicas de manejo es el uso de productos quimicos que
ejercen gran control contra estas enfermedades, pero en algunos casos se han encontrados casos
que las bacterias de han creado resistencia a diferentes formulaciones quimicas (Ochi et al.,
2017). Esta investigacion busca sentar bases a partir de la generacion de informacion de las
bacterias de B. gladiolii y B. plantarii sobre la identificacién de mecanismos de resistencia y

sensibilidad in vitro a bactericidas de uso agricola.



11.OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Generar informacién sobre identificacion fenotipica de mecanismo de resistencia de
Burkholderia gladiolii y Burkholderia plantarii y sensibilidad in vitro a bactericida de uso

agricola.
2.2 Objetivos especificos

Determinar mediante pruebas fenotipicas mecanismos de resistencia natural o adquiridos de

Burkholderia gladiolii y Burkholderia plantarii.

Evaluar la sensibilidad de Burkholderia gladiolii y Burkholderia plantarii a dosis de

bactericidas comerciales.



I11. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Cultivo del arroz

El arroz (Oryza sativa L.), es el grano mas consumido después del trigo, tiene importancia a
nivel mundial principalmente porque es utilizado como una de las bases y fuentes de
alimentacion para la humanidad, actualmente es cultivado en 113 paises, la mayor produccion
de arroz esta ubicada en Asia, el continente americano ocupa el segundo lugar en cuanto a los
mayores productores de arroz, se destaca que es uno de los cultivos de los granos basicos que
posee una gran demanda en los diferentes mercados de cada pais productores de este cultivo
(Ube, 2012).

Segun Fuentealba-Sandoval et al. (2014), recalco en uno de sus estudios que se han venido
observando problemas en la produccion del cultivo de arroz, siendo los principales agente
causales las especies pertenecientes a B. gladiolii y B. plantarii en la etapa reproductiva cuando

comienza la floracion o la iniciacién de la panicula.
3.2 Darfios causados por bacterias en arroz

Dentro de las principales enfermedades que se presentan en el cultivo de arroz se encuentra el
manchado del grano caracterizandose por ser una enfermedad distribuida ampliamente a nivel
mundial, causando grandes pérdidas econémicas en paises productores de arroz. En Nicaragua
la presencia de estas enfermedades tanto manchado bacteriano como el tizén del grano, han
venido aumentando su desarrollo durante los Gltimos afios, ya que las condiciones adecuadas y
la variabilidad de los factores ambientales han permitido el aumento de la bacteria, llegando a
causar pérdida hasta de un 30% en la produccion de arroz, debido a los problemas causados por
B. gladiolii y B. plantarii (Lombeida, 2016)

La presencia de diferentes patdgenos en el cultivo de arroz ha venido siendo uno de los
problemas mas complicado de resolver para la mayoria de los productores de arroz, siendo las
bacterias uno de los problemas que afectan en la mayoria de los paises que se dedican a la
produccidn de arroz, debido a que esta planta de arroz es uno de los principales hospederos de

las especies B. gladiolii, B. plantarii y B. glumae (Lombeida, 2016).



El afiublo de la panicula del arroz presenta sintomas iniciales incluyen una decoloracion en la
parte basal de la vaina, la cual rapidamente avanza, hasta afectar la totalidad de la misma. Los
sintomas del afiublo de panicula y pudricion de grano del arroz ocasionados con B. gladiolii son
similares a los de B. glumae. Luego de que las plantulas son cultivadas en el campo, el patdgeno
puede ser aislado usualmente de las vainas foliares inferiores, donde crece especificamente
durante la etapa de macollamiento, destacando que la bacteria puede sobrevivir en el suelo para

la siguiente cosecha (Garian, 2011).

De acuerdo con Azegami et al. (1987) el género Burkholderia fue reportado y aislado por
primera vez en distrito de Kyushu, Japdn y desde entonces se ha reportado en importantes zonas
productoras de arroz en todo el mundo como en China, Taiwan, Malasia, Las Filipinas,

Indonesia, Venezuela, Panamé, Nicaragua, Colombia y Estados Unidos.

Por otra parte Serret-Lopez et al. (2020), describié que Burkholderia spp, es un género
bifuncional, debido a que algunas de sus especies establecen relaciones simbidtico-mutualistas
con las plantas, mientras que otras establecen asociaciones simbidtico-patogénicas con plantas,

animales y humanos por las que las convierte en bacterias generalista.

El afublo bacterial del arroz se presenta en las plantas con sintomas iniciales que incluyen
decoloracidn en la parte basal de la vaina que avanza rapidamente hasta afectar la totalidad la
misma presentando largas y verticales lesiones de color grisaceo rodeado por un color rojizo

oscuro siendo los principales agentes causales B. gladiolii y B. glumae (Pefa, 2017).

Quesada-Gonzalez (2014), menciond que algunas especies de Burkholderia son importantes ya
que ocasionan un dafio irreversible a la planta entre ellas esta B. cepacea asociada a cebolla, B.
andropogonis que infecta el sorgo y el maiz, B. caryophylli que se encuentra en clavel y B.

gladiolii en arroz, causando pudricidn suave y necrosis severa en tejidos.

Segun Maeda et al. (2006), afirmo en un estudio que las especies de B. gladiolii y B. plantarii
son bacterias muy importantes en el cultivo de arroz, conocidas cominmente como manchado
y tizon del grano, los dafios causados por estas bacterias se observan en los granos de la planta,

lo que significa que se debe manejar adecuadamente cuando el cultivo este a pocos dias o antes



de la floracién y asi evitar tener problemas de estas enfermedades y pérdidas de produccion al

momento de la cosecha de arroz.

En otro estudio realizado por Quesada-Gonzalez (2014), caracteriz6 que el género Burkholderia
posee diversos sistemas de secrecion que les permite exportar proteinas desde su citoplasma
hacia el exterior de la célula bacteriana. En el caso de bacterias fitopatdgenas, los sistemas de
secrecion tipo 111 son necesarios para causar dafio en plantas susceptibles y provocar respuestas

de hipersensibilidad en las hojas de plantas no hospederas o en plantas.

De acuerdo a lo escrito por Serret-Lopez et al. (2021), la especie de B gladiolii se encuentra
dividida en cuatro patovares. Por otra parte, en un reporte realizado por Mirambrell, (2015)
sefialo que B. gladiolii al igual que B. cepacia su mayor capacidad patogénica es en plantas,

pero de igual forma son oportunistas y poseen efectos primarios contra la salud humana.

Cabe mencionar que estas bacterias que afectan el cultivo de arroz tanto el follaje como al igual
que el grano, la especie B. gladiolii conocida cominmente como afiublo bacterial de la panicula,
se manifiesta principalmente en la etapa de floracion, provocando infertilidad, decoloracién y
manchado de la gluma en desarrollo debido a la produccién de toxoflavina que producen en la
planta (Valdez-Nufez et al., 2020).

Cuando el afiublo bacterial esta presente en especificamente en la espiga en la parte donde estan
pegados los granos de arroz estos toman tonalidades verdes y se encojen tornandose luego
amarillo oscuro y finalmente café antes de secarse, desde este instante ya se esta ocasionando

grandes pérdidas dentro del cultivo (Quesada-Gonzalez, 2014).

Ganan (2011), describe en un estudio que B. gladiolii es una bacteria que comparte muchas
caracteristicas fenotipicas con B. glumae, tales como la temperatura de crecimiento, el nimero
de flagelos, produccion de toxoflavinas y la produccion de sintomas similares en las plantas de
arroz, de igual forma presentan caracteristicas similares en los dafios producidos por estas

bacterias en las plantas de arroz.

Las especie de B. gladiolii segln los estudios que se han realizado describen que esta bacteria

es ampliamente conocida como una de las bacterias que exhiben una notable divergencia de



nichos ecoldgicos, es decir, que pueden sobrevivir en restos de cosecha de las plantas hospederas
incluso dentro de otras especies (Lee et al., 2021).

3.3 Burkholderia plantarii

Caracterizada como una de las especies de bacterias gran negativa y anteriormente conocida con

el nombre de Pseudomona plantarii mencionado por (Moreira, 2014).

Los estudios realizados sobre B. plantarii describen que la aparicion de esta enfermedad fue
descubierta por primera vez en Japon en el afio 1985 desde entonces se ha extendido a paises
como Estados Unidos, China y Corea en las Gltimas décadas, siendo un importante patdgeno en
la parte agricola, se considera como un biocontaminante cada vez méas grave en la agricultura.
El primer estudio que se realiz6 para la detencion rapida de B. plantarii fue elaborado por
Takeuchi en 1997, con el objetivo de la deteccion especifica y rapida de la enfermedad

mencionado por (Liu et al., 2018).

La enfermedad causada por B. plantarii es una de las especies que afecta el cultivo de arroz,
presentando sintomas observados a través de un tizon en las plantulas y la pudricion del grano
en mas de 13 géneros de poaceae, otra desventaja que se da por parte de esta enfermedad es que

contaminan el medio ambiente a través de la produccion de propolona (Ochi et al., 2017).
3.4 Bactericidas de uso comercial

De acuerdo con la agricultura moderna los problemas fitosanitarios causados por diferentes
patdgenos en el cultivo de arroz cada dia son a un mas dificil de controlar sobre todo los
problemas de bacterias, cabe mencionar que a través de diferentes investigaciones se han
reportado el uso de diferentes bactericidas utilizados en la parte agricola. En este estudio se
probaron cuatros tipos de tratamientos que de hecho algunos son utilizados en la medicina
humana como es el caso de Gentamicina, estreptomicina, Oxitetraciclina, acido oxolinico y el
Bacillus subtilis es bactericida que se usa en la agricultura para el control de plagas y
enfermedades (Martinez, 2016).

El Acido Oxolinico (Starner® 20 WP) es un bactericida con efecto contra enfermedades

causadas por bacterias principalmente de Gram negativas y en menor escala contra Gram



positivas, la funcion que realiza es que actua en la sintesis de &cido nucleico inhibiendo la
produccion de ADN de la bacteria (Gafian, 2011).

Segun el estudio realizado por Moreira (2017), observé que uno de los bactericidas mas
utilizados es el Acido oxolinico (Starner® 20 WP), se caracteriza por tener buenos resultados en
la sensibilidad de bacterias como Burkholderia spp en dosis comerciales, esto se debe a que el
ingrediente activo de este producto es eficaz a diferentes géneros de bacterias gran negativa, en

otros paises lo han utilizado en campos con excelentes resultados.

Otro de los tratamientos de uso muy importante contra enfermedades bacterianas es un
compuesto a base de sulfato de estreptomicina y oxitetraciclina no estéril esta formulacién ayuda
a controlar y prevenir enfermedades que afectan los cultivos, se ha utilizado mucho para el
control de Burkholderia spp en arroz obteniendo buenos resultados contra esta enfermedad
(Martinez, 2016).

Béez (2012), describi6 en un reporte que utilizd antimicrobianos para evaluar mecanismo de
resistencia sobre bacterias y resalté que de los productos utilizado Oxitetraciclina mostr6

mayores incidencias de resistencia in vitro.
3.5 Bacillus subtilis

Lara-Capistran (2020), en un estudio menciona que Bacillus subtilis es muy utilizado como un
excelente control bioldgico posee estructuras capaces de proporcionar efectos en el control
bioldgico de fitopatdgenos a través de funciones como, parasitismo, antagonismo, antibiosis y

competencia.
3.6 Mecanismo de resistencia bacteriana

Las bacterias, por su capacidad de adaptacion desarrollan mecanismos de resistencia frente a los
antibidticos. Existe una resistencia natural o intrinseca en las bacterias si carecen de diana para
un antibiético (como la falta de pared en el Mycoplasma en relacién con los betalactamicos). La
resistencia adquirida es muy importante desde un punto de vista clinico: debida a la
modificacion de la carga genética de la bacteria y puede aparecer por mutacion cromosoémica o

por mecanismos de transferencia genética. La primera puede ir seguida de la seleccion de las



mutantes resistentes (rifampicina, macrélidos), pero la resistencia transmisible es la mas
importante, estando mediada por plasmidos, transposones o integrones, que pueden pasar de una
bacteria a otra (Daza, 1998).

Las enzimas hidroliticas: Las bacterias sintetizan enzimas que hidrolizan al antimicrobiano,
destruyendo su accion antibacteriana, sin tener posibilidad de actuar sobre los microorganismos.
Las Beta-lactamasas son enzimas que hidrolizan la union peptidica endociclicas del anillo beta-
lactamico, es el mecanismo més frecuente de resistencia antibidtica. Existen continuas
mutaciones que producen expresion de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
manifestandose como resistencia a cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxona). Para
combatir esta resistencia se utiliza un inhibidor enzimatico que tiene mayor afinidad a la enzima
e impide la destruccion de antimicrobiano y de esta manera permite su accion (Moreno et al.,
2009).

La modificacion del sitio activo: Es un aminoacido que genera un blanco diferente y asi
disminuye la afinidad de union por el antimicrobiano. La Modificacion de PBP (proteinas de
union a la penicilina), es un complejo enzimatico que permite la sintesis del peptidoglicano, un
compuesto de la pared celular en bacterias, principalmente en Gram positivas. La modificacion
ribosomal es debido a que los genes erm A y erm B modifican el sitio activo del ribosoma,

mediante metilacion (Moreno et al., 2009).

Las PBP (proteina de union a la penicilina): Es el complejo enzimatico que permite la sintesis
del peptidoglicano, un compuesto de la pared celular en bacterias, principalmente en las Gram
positivas, si se produce mutacion del sitio de union al antimicrobiano como los beta-lactamicos,

estos no pueden actuar y se generan resistencia a ellos (Moreno et al., 2009).

Modificacion ribosomal: Son los genes erm Ay erm B producen modificacion del sitio activo
del ribosoma, mediante metilacion. Este mecanismo es importante en la resistencia a macrolidos

en S. pneumoniae y S. pyogenes (Moreno et al., 2009).

Disminucién de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano: Son
los cambios en el diametro y/o nimero de porinas pueden bloquear el ingreso del antimicrobiano
a la bacteria. Existe disminucion de la expresion de porinas (downregulation) lo que disminuye

la susceptibilidad a betalactamicos y fluorquinolonas en Pseudomonas (Moreno et al., 2009).



Bombas de flujo: Transportan al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin
modificaciones, pero sin accion antimicrobiana. Los genes involucrados son MefA
(Streptococcus pneumoniae), NorA (Staphylococcus aureus) y Mex (Pseudomonas
aeruginosa). Estos genes explican la resistencia a macrolidos en estos patégenos y a
fluoroquinolonas. Para combatir este tipo de resistencia se encuentran en estudio la asociacion

de inhibidor de bombas de flujo junto con el antimicrobiano (Moreno et al., 2009).
3.7 Antibioticos

Cefepima (FEP): Es una cefalosporina de tercera generacion con la farmacocinética y el
espectro de actividad similar a la Ceftazidima. Tiene un comportamiento comparable a la
Ceftazidima frente a las Pseudomonas aeruginosa puede ser mas activo que la Ceftazidima
frente a los Enterobacter sp, debido a la estabilidad mejorada frente a beta-lactamasas. La
cefepima inhibe la tercera y Gltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana al unirse a
las proteinas de uniones especificas para la penicilina (PBP) que se encuentran dentro de la
pared celular bacteriana. La actividad intrinseca de la cefepima, asi como la de otras
cefalosporinas y penicilinas, contra un organismo particular depende de su capacidad para
obtener acceso a las PBPs, es la que conduce en ultima instancia a la lisis celular. (Centro
colaborador de la administracion Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologias Médicas,
2012).

Ceftriazona (CAZ): Es una cefalosporina de tercera generacion muy activa tiene un espectro
amplio contra las bacterias Gram negativas aerobias en comparacion con las Cefalosporinas de
primera 0 segunda generacion, considerdndose como menos activa contra organismos
procedentes de Gram positivos que las cefalosporinas de primera generacién. La Ceftazidima
es un antibiotico beta-lactamico como las penicilinas, inhibe la tercera y la Gltima etapa de las
sintesis de la pared celular bacteriana por su afinidad por las PBPs especificas que se encuentran
dentro de la pared celular bacteriana. (Centro colaborador de la administracion Nacional de

Medicamentos, alimentos y Tecnologias Médicas, 2014).

Ampicilina méas &cido clavulanico (AMP): Es un antibidtico semisintético, aunque es mas
activo que las penicilinas naturales no son estable frente a las beta-lactamasa producidas por

bacterias Gram-positivas 0 Gram-negativas, con accién bactericida que acttia a nivel de la pared

10



celular de las bacterias. Acttan inhibiendo la Ultima etapa de la sintesis de la pared celular
bacteriana uniéndose a unas proteinas especificas llamadas PBP (proteinas de union a la
penicilina) localizadas en la pared celular. Al impedir que la pared celular se construya
correctamente, la ampicilina ocasiona en ultimo término la lisis de la bacteria y su muerte.
(Centro colaborador de la administracion Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologias
Meédicas, 2004).

Meropenem (MEM): Es un antibidtico Semi-sintético de la familia de los carbapenems, inhibe
la formacion de pared celular, facilitando la lisis de bacteria siendo su efecto bactericida. La
interferencia del meropenem con la sintesis de la pared celular tiene lugar en la fases tercera y
ultima de la misma, al unirse de forma preferencial a proteinas bacterianas, denominadas
proteinas de union especificas de las penicilinas (PBPs). EI meropenem es una sustancia
anfotera que atraviesa facilmente la membrana externa de la célula. (Centro colaborador de la
administracion Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologias Médicas, 2014).

Imepenem (IMP): Es derivado de la tienamicina, considerado como un antibiético beta-
lactamico y es el primer miembro de la familia de los antibi6ticos carbapenem, se metaboliza
rapidamente y causa efectos toxicos en el tibulo proximal. Posee caracteristicas que lo
convierten en un antibiético muy efectivo, tales como, penetracion mas eficiente a través de la
pared celular bacteriana, resistencia a las enzimas bacterianas y afinidad por todas las proteinas
de unidn a las penicilinas (PBPs) bacterianas. Inhibe la tercera y ultima etapa de la sintesis de
la pared celular bacteriana mediante la union a determinadas proteinas de union de las
penicilinas (PBPs) gue se encuentran dentro de la pared celular bacteriana. Las proteinas de
unién a las penicilinas son responsables de varios pasos en la sintesis de la pared celular (Centro
colaborador de la administracién Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologias Médicas,
2012).

Cefoxitina (FOX): Es un antibidtico de amplio espectro de la familia de las cefamicinas, deriva
de la cefamicinas C, una sustancia producida por Streptomyces lactamdurans. Es un agente
bactericida que actua inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana. La Cefoxitina tiene
actividad en presencia de algunas beta-lactamasas, tanto penicilinasas como cefalosporinasas
producidas por bacterias Gram negativas y Gram positivas. La resistencia a la Cefoxitina es

mediada principalmente a través de la hidrolisis por beta-lactamasas, la alteracion de las
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proteinas de unién a penicilina (PBP), y la disminucion de la permeabilidad de la pared celular.
(Centro colaborador de la administracion Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologias
Médicas, 2014).

Amoxicilina (AMC): Es una Penicilina semi-sintética similar a la ampicilina, tiene un espectro
de actividad antibacteriana superior al de la penicilina, sin embargo, no es estable frente a las
beta-lactamasas. Los antibioticos beta-lactamicos como la amoxicilina son bactericidas. Actuan
inhibiendo la tltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose a unas proteinas
especificas llamadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins) localizadas en la pared celular, al
impedir que la pared celular se construya correctamente, produce la lisis de la bacteria y su
muerte. (Centro colaborador de la administracion Nacional de Medicamentos, alimentos y
Tecnologias Médicas, 2015).

Acido Etilendiamino Tetra Acético (EDTA): Es considerado el agente quelante mas usado en
guimica analitica. Se denominan guelantes a las sustancias que tienen la propiedad de fijar los
iones metalicos de un determinado complejo molecular. Estas sustancias captan los iones
metélicos del complejo molecular al cual se encuentran entrelazados, fijandolos por union
coordinada que se denomina quelacion. EI EDTA vy los iones de calcio forman un complejo
estable y la reaccion entre ambos contintian hasta alcanzar un equilibrio. EI EDTA como agente

quelante atrapa los iones metalicos de calcio en forma de quelatos (Garcia, 2001).

3.8 Deteccion fenotipica de mecanismo de resistencia con antibiograma

Existen métodos para deteccion de mecanismos de resistencias bacterianas, tales como,
microdiluciones en caldos, prueba de difusion de discos de Kirby Bauer, prueba de
aproximacion de doble disco, prueba de asociacion con acido clavulanico y el método E-test
(Vespero et al., 2007).

Antibiograma para bacterias: Las pruebas de los antibiogramas determinan la susceptibilidad
de un organismo a tratamientos antimicrobianos, esta prueba se puede realizar en bacterias y
hongos. En algunos microorganismos los resultados obtenidos permiten predecir los resultados
que se puedan obtener con otros farmacos similares. Las pruebas también sirven para determinar

el efecto de la combinacion de distintos antimicrobianos (Hazen, 2018).
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El antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa Petri
previamente inoculada en los microorganismos, discos de papel secante impregnados con los
diferentes antibioticos. Cuando el disco impregnado de antibidtico se pone en contacto con la
superficie hiumeda del agar, el antibidtico se difunde radialmente a través del espesor del agar a
partir del disco formandose un gradiente de concentracion. La concentracion de antibidtico de
la interface entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentracién
critica y se aproxima a la concentracion minima inhibitoria (CMI). Para cuantificarla, basta con
haber contrastado previamente el sistema disco-placa con un gran nimero de cepas de CMI
conocida que han estado previamente determinadas por otros métodos de determinacién de la

sensibilidad al antimicrobiano (Garcia et al., 2012).

Betalactamasa de espectro extendido (BLEE): Las betalactamasas son enzimas de espectro
extendido (BLEE) que tienen capacidad de hidrolizar y causar resistencia o sensibilidad
disminuida a penicilinas, oximinocefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, cefepima) y
monobactamicos (aztreonam), pero no cefemininas (cefoxotina) ni carbapenémicos (imipemen,
meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el acido clavulanico. Otras técnicas basadas en
el mismo principio son la utilizacién de discos combinados de cefalosporinas por acido
clavulanico y su variante en las técnicas de microdilucion que permite conocer las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las cefalosporinas solas y en presencia de
inhibidor. La técnica de difusion en gradiente (Etest) con tiras combinadas de cefalosporinas

con y sin inhibidores es también una prueba util para la deteccion de BLEE (Calvo et al., 2011).

Betalactamasa de Amp C: Las betalactamasas de la clase molecular C de Ambler (grupo uno
de la clasificacion de Bush- Jacoby-Medeiros) hidrolizan cefalosporinas de primera y segunda
generacion, incluidas las cefamicinas y en menor medida las de tercera generacion, son muy
poco eficaz hidrolizando las cefalosporinas de cuarta generacion y los carbapenémicos. La
presencia de AmpC plasmidica debe sospecharse cuando estos aislados presenten un patron de
resistencias a betalactdmicos (fenotipo AmpC) diferente al de sus respectivos fenotipos salvaje
o0 de resistencia natural siendo los marcadores de mayor utilidad la sensibilidad intermedia o
resistencia a amoxicilina-acido clavul&nico y algunas de las cefalosporinas de tercera generacion
(Calvo et al., 2011).
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Carbapenemasas: Las bacterias Gram negativas resistentes a los carbapenémicos en los
ultimos afios han producido alarmay preocupacion por la dispersion de bacilos con produccion
de betalactamasas capaces de hidrolizar este grupo de antimicrobianos y que se han asociado a
elementos genéticos trasferibles. Desde el punto de vista fenotipico, las enzimas
carbapenemasas (KPC) hidrolizan de forma eficiente penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos. Para la deteccion fenotipica de las carbapenemasas se debe tener en cuenta el
perfil hidrolitico que confiere cada una de sus clases y de manera especifica cada una de las
enzimas incluidas en estas clases, la posible inhibicién por los diferentes inhibidores de
betalactamasas, la epidemiologia local y la identidad de los microorganismos en el que se
pretende detectar o inferir la produccion de estas enzimas (Calvo et al., 2011).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion del estudio

El estudio se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Vegetal del departamento de Proteccion
Agricola y Forestal (DPAF) de la Universidad Nacional Agraria, ubicado en el km 12 1/,
carretera norte en las coordenadas geogréaficas 12°08'53.24" latitud norte y 83°09'51.24" latitud

oeste.

4.2 Obtencion del material bioldgico

Los aislados bacterianos de B. gladiolii y B. plantarii fueron proporcionados por el Laboratorio
de Microbiologia Vegetal, cumpliendo los criterios de seleccién tales como, formar parte del
cepario del laboratorio, previa identificacién con pruebas bioquimicas y confirmacién con

prueba Polymerase chain reaction (PCR), por sus siglas en ingles.

4.3 Disefio experimental

El estudio fue descriptivo y cuantitativo, se realizo identificacion de mecanismos de resistencia
inducido con antibidticos en placas Petri, en el caso de las pruebas de sensibilidad se hizo en un
ambiente controlado con disefio completamente al azar (DCA), se colocaron los discos de
antibidticos a dosis baja y alta sugerida por el fabricante sobre la superficie de la placa con

medio de cultivo. Se utilizaron cinco repeticiones por cada antibiotico y aislado bacteriano.

4.4 Identificacion fenotipica de mecanismos de resistencias de B. gladiolii y B. plantarii

La identificacion de mecanismo de resistencia se realizé mediante la medicion y observacion
visual del tamafio y forma de los halos de inhibicion producida por la sinergia de los discos de
antibioticos (Figura 1). Los antibioticos empleados para la prueba fueron Cefepima (FEP),
ceftazidima (CAZ), Ampicilina mas acido clavulanico (AMP), Meropenem (MER), Imepenem
(IMP) y el inductor EDTA (acido etilendiaminotetraacético), segin Centro Nacional de
Diagnostico y Referencia (CNDR, 2004)

Los betalactamicos de espectro extendido (BLEE) se encuentran presentes cuando se manifiesta
achatamiento de halo de inhibicion y sinergia en discos de CAZ, Ampicilina mas acido
clavulanico (AMP) y Cefepima (FEP) y ausencia si no hay achatamiento ni sinergia en discos
de CAZ, AMP y FEP. En el caso de carbapenemasas se asume la presencia cuando hay
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achatamiento de halo de inhibicion y sinergia en discos de Meropenem (MER), EDTA e
Imepenem (IMP) y ausencia cuando no hay achatamiento ni sinergia en discos de MER, EDTA
e IMP (CNDR, 2006).

Figura 1. Representacion esquematica del orden de los antibidticos utilizados para la
identificacion fenotipica de mecanismos de resistencia de B. gladiolii y plantarii.

4.5 Prueba de sensibilidad in vitro a bactericidas de uso comercial

Se utilizé el método de difusion en agar que consiste en impregnar discos de papel filtro con las
dosis de bactericidas comerciales (Serret-Lopez, et al., 2020). Los bactericidas de uso agricola
fueron: acido oxolinico, Sulfato de estreptomicina mas oxitetraciclina, Acido oxolinico mas
gentamicina y Bacillus subtilis a dosis baja y alta recomendada en el producto (Cuadro 1, Figura
2).

Se consideran sensibles los aislados que no crecieron alrededor del disco impregnado con el
bactericida produciendo halos de inhibicion mayores de 14 mm vy resistentes a los aislados
bacterianos que presentaron crecimiento bacteriano alrededor del disco impregnados con el

bactericida, mostrando halos de inhibicién menores de 14 mm (CLSI, 2014).
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Cuadro 1. Dosis comerciales de bactericidas sintéticos y biologicos para evaluacion de
sensibilidad in vitro de Burkholderia gladiolii y B. plantarii

Dosis g/200 |
Bactericidas sintéticos - —
Minima Maxima
Sulfato de estreptomicina + oxitetraciclina 500 600
Acido oxolinico 1000 1500
Acido oxolinico + gentamicina 300 500
Dosis 1/200 |
Bactericida bioldgico - —
Minima Maxima
Bacillus subtilis 151 201

0
o | 06
o©

Figura 2. Representacidn esquematica de la posicion de los bactericidas comerciales para prueba
de sensibilidad. Bactericidas sintéticos (A), 1 Sulfato de estreptomicina mas oxitetraciclina
500g/200L, 2 Sulfato de estreptomicina mas oxitetraciclina 600g/200L, 3 Acido oxolinico
1000g/200 I, 4 Acido oxolinico 1500g/200 I, 5 Acido oxolinico + gentamicina 300ml/200 I, 6
Acido oxolinico + gentamicina 500ml/200 I. Bactericida biolégico (Bacillus subtilis), 1.5 dosis
1.51/200 | 2 Dosis 2 1/200 .

4.6 Variables evaluadas

Mecanismos de resistencias identificados: se determind mediante la observacion de

achatamiento de halos y la sinergia entre discos de antibioticos.
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Sensibilidad a bactericidas comerciales: se midio el halo de inhibicion producido por los discos

de antibidticos, las evaluaciones se realizaron manualmente con una regla milimétrica a las 24

horas.
4.7Analisis de datos

Los datos de las variables sensibilidad y mecanismos de resistencia a bactericidas fueron
organizados en Microsoft Excel, para determinar el nimero de aislados que presentaron
mecanismos de resistencia se realizd un analisis descriptivo. Para la variable sensibilidad a
bactericidas de uso agricola se realizé analisis de varianza (Andeva) y prueba de separacion de

medias de Tukey en el Software estadistico InfoStat 2020.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacion fenotipica de mecanismos de resistencia de B. gladiolii y plantarii

Se analizaron 10 aislados de B. gladiolii y dos aislados de B. plantarii. Se identificaron seis
aislados con mecanismo de resistencia AmpC derreprimida, de estos, cuatro fueron de B.
gladiolii (D2 I, M4, D3y V5) y dos de B. plantarii (T6y T5 Il) un aislado multirresistente con
presencia de AmpC (V2) y cinco que no manifestaron mecanismo de resistencia. Por otro lado,
en tres aislados de B. gladiolii (D2 I, V5y V2) y dos de B. plantarii (T6 y T5 I1) se identifico
cambios en la permeabilidad de la membrana externa por observarse halos de inhibicién
pequefios en los discos de Meropenem y halos méas grandes en los discos de Imepenem (Anexo
1y Anexo 2).

La presencia de AmpC fue evidente por la resistencia de la bacteria a Cefoxitina con halos
menores a 14 mm, no identificaron carbapenemasas por la ausencia de halos de inhibicion
menores a 18 mm en los discos de Imepenem y Meropenem, se descarta la posibilidad de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) por la ausencia de halos y sinergia en los discos
de ceftazidima, Ampicilina més acido clavulanico y Cefepime (Figura 3, Anexo 1, Anexo 2).
Los cinco aislados que no manifestaron mecanismo de resistencia son considerados como

fenotipos salvajes o nativos, por no presentar mecanismo de resistencia.

Figura 3. Pruebas fenotipicas para la identificacion de mecanismos de resistencia de B. gladiolii
y B. plantarii aisladas de paniculas de arroz.
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Seral et al. (2012) mencionan que en la mayoria de enterobacterias que lo poseen, el gen ampC
se encuentran en el cromosoma bacteriano y su expresion es de bajo nivel e inducible como
respuesta a la exposicion a ciertos B-lactdmicos como amoxicilina, ampicilina, cefoxitina,
imipenem y acido clavulanico. El fenémeno de induccion esta regulado por un operon amp que
requiere la presencia del B-lactdmico y al menos cinco genes (ampC, ampR, ampD, ampG,
ampE) y esta intimamente relacionado con el reciclaje del peptidoglicano. ElI mecanismo de
induccion de la B-lactamasa AmpC depende del gen ampR, que actia como activador durante
el proceso de induccion y como represor en condiciones normales. Los genes ampC y ampE
codifican la sintesis de proteinas de membrana (AmpC y AmpE, respectivamente) y ampD da
lugar a una proteina soluble (AmpD) que se libera en el citoplasma. Estudios de la secuencia
nucleotidica sugieren que los genes que codifican estas enzimas plasmidicas derivan de genes
ampC cromosomicos que poseen algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae y el género
Aeromonas spp, los que han sido integrados en elementos genéticos transferibles facilitando su

difusion a diferentes microorganismos.

Sousa et al. (2011), expresan que Burkholderia cepacia se caracteriza por su resistencia natural
a antibidticos, debido a la capacidad de formar biopeliculas y cambiar su envoltura celular para
reducir la permeabilidad de la membrana impidiendo asi la entrada del antibiotico. Por otra parte
Ranjan et al. (2014), manifiestan que los mecanismos que le brindan resistencia incluyen la
produccidn de B-lactamasas y otras enzimas, asi como la modificacion de los puntos objetivo de

los antibioticos.

Becka et al. (2021), menciona que los miembros del género Burkholderia son intrinsecamente
resistentes a multiples farmacos y poseen una carbapenemasa PenA y una j3-lactamasa AmpC,
lo que hace que el tratamiento de infecciones en humanos debidas a estas especies sea

problematico.

Radice et al. (2011) manifiestan que la baja permeabilidad de la membrana externa de B. cepacia
produce B-lactamasas de tipo PEN que hidrolizan cefalosporinas de primera y segunda
generacion que son especificas de genomoespecies produce PCM-1 (Clase D, tipo OXA), que
hidroliza con mas eficiencia a Imepenem que a meropenem, por lo que presenta sensibilidad

variable a Meropenem.
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Segonds et al. (2009), demostraron que B. gladiolii es susceptible a piperacilina, Imepenem,
ciprofloxacina y aminoglucésidos y resistente a ceftazidima, cefepima o aztreonam. Por otra
parte, Ruiz et al. (2022) manifiestan que B. gladiolii es resistente a la gentamicina.

5.2 Sensibilidad in vitro a bactericidas de uso comercial

En esta prueba se realizaron cinco aislados de B. gladiolii con mecanismo de resistencia, dos
aislados de B. gladiolii sin expresion de mecanismo de resistencia y un aislado de B. plantarii
(Figura 4). El andlisis de varianza demostrd diferencia estadistica significativa (p < 0.0001)
entre los aislados que fueron expuestos al &cido oxolinico y la prueba de separacion de medias
de Tukey (a = 0.05) indico que los aislados D4 y M4 fueron sensibles al &cido oxolinico por
presentar halos de inhibicién mayores a 40 mm, en comparacién con los aislados T5, T5I1, V5,
D2l, V2 y D3 (Figura 5, Anexo 2).
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En relacién con las dosis de &cido oxolinico el ANDEVA mostro diferencia estadistica
significativa (p = 0.0001) y la prueba de separacion de medias de Tukey (o = 0.05) indica que
la dosis comercial de 1.5 kg ha* inhibe el mayor nimero de aislados en comparacion a la dosis

comercial 1.0 kg ha-! (Figura 6, Anexo 2).
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Figura 5. Sensibilidad de aislados de B. gladiolii y B. plantarii a &cido oxolinico.
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El andlisis de varianza mostrd diferencias significativas (p < 0.0001) entre aislados que fueron
expuestos a acido oxolinico mas gentamicina y la prueba de separacion de medias de Tukey (o
=0.05) indico que el aislados M4 fue susceptible al bactericida de uso agricola, mientras que los
aislados V5, T5Il, D3, D2I, D4 T5 y V2 no mostraron sensibilidad a dicho producto comercial
(Figura 7). EI ANDEVA no mostré diferencia estadistica significativa (p = 0.2970) en las dosis
comerciales de 300 ml ha y 500 ml ha® (Anexo 3). El producto biolégico a base de Bacillus
subtillis y el producto formulado con ingredientes activos sulfato de estreptomicina mas
oxitetraciclina no ejercieron efecto inhibitorio sobre los aislados de B. gladiolii y el aislado de

B. plantarii.
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Figura 7. Sensibilidad de aislados de B. gladiolii y B. plantarii a acido oxolinico mas
gentamicina.

Segln Gutiérrez (2019), en un estudio realizado utilizd Acido Oxolinico) y Actybac SC
Streptomyces racemochromogenes sobre el control de Burkholderia glumae, y concluy6 que los
bactericidas incidieron significativamente sobre control de la enfermedad que se sitda en la

panicula del arroz conocida como afiublo bacteriano.

De acuerdo con el estudio realizado por Moreira (2017), quien realizé pruebas de sensibilidad

in vitro evaluando la eficacia de acido oxolinico y Estreptomicina mas oxitetraciclina resultando
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que ambos bactericidas ejercieron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de B. glumae siendo
el &cido oxolinico con el mayor porcentaje de inhibicion sobre las bacterias.

Valdez-Nufiez (2020), manifiesta que al menos siete cepas (46,7%) presentaron resistencia a 10
pg/ml de acido oxolinico y la sensibilidad a este antibidtico fue variable, en particular para B.
glumae AMG12-06. Para el caso de aislados de B. glumae al aumentar la concentracion de acido
oxolinico la mayoria de las cepas se mostraron mas o menos sensibles y solo el aislado de B.

gladioli TUGO05-07 puedo ser considerada como altamente resistente a este antibidtico.

Serret-Lopez et al. (2021), demostraron que los productos ensayados cuprimicin agricola (200
g/ 100 L), serenade polvo (1 Kg/200 L), bactrol 2X (60 g/100 L), bactriomicin agricola (400
0/100 L), fungifree bioldgico (2.5 Kg/200 L), cuprimicin 500 (625 g/100 L), phyton (1.5 mL/1
L), oxicloruro de cobre (400 g/100 L), kasumin (2L/200 L), final bacter (1.6 Kg/200 L),
bacterbest bioldgico (1L/200 L) y biotermin biol6gico (3L/200 L) no tuvieron efecto inhibitorio
sobre B. gladioli (MT672591) aislados de cebolla.

En nuestro pais es el primer estudio que se realiza sobre la evaluacién de sensibilidad in vitro

de B. gladiolii y B. plantarii a bactericidas de uso agricola, destacando a los aislados D4 y M4
perteneciente a B. gladiolii que fueron sensibles Acido oxolinico.
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VI. CONCLUSIONES

Se identificaron seis aislados con mecanismo de resistencia AmpC derreprimida, de estos cuatro
fueron de B. gladiolii y dos de B. plantarii, se identifico un aislado multirresistentes con

presencia de AmpC y cinco que no manifestaron mecanismo de resistencia.

Los aislados D4 y M4 fueron sensibles al 4cido oxolinico en comparacién con los aislados T5,
T5I1, V5, D21, V2 y D3. El aislado M4 de B. gladiolii fue el mas susceptible al &cido oxolinico
mas gentamicina, mientras que los aislados D4, D2I, T5II, y D3 fueron los menos susceptible,

a diferencia de los aislados T5 y V2 que no mostraron sensibilidad a dicho producto comercial.
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VII.RECOMENDACIONES

Realizar estudios de mecanismos de resistencia empleando técnicas moleculares con las

bacterias B. gladiolii y B. plantarii.

Emplear en futuros estudios mayor nimero de productos bactericidas sintéticos y bioldgicos de

uso agricola en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana contra B. gladiolii y B. plantarii.
Realizar ensayos en campo e invernadero con los bactericidas Acido oxolinico y Acido

oxolinico mas gentamicina, utilizados en este estudio, para evaluar su comportamiento frente a

B. gladiolii y B. plantarii.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Identificacién fenotipica de mecanismos de resistencia de B. gladiolii y B. plantarii
mediante método de difusion Bauer-Kirby.

Medicion de halos de inhibicidon (mm)
Cddigo CAZ FOX AMC AMP IMP MER EDTA FEP

D4 44 36 17 10 42 38 17 40
D21 32 10 8 6 40 10 21 32
T6 32 10 6 6 38 18 28 32
M2 50 12 22 6 42 42 12 46
TS5 11 31 6 6 6 40 10 16 32
V5 30 6 6 6 40 12 20 32
V2 19 6 6 6 6 6 10 10
D3 30 6 6 6 40 40 22 30
M4 44 32 20 12 42 42 17 44
D1 34 34 13 6 38 38 20 44
M5 | 40 30 16 10 32 32 16 42
M3 50 32 20 12 36 36 16 52

CAZ: Ceftazidima, FOX: Cefoxitina, AMC: Amoxicilina mas acido clavulanico, AMP: Ampicilina, IMP:
Imepenem, MER: Meropenem, EDTA: Acido Etilendiamico Tetra Acético, FEP: Cefepima

Anexo 2. Pruebas fenotipicas para la identificacién de mecanismos de resistencia de B. gladiolii
y B. plantarii
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Anexo 3. Andlisis de varianza del acido oxolinico frente a aislados de B. gladiolii y B. plantarii

Variable N R2 R2Aj] CV
Ac. Oxolinico 80 0.96 0.95 12.78

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 10305.70 8 1288.21 193.09 <0.0001
Aislado 10188.09 7 1455.44 218.15 <0.0001
Dosis 117.61 1 117.61 17.63 0.0001
Error 473.69 71 6.67
Total 10779.39 79

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=3.60760
Error: 6.6717 gl: 71
Aislado  Medias n E.E.

D4 40.90 10 0.82 A

M4 38.30 10 08 A

T5 16.50 10 082 B
T5I1 14.60 10 082 B C
V5 13.70 10 082 B C
D21 13.10 10 082 B C
V2 12.60 10 0.82 C
D3 12.00 10 0.82 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=1.15163
Error: 6.6717 gl: 71

Dosis Medias n  E.E.

150 2143 40 041A

1.00 1900 40 041 B
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 4. Analisis de la varianza del &cido oxolinico mas gentamicina frente a aislados de B.
gladiolii y B. plantarii

Variable N R2 R2A}] CV
Ac. Oxolinico + Gentamicin 80 0.84 0.82 20.07

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2346.75 8  293.34 4496 <0.0001
Aislado 233955 7  334.22 51.23 <0.0001
Dosis 7.201 7.20 1.10  0.2970

Error 463.20 71 6.52

Total 2809.95 79
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.56744
Error: 6.5239 gl: 71
Aislado  Medias n E.E.

M4 2450 10 0.81A

V5 14.60 10 081 B
TSIl 13.30 10 081 B
D3 13.20 10 081 B
D21 12.10 10 081 B
D4 12.10 10 081 B
T5 6.00 10 0.81 C
V2 6.00 10 0.81 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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