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Resumen general

La contaminacion de suelos cultivables por metales pesados es un problema global, su
acumulacién puede causar efectos toxicos que afectan la calidad y la seguridad de los
productos cosechados, la composiciéon y el funcionamiento de las comunidades
bacterianas del suelo. EI Cadmio (Cd) es un metal pesado, el cual se encuentra tanto en
la corteza terrestre como en las aguas oceanicas, es emitido al ambiente como resultado
conjunto de actividades naturales (origen volcanico) como antropogénicas (mdltiples
actividades industriales). El Cd presente en el suelo puede entrar a la cadena alimentaria
a través de las raices y tejido foliar de las plantas, cuya tasa de translocacion y
bioacumulacién depende de mdltiples variables como el tipo de planta y de las

caracteristicas fisicoquimicas de los suelos.

El chocolate y sus derivados provienen de la fruta del arbol Theobroma cacao L. (familia
Sterculiaceae) nativo de la selva tropical, cuya siembra se extiende desde la cuenca
Amazonica hasta el sur de México; distintos reportes sefalan que el cacao bioacumula el
Cd en sus raices, el cual transloca hacia la parte aérea y se deposita en la mazorca y las
almendras, imponiendo serias limitaciones en cuanto a la calidad y seguridad alimentaria.
El cacao colombiano, el cual en los ultimos afios ha tenido gran auge, en especial, por el
incremento en las exportaciones de grano y derivados, puede verse afectado por la

presencia de Cd en el grano de cacao proveniente de algunas regiones del pais.

Por su parte, se conoce que las comunidades bacterianas presentes en los suelos juegan
un papel importante en aspectos de las plantas como la nutricién, el estado fitosanitario y
el desarrollo de biomasa vegetal. En general, se sabe poco de las comunidades
microbianas del cacao y de la microbiota presente en suelos, por lo tanto, como objetivo
de esta tesis se planted el estudiar, en muestras de suelo recopiladas en fincas del
municipio de San Vicente de Chucuri (Departamento de Santander) cultivadas con
plantaciones comerciales de cacao en presencia de distintas concentraciones de Cd, la
filogenia molecular y su microbiota bacteriana con tolerancia asociada a Cd, identificando
sus mecanismos de accion y para algunas de estas, determinar el factor de translocacién
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del metal a la planta; esta tesis se encuentra enmarcada dentro de la estrategia de
investigacion de la Compafiia Nacional de Chocolates, la cual busca mediante ciencia
basica, ahondar en el conocimiento de nuevas técnicas que permitan el mejoramiento de
recursos colombianos como lo es el caso del cacao y sus practicas agricolas.

En las siguientes paginas, se describe la composicién bacteriana de suelos de
plantaciones de cacao en un amplio rango de concentraciones de Cd (0.2 a 18 mg/Kg),
gue se encuentran naturalmente en esta regioén. Los filos de mayor abundancia relativa en
todas las muestras fueron Proteobacteria, Acidobacteriota, Actinobacteriota,
Verrucomicrobiota, Myxococcota, Chloroflexi, Plactomycetota, Bacteroidota,
Gemmatimonadota, Nitrospirota, Firmicutes y NB1_J y los géneros bacterianos géneros
bacterianos con mayor abundancia relativa (>0.5%), se identific6 a a Nitrospira, candidatus
Udaeobacter, Haliangium, Cupriavidus, MND1, Bacillus, Kitasatospora, Niveibacterium,
Acidothermus, Burkholderia, Acidibacter, Terrimonas, Gaiella, ADurb.Bin063-1, candidatus
Solibacter, Kitasatospora, Sphingomonas, Streptomyces, han sido relacionados con
procesos de tolerancia a Cd. Para las muestras de estudio se identificé los géneros
bacterianos que conforman la comunidad central, los cuales estan presentes en todas las
muestras como Nitrospira sp., Cupriavidus sp., Burkholderia sp., ADurb.Bin063-1,
Haliangium sp., candidatus Udaeobacter, MND1, Kitasatospora, Acidothermus,
Acidibacter, Streptomyces, Gaiella, candidatus Solibacter y Terramonas, géneros que
pueden jugar un papel fundamental en el funcionamiento del ecosistema, siendo

indicativos de fendmenos que ocurren en el ambiente.

Por otro lado, en esta investigaciéon se estudid, para doce cepas nativas, su tolerancia e
inmovilizaciéon de Cd en medio de cultivo liquido (caldo nutritivo) en presencia de dos
concentraciones (10 y 15 mg/L Cd). La mayoria de los aislados mostré una curva de
crecimiento retardada en presencia de Cd, de acuerdo con los valores p y K calculados
para cada cepa,; la capacidad de captura del metal en el medio de cultivo fue caracterizada
por microscopia electrénica de transmisién (TEM), reportando dos mecanismos como
extracelular (biosorpcion a nivel de pared celular) e intracelular (precipitacion de Cd en
citoplasma), dependiendo del tiempo y condiciones de incubacion. Los cambios en los

grupos funcionales en la superficie celular se analizaron por espectroscopia infrarroja
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transformada de Fourier (FT-IR), se identific6 diferentes picos a 3275, 1634 y 1531 cm*
(grupo amida 1 y Il), la adsorpcion indicé que el atomo de nitrégeno puede ser el sitio
principal de interaccion de Cd por las cepas; otro cambio notado en los picos 914, 1057 y
1636 cm:, refiere la ampliacién y estiramiento de la banda la presencia de grupos C=0;
otro cambio interesante en los picos 2958, 2923, 2873, 2852, 1467, 1455y 860 cm™, esta
region corresponde tanto a estiramientos de grupos C—H y O—H, donde la posibilidad en
que los atomos de oxigeno en los grupos hidroxilo de la biomasa celular estan envueltos
en los procesos de absorpcidn. Los picos en la regién 966, 1230 y 1060 cm* indican la
intervencion de enlaces fosfato en la biosorpcion de Cd con la posible produccion de

fosfato de Cd sobre la superficie celular de la biomasa.

En este trabajo se realizé un bioensayo bajo condiciones controladas de vivero comercial,
aplicando algunas cepas nativas en tratamientos combinados con diferentes
concentraciones de Cd utilizando semillas de cacao del genotipo CCN51. Los resultados
mostraron que, independiente del género bacteriano, la biomasa en la planta de cacao
aumenta y la concentracion de Cd se distribuy6 y bioacumulé en las partes de las plantas.
Sin embargo, cierto grado de inmovilizacion de Cd pudo ocurrir en el suelo, lo que impidioé
una mayor concentracion de Cd en raiz, evitando su translocacion a la planta,

especialmente cuando el suelo se bioaugmenté con Klebsiella sp. (18-4B).

En conclusion, la combinacién de diferentes enfoques permitié analizar la microbiota
cultivable y no cultivable con caracteristicas de biosorpcion y bioprecipitacién de Cd, las
cuales estan presentes en los suelos cacaoteros bajo distintas concentraciones de Cd en
el departamento de Santander. Lo anterior proporciona una linea base sobre dicha
composicion bacteriana, para que en estudios futuros se logre complementar, los
microorganismos asociados, sus interacciones y la dinamica para contrarrestar Cd en
suelo y aquellos con actividad biotecnoldgica, que puedan ser alternativas de innovacion,
desarrollo y fuente de creacion de bionegocios, considerarlos como opcion de solucion de

muchos de los problemas causados por el hombre.

Palabras clave: Cacao, cadmio (Cd), suelos, gen ARNr 16S, bacterias.
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Study of microbial diversity associated with cocoa soils with
presence of cadmium (Cd) and bioremediation potenci al

evaluation

ABSTRACT

Soils used for food production could have a relatively high naturally occurring concentration
of heavy metals, which could affect plant growth, compromise quality and safety of the
derived products, and could also impact the soil bacterial community composition and
functioning. Theobroma cacao L. crops in several neotropical regions produce food and
nutrient sources consumed worldwide. A region at the northeastern Colombian Andes
(Santander) has extensive T. cacao crops to produce cacao for national consumption and
for exports. Cadmium (Cd) is a naturally occurring heavy metal toxic at higher
concentrations. Cacao crops are able to bioaccumulated Cd in roots and translocate it to
the beans, imposing a serious limitation regarding quality and safety. Soils could have very

different natural concentrations of Cd.

We present here the bacterial composition of soils cocoa plantations with a wide range of
Cd concentrations 0.2 to 18 mg/Kg, found naturally in this region. Microbial community was
described by means of 16S rRNA amplicon sequencing analyses, together with culture-
dependent methods isolating Cd tolerant strains and soils physicochemical properties were
recorded. Results showed that bacterial composition diversity was dominated by
Proteobacteria, Acidobacteriota, Actinobacteriota, Verrucomicrobiota, Myxococcota,
Chloroflexi, Plactomycetota, Bacteroidota, Gemmatimonadota, Nitrospirota, Firmicutes y
NB1 J and did not have significant changes across sample soils with different Cd
concentrations. We observed statistically significant differences in beta-diversity correlated
with soil properties; moreover, we report the presence of a core community among the
samples, dominated by Nitrospira sp., Cupriavidus sp., Burkholderia sp., ADurb.Bin063-1,
Haliangium sp., candidatus Udaeobacter, MND1, Kitasatospora, Acidothermus,
Acidibacter, Streptomyces, Gaiella, candidatus Solibacter and Terramonas; genera
typically reported in soils with healthy plant cultures and playing fundamental roles in soil

geochemical cycles. Culture-dependent techniques allowed the isolation of bacterial strains
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tolerating high Cd concentrations up to 120 mg/L for potencial Cd biosorption or intracellular
sequestration.

Bacteria have been applied for the bioremediation of cadmium-contaminated environments
by biosorption or bioaccumulation interactions; this process is considered as a potential
eco-friendly alternative. In the present work, twelve cadmium native bacteria tolerant to
2,500 uM CdCl- (120 mg/L) isolated in soils of cocoa farms in presence of differents levels
of Cd selected, to evaluate their Cd tolerance and immobilization using liquid culture
medium (Nutritive broth) in the presence of two Cd concentration (10 and 15 mg/L), most
of the isolates shows delayed growth curve in Cd levels. In the study, the ability to Cd
capture by native strains in the liquid broth was characterized by Transmission Electron
Microscopy (TEM) and changes in the functional groups in cell surface were analyzed by

Fourier Transform infrared spectroscopy (FT-IR).

All the genera have been reported in literatura with Cd capability properties in differents
ways; these bacteria revealed, under methodology development, have been two different
forms to Cd capture, such extracellular capability (biosorption) and extracellular mechanism
(Cd cytoplasm precipitation) in differents concentrations, that depended time and
incubation conditions. Furthermore, in the greenhouse experiments were carried out
applied some strains in combined treatments using CCN51 cacao genotype seeds, grown
in soil with different concentrations of Cd. The results showed that cell morphology and
functional groups on cell surfaces changed after Cd interaction; regardless of bacteria
genera biomass increases in cacao plant and the Cd concentration is distributed, that
promoted bioaccumulation in parts of the plants, but certain Cd immobilization degree can
occur in soil, preventing the Cd root concentration, which can prevent the translocation to
plant, especially when the soil bioaugmentation with Klebsiella sp. (18-4B).

In conclusién, these results allow us to elucidate the cultivable and non-cultivable bacterial
microbiota present in soil cultivated with cocoa under different concentration of Cd in
Santander Region; This will provide a baseline with information for future studies to clarify
and complement the associated microorganisms, their interactions to counteract Cd in soil
and those bacterial with biotechnological activity, they can be alternatives to influence for
lower Cd accumulation in cacao crops.

Keywords: Cacao, cadmium (Cd), soils, RNAr 16S gene, bacteria.
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Estudio de la diversidad microbiana asociadas a sue los cacaoteros con presencia
de cadmio (Cd) y evaluacién de su potencial biorrem ediador

Introduccion

La contaminacién de suelos cultivables con cadmio (Cd) representa una amenaza para la
seguridad alimentaria mundial por su facilidad de absorcién en numerosos tipos de cultivo,
incluyendo cereales, tubérculos y frutas. Este metal pesado no cuenta con funcién
metabdlica en plantas, pero puede acumularse en raices, hojas y partes comestibles como
granos que, con su ingesta, causa dafios severos en la salud de los seres humanos,
afectando 6rganos como pulmones e higado y eventualmente conducen a la aparicion de
cancer y otros trastornos mortales (Mite et al., 2010; Chavez et al., 2015). El Cd presente
naturalmente en la corteza terrestre, principalmente en forma de sales, y cuya toxicidad
cronica tanto en humanos y medio ambiente ha sido ampliamente documentada, que
segun la Organizacion Mundial de la Salud reporta una ingesta diaria maxima de 2.5
mg/Kg. (Zao et al., 2015); El Cd, junto con otros metales pesados, son liberados al
ambiente por actividades industriales como electroplateado, elaboracion de acero,
curtiembres, preservacion de la madera, ceramicas, elaboracién de vidrio, procesamiento
guimico y aplicacién de fertilizantes; su acumulacién a nivel del suelo puede causar la
reduccion de la fertilidad a través del impacto adverso sobre las comunidades microbianas

heterogéneas del suelo (US Department of Health and Human Services, 2008).

El Cd presente en el suelo en diferentes concentraciones transloca a las plantas a través
de las raices y transportado via xilema hacia el tejido foliar, cuya tasa de transferencia
depende de una variedad de factores, que incluyen rata de deposicién, tipo de suelo y
planta, pH del suelo, contenido de humus, disponibilidad de materia organica, tratamiento
del suelo con fertilizantes, meteorologia y la presencia de otros elementos como el Zinc
(Wong and Cobbett, 2009). De acuerdo con la UNEP (United Nations Environment
Programm), en su informe emitido en el afio 2008, sefala que en la mayoria de los paises
gue poseen cultivos agricolas representan la mayor parte de la ingesta de Cd, es decir,
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gue la exposicion crénica a Cd es un resultado directo del consumo de alimentos derivados
de plantas (Jiménez, C. 2015).

El chocolate y sus derivados provienen de la fruta del arbol Theobroma cacao L., que
pertenece a la familia Sterculiaceae, cuyo cultivo y cosecha cuenta con gran importancia
economica a nivel mundial (Chavez et al., 2015). En el mundo se conocen tres variedades
de cacao: forastero (Theobroma cacao sphaerocarpum), criollo (Theobroma cacao cacao)
y trinitario (entrecruzamiento entre los dos primeros). Segun Ludlow et al., (2014), el origen
del arbol Theobroma cacao tuvo lugar en las cuencas del Amazonas y Orinoco de
Colombia y Venezuela, fue cultivado en América Central por los primeros Mesoamericanos
y fue llevado a Europa por Hernan Cortés en 1530. El cacao es un cultivo de importancia
economica mundial, que de acuerdo con las cifras publicadas por la FAO (Food and
Agriculture Organization) para el afio 2019, los principales paises cultivadores y
productores se encuentran en el continente africano, en especial Costa de Marfil, Ghana,
Nigeria y Camerun; en Asia se destaca Indonesia; en Latinoamérica, los mayores
productores en su orden son Brasil, Ecuador, Perl, Colombia (noveno lugar en el mundo)

y Republica Dominicana (Figura 1).
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Figura 1. Top 10 Mundial de paises productores de cacao (Fuente:

http://lwww.fao.org/faostat/en/?#rankings/countries_by commodity, 2019.).
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Las cifras reportadas por la FAO coinciden con el gran auge que ha tenido el cacao
colombiano en los dltimos afios, principalmente por el incremento en la exportacién de
cacao y derivados en respuesta a la necesidad que tienen los productores
Norteamericanos y Europeos de poder contar con proveedores diferentes al cacao
africano, cuyos paises han comenzado a reducir sus cultivos ante la volatilidad de precio
del grano, lo que repercute en pérdida de rentabilidad (Jiménez, C. 2015). Es importante
sefialar que en nuestro pais las regiones cultivadas con cacao estan distribuidas en todo
su territorio, donde existen una amplia variedad de microclimas y condiciones ecoldgicas
heterogéneas, esto hace que la produccion de cacao presente alta variabilidad en su
porcentaje de grasa (manteca de cacao), contenido en polifenoles y moléculas que
confieren perfiles aromaticos (Pabon et al., 2014). De acuerdo con las estadisticas
publicadas en la pagina web del Ministerio de Agricultura respecto al area y produccion,
del cultivo de cacao en Colombia, sefiala una importante tendencia en el aumento, tanto
en areas cultivadas como la produccion en toneladas (Figura 2).
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Figura 2. Produccién cacao en Colombia. Fuente: Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural. Marzo 2021
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En 2018, La Union Europea anuncié la incorporacion al reglamento 1881 de 2006 de la
regulacion 488/2014, donde se especifican los niveles maximos de Cd a cumplir en
chocolate y sus derivados, los cuales comenzaron a regir desde enero de 2019 (EU, 2014),
con el agravante que el incumplimiento de estas regulaciones tendra consecuencias
econdémicas y sociales en paises con altos niveles de Cd en almendra. En busqueda de
explicar la translocacion del metal en la planta de cacao, investigaciones reportadas por
Meter et al., (2019) y Chavez et al., (2015), sefialan la secuencia de acumulacién de Cd
en los tejidos de la planta de cacao: Raices, tallo, hojas, cascara o cubierta de las semillas
y almendra. Esto significa que la almendra de cacao contiene menor porcentaje de Cd,
comparado con los otros tejidos de la planta. De acuerdo con Vanderschueren et al.,
(2021), la concentracion de Cd en almendra provenientes de paises en Latinoamérica es
mas alto en comparacién con las de otros origenes, siendo la fuente geogénica de Cd en
suelo la que aporta la gran parte de esta concentracién. En la tabla 1, se resumen para los
10 paises con mayor produccion, la concentracion de Cd en almendra de cacao.

Tabla 1. Concentraciones de Cd en almendra de cacao en los principales paises

productores (Fuente: Vanderschueren et al., 2021)

Pais Origen Cd en almendra (mg/Kg)
Promedio Variacion n
Costa de Marfil 0.05 0.04 9
Ghana 0.05 0.045 - 0.058 30
Indonesia 0.52 - 1
Nigeria 0.02 0.003 3
Ecuador 2.68 1.26 —3.92 6
Camerudn 0.05 0.01 3
Brasil 0.10 - 1
Peru 0.96 0.34 72
Colombia 12.00 6.94 57
Rep. Dominicana 0.13 0.031 -

Dada la buena reputacion del cacao Latinoamericano y principalmente en Ecuador, quien
lidera el 35% de las exportaciones de grano, el reporte de alto contenido de Cd en esta

matriz, impulsé a varios investigadores ecuatorianos a identificar, desde la especiacién
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guimica del Cd (Chavez et al., 2016), la concentracién de Cd en almendras y su relaciéon
con el suelo (Chavez et al., 2015), propiedades del suelo y factores agronémicos que
afectan la concentracién de Cd en grano (Argiello et al., 2019) y la distribucién de otros
metales trazas en suelo y almendras de cacao (Vanderschueren et al., 2021). De la misma
manera, Arévalo-Gardini et al., (2017) publicé la acumulacién de metales pesados en hojas
y almendras de cacao en Perl. En la mayoria de las publicaciones sugieren que la amplia
extensién de Cd en Suramérica podria ser de origen geogénico sin relacion con la

contaminacién antropogénica.

A nivel mundial, la concentracién de Cd para suelos agricolas esta determinada y
establecida para paises como Suiza (0.4 mg/Kg), Dinamarca (0.5 mg/Kg), Union Europea
(1.1 mg/Kg), Canada (1.4 mg/Kg), Reino Unido (1.8 mg/Kg), Bélgica (2.0 mg/Kg), Brasil
(3.0 mg/Kg) y Polonia (4.0 mg/Kg) (Carlon et al., 2007; Ding et al., 2018). Respecto a
Colombia, aln no cuenta con valores de contenido maximo de Cd permitido en suelos
agricolas, sin embargo, en los Ultimos afios se han publicado investigaciones donde
indican que los suelos son de origen volcanico, por ende, la concentracién de Cd es mayor

que los paises productores del continente africano, asiatico e incluso en Latinoamérica.

En concordancia a lo anterior, Rodriguez et al., (2019), publicé la modelacién de contenido
de Cd en cacao usando las propiedades del suelo medidas a varias profundidades en la
region central del pais (Departamento de Cundimarca), reportando una concentracion de
Cd de 10.68 mg/Kg (0-30 Cm) y 7.92 mg/Kg (60—-100 Cm); Recientemente Bravo et al.,
(2021) publico la primera encuesta de concentracion de Cd en suelos cultivados con cacao,
en la cual, de acuerdo con la distribucién espacial de Cd en suelos con cultivos de cacao
empleando escalas de rango de concentracion de Cd para identificar puntos calientes y
frios, sefiala que para Colombia el contenido promedio de Cd es de 1.43 mg/Kg. En figura
3, se resumen la concentracion de Cd en suelo para los principales departamentos

productores de cacao en Colombia.
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X = 1.08 mg/Kg (N = 150)
X =1.14 mg/Kg (N = 60)
X =1.90 mg/Kg (N = 821)

W =1.11 mg'Kg (N = 232)

¥ =061 mg/Kg (N =118}

X =0.44 mg/Kg (N = 25)

Figura 3. Concentracion de Cd en suelos en departamentos cacaoteros de Colombia

Es importante indicar que, en la Comparfiia Nacional de Chocolates existe el area de
compras y fomento agricola creada en el afio de 1958, encargada de incentivar y promover
el cultivo de cacao en el pais. A lo largo de estos afios, ha ejecutado la tarea de impulsar
y mejorar su cultivo, a través de apoyo a proyectos productivos, capacitacion continua a
agricultores y técnicos mediante realizacion de visitas a fincas y granjas experimentales de
la Compaiiia (ubicadas en los municipios de Tamesis y Barrancabermeja), apoyos socio-
empresariales, trabajo conjunto con los demas participantes de la cadena de cacao (Por
ejemplo con Corpoica, hoy Agrosavia y Fedecacao), suministrando material vegetal e

investigacion a nivel agronémico.
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Sumado a la promocién del cacao en Colombia, el area de compras y fomento ha
adelantado una serie de investigaciones, en las cuales, logré identificar las
concentraciones de Cd en almendra en varias regiones del pais (mapa de Cd en grano),
el mejoramiento de variedades a nivel genético, asi como el de promover alternativas de
fertilizacion quimica de suelos para evitar la absorcién de Cd por parte de las plantas de
cacao. Dado que el departamento con mayor nimero de cultivos y cosecha de cacao es
Santander (25,148 Toneladas para el afio 2019), la compaiiia ha centrado su interés en
validar cual es la concentracién de Cd en suelo presente en los principales municipios
cacaoteros del departamento; De hecho, en una de las investigaciones publicadas
realizadas en sinergia con entidades gubernamentales como Agrosavia y Fedecacao, se
reporté una concentracion promedio de Cd en suelo para el departamento de Santander
de 1.62 mg/Kg +/-1.77 mg/Kg (Pabon, M. et al., 2014), valor ligeramente menor al reportado
por Bravo et al., (2021).

En cuanto a las caracteristicas geoquimicas de los suelos de Santander, segin Montafio
et al., (2016), el departamento cuenta con suelos que proceden de materiales geolégicos
de la era cretéacica de las formaciones Umir, La Luna y Simiti que contienen principalmente
lutitas, calizas, areniscas y chert. La presencia de la mayoria de los metales pesados en
suelo se asocia a las Lutitas, metales que permanecen en los suelos por la presencia de
materiales calcareos, que le confieren caracteristicas basicas o pH alto a los mismos,
disminuyendo la movilidad de tales elementos. En la Figura 4 se visualiza el mapa
geoquimico de Colombia del afio 2018, haciendo zoom al departamento de Santander y
San Vicente de Chucuri.
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Figura 4. Mapa geoquimico de Colombia 2018, resaltando al departamento de Santander
y San Vicente de Chucuri. (Fuente:
https://srvags.sgc.gov.co//Archivos_Geoportal/Recursos_Minerales/Atlas_Geoquimico_20
18/PDF/9_Cd.pdf).

La presente investigacion estudio la diversidad de las comunidades bacterianas asociadas
a suelos cacaoteros en presencia de Cd, asi como el aislamiento y caracterizacién de
bacterias con tolerancia a Cd con sus mecanismos de accion asociados. Segun la FAO:
“El suelo es un sistema vivo, cuerpo natural compuesto de materiales meteorizados,
materia orgénica, aire y agua, producto final de la influencia del tiempo y combinado con
el clima, topografia, organismos (flora, fauna y ser humano)” (FAO web site, 2020). Las
bacterias presentes en el suelo pueden presentar un potencial biotecnolégico, por su
capacidad de interactuar con suelo y plantas, con el objetivo de mejorar la calidad, salud,
nutricion y desempefio ambiental del suelo, a su vez de biorremediar suelos degradados o

contaminados con metales pesados o residuos petroquimicos.

Existe una amplia variedad de publicaciones que refieren la capacidad de hongos y
bacterias para lograr procesos de biorremediacion de suelos con presencia de Cd. En la
tabla 2, se mencionan algunos microorganismos reportados en dichos procesos.
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Tabla 2. Microorganismos empleados en procesos de bioremediacion

Microorganismo % Captura Cd Referencia
(mg/g peso seco)
' Trichoderma asperellum ' 10.5 ' Mohsenzadeh and Shahrokhi, 2014 '

Aspergilus versicolor, Aspergillus fumigatus 7.0,5.2 Fazli et al., 2015
Paecilomyces lilacinus M1 24.2 Zeng et al., 2010
Bacillus sp. 12.2 Niu et al., 2011
Pantoea agglomerans UCP1320 38.5 Acioly et al., 2018
Escherichia coli WS11 45.37 Ansari and Malik, 2007

En cuanto a mecanismos de accion de las bacterias frente a Cd, en la figura 5 se resumen
los principales, los cuales varian segun del género bacteriano. Cepas del género
Enterobacter sp. se han reportado por su capacidad de secuestrar Cd mediante la
produccién de exopolisacaridos (Wang et al., 2020), para Burkholderia sp. de describe la

capacidad de unir Cd a la pared celular (Zhang et al., 2019), Exiguobacterium sp. se ha
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Figura 5. Mecanismos de remediacion bacteriana (Kumar et al., 2020)
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reportado con la capacidad de precipitar Cd en suelo en forma de sales tipo carbonato
(kumari et al., 2014) y para Klebsiella sp., se ha reportado la capacidad de bioacumular Cd

en el citoplasma (Shamin, S. y Rehman, A., (2012)).

Siguiendo la linea trazada por la Compaifiia Nacional de Chocolates, la presente
investigacion estudié una serie de fincas cacaoteras pertenecientes al municipio de San
Vicente de Chucuri, municipio conocido como la capital cacaotera de Colombia, el cual
cuenta con altos niveles de Cd, no solo en suelo sino en material vegetal como hojas y
semillas; es un municipio que cuenta con paisaje de montafia, su vegetacion es de bosque
hamedo tropical, con temperatura promedio de 24T y una altitud promedio de 700 metros
sobre el nivel del mar, cuyos suelos tienen como principal caracteristica textura arcillosa
adecuada para labores de agricultura y ganaderia, tiene una extension de 1185,26 Km?,
limita al norte con Barrancabermeja y Betulia, al Oriente con Zapatoca y Galan al sur con
Carmen y al oeste con Simacota y Barrancabermeja, con cerca de 12.000 hectareas
cultivadas con cacao (Ministerio de agricultura, 2018). Luego de realizar un premuestreo,
se selecciono 4 fincas teniendo en cuenta las propiedades del suelo como pH vy nivel de
Cd total para los pasos posteriores de la presente investigacion, la cual busca caracterizar
las comunidades bacterianas asociadas a suelos cacaoteros con presencia de Cd y
evaluar el mecanismo de accién de algunos microorganismos aislados, tanto a nivel

laboratorio como en un bioensayo en vivero comercial.
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Hipotesis

En suelos de las fincas cacaoteras del municipio de San Vicente de Chucuri con presencia
de cadmio geogénico, se encuentran presentes poblaciones de bacterias nativas, las
cuales cuentan con mecanismos de accion que permiten la tolerancia al metal pesado, y
estan asociados con retener y evitar la translocacion de cadmio a las plantas de cacao.
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Obijetivos de la investigacion

Obijetivo general:

Estudiar la diversidad de las comunidades microbianas asociadas a suelos cacaoteros en
presencia de Cd y evaluar el potencial de biorremediacion en algunos microorganismos

aislados, tanto a nivel laboratorio como en bioensayos en invernadero.

Objetivos especificos

1. Estudiar las comunidades bacterianas presentes en suelos contaminados con Cd,
usando técnicas de secuenciacidon de nueva generacion (NGS), su correlacion con
propiedades del suelo e identificacion molecular de bacterias nativas tolerantes a altas
concentraciones de Cd.

2. Evaluar a nivel de laboratorio, la capacidad biorremediadora de Cd de los

microorganismos aislados por métodos de microbiologia convencional.

3. Comprobar en bioensayo bajo condiciones controladas de vivero comercial, la
capacidad biorremediadora de Cd de o los microorganismos aislados.
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Los hallazgos del estudio se desglosaron en tres capitulos y cada uno de ellos se escribi6
a manera de articulo, contemplando resumen, palabras claves, introduccién, materiales y

métodos, resultados, discusién y conclusiones.

El capitulo uno relaciona el estudio de la diversidad de comunidades bacterianas asociadas
a suelos con distintos niveles de Cd cultivados con cacao y su interaccion con las
propiedades fisicoquimicas empleando métodos cultivo dependiente, identificacién
molecular de los aislados, secuenciacion de nueva generacion (NGS) del gen ARN
ribosomal 16S y cuyas preguntas a resolver en la discusion de resultados son: ¢Qué
comunidades bacterianas estan asociadas a suelos cultivados con cacao en presencia de
Cd? ¢ Es posible caracterizar bacterias tolerantes con diferentes mecanismos de tolerancia
a Cd que pudiesen ser usadas en procesos de biorremediacion? ¢ Existe correlacion entre
las propiedades de suelo y las comunidades bacterianas tolerantes a Cd presentes en

suelos cacaoteros?

En el capitulo dos se contempla la caracterizacion y evaluacion a nivel de laboratorio de la
tolerancia a Cd de las bacterias nativas, indicando el mecanismo de accién empleando
técnicas de microscopia TEM. Las preguntas a resolver son: ¢ Qué mecanismos de accion
frente a Cd cuentan las cepas de bacterias aisladas? ¢Qué porcentaje de Cd logran
capturar estas bacterias nativas? ¢Cuales de estas bacterias nativas cuentan con las

mejores tasas de crecimiento en las condiciones evaluadas?

El capitulo tres relata el bioensayo bajo condiciones controladas de vivero comercial, el
efecto de 3 bacterias nativas de los géneros Klebsiella sp., Exiguobacterium sp. y
Enterobacter sp con capacidad para interactuar y acomplejar Cd en plantas de cacao. Las
preguntas a resolver son: ¢(Qué género bacteriano cuenta con menor factor de
bioconcentracion y translocacion de Cd a la planta de cacao? ¢ Existe diferencia entre los
tratamientos planteados en el bioensayo de vivero? ¢Cudl es el orden de bioacumulacion

de Cd obtenido para cada una de las partes de la planta de cacao?



Capitulo 1

Capitulo 1

PERFIL METAGENOMICO Y ANALISIS
CULTIVO DEPENDIENTE DE LA DIVERSIDAD
MICROBIANA  ASOCIADA A  SUELOS
CULTIVADOS CON CACAO CON PRESENCIA
DE CADMIO (Cd) EN COLOMBIA

RESUMEN

Los metales pesados estan presentes en los suelos agricolas de manera natural como
componentes o como productos de eventos de contaminacién, por ende, las plantas que
crecen en dichos suelos estan propensas a bioacumular metales pesados en su biomasa,;
Theobroma cacao cuenta con la capacidad de bioacumular cadmio (Cd) en sus
estructuras, en especial en las almendras, las cuales pueden estar en productos derivados
de chocolate, siendo un riesgo potencial a la salud humana; de acuerdo a lo anterior, la
biodegradacién de Cd es materia de estudio y una alternativa deseada a nivel técnico y
economico. Actualmente para evitar la presencia de Cd en la cadena alimenticia, se
seleccionan fincas cacaoteras que exhiben bajas concentraciones de Cd total en suelo,
imponiendo serias limitaciones a los agricultores para cumplir normativas internacionales.
El estudio de comunidades bacterianas y el aislamiento de bacterias con tolerancia y
mecanismos para contrarrestar la translocacion de Cd hacia las partes de las plantas de
cacao tiene alta relevancia en la economia de Colombia y, en especial, para las compafiias
productoras de chocolate y sus derivados, por tanto, este estudio pretende explorar las
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comunidades bacterianas asociadas con suelos cultivados con cacao en presencia de
diferentes niveles de Cd en el norte de Colombia, Suramérica (Departamento de
Santander), donde se caracterizé la composicién de las comunidades bacterianas por
secuenciacion de amplicones del gen ARN ribosomal 16S a partir de ADN metagendmico

de suelo y el aislamiento de bacterias por técnicas dependientes de cultivo.

Las técnicas de cultivo-dependiente permitieron el aislamiento de bacterias tolerantes a
una concentracién de 120 mg/L, complementan la informacién para Colombia y amplia el
numero de cepas caracterizadas con capacidad adaptativa frente al contaminante con una
tolerancia a Cd en concentraciones de 120 mg/L, lo que representa el primer reporte con
esta capacidad para Exiguobacterium sp., Ralstonia sp., Serratia sp., Dermacoccus sp.,
Klebsiella sp., Lactococcus sp. y Staphylococcus sp., ademas de confirmar que existe una
mayor diversidad de bacterias tolerantes a Cd presentes en suelos de fincas cultivadas
con cacao en Colombia. En cuanto a los resultados de secuenciacién masiva, revelaron
qgue, la alfa-diversidad en la composicion bacteriana, segun el analisis ANOVA, hay
diferencias estadisticamente significativas de las comunidades bacterianas presentes en
las muestras. Respecto al analisis de correlacién Pearson, se encontr6 que los indices de
Shannon y Simpson, cuentan con una correlacién positiva frente a MO, C, pH, Mn, C.I.C.E.,
Ca, P y negativamente correlacionados con S; Con respecto a la estructura de
comunidades bacterianas, se realiz6 un analisis de componentes principales (PCoA)
basado en el andlisis de permutacion multiple PERMANOVA vy disimilitud Bray-Curtis, el
cual revelé que independiente de la concentracién de Cd presente en las muestras de
suelo, las separa de acuerdo con el valor de pH. Los filos de mayor abundancia relativa en
todas las muestras fueron Proteobacteria, Acidobacteriota, Actinobacteriota,
Verrucomicrobiota, Myxococcota, Chloroflexi, Plactomycetota, Bacteroidota,
Gemmatimonadota, Nitrospirota, Firmicutes y NB1_J y los géneros bacterianos géneros
bacterianos con mayor abundancia relativa (>0.5%), se identifico a a Nitrospira, candidatus
Udaeobacter, Haliangium, Cupriavidus, MND1, Bacillus, Kitasatospora, Niveibacterium,
Acidothermus, Burkholderia, Acidibacter, Terrimonas, Gaiella, ADurb.Bin063-1, candidatus
Solibacter, Kitasatospora, Sphingomonas, Streptomyces, han sido relacionados con
procesos de tolerancia a Cd. Una vez identificadas las comunidades bacterianas, se
realiz6 analisis de redundancia entre la variacion de las comunidades bacterianas
identificadas por técnicas dependiente e independiente de cultivo y las variables edaficas

de los suelos, donde se encontr6 su correlacién positiva frente a K, MO, C, Ca, pH (p<0.01)
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y P, C.I.C.E (p<0.05). Para las muestras de estudio se identifico los géneros bacterianos
gue conforman la comunidad central, los cuales estan presentes en todas las muestras
como Nitrospira sp., Cupriavidus sp., Burkholderia sp., ADurb.Bin063-1, Haliangium sp.,
candidatus Udaeobacter, MND1, Kitasatospora, Acidothermus, Acidibacter, Streptomyces,
Gaiella, candidatus Solibacter y Terramonas, géneros que pueden jugar un papel
fundamental en el funcionamiento del ecosistema, siendo indicativos de fendmenos que
ocurren en el ambiente. La combinacién de diferentes estrategias en esta investigacion
ofrece nuevas pistas sobre la evaluacion de comunidades bacterianas en suelos
cultivados con cacao en presencia de alta concentracion de Cd geogénico en suelos de
Colombia. La investigacion aporta conocimiento de la interaccién de los componentes
del suelo con las comunidades bacterianas en su papel ecoldgico y su posible

contribucién en la modulacién del efecto de la bioacumulacién de Cd en cacao.
PALABRAS CLAVES

Diversidad bacteriana, Cadmio (Cd), suelo contaminado, cacao, Estudio ARN Ribosomal

16S, cacao.
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1. INTRODUCCION

La contaminacién con metales pesados es un problema global, representa una amenaza
para la vida y el medio ambiente por su alta toxicidad (Chavez et al., 2015). EIl cadmio (Cd)
es un metal pesado asociado con algunos tipos de enfermedades pulmonares, asi como
nausea, vomito, dolor abdominal, dolor de cabeza y disfuncion del rifion (World Health
Organization, 2010). En plantas, el Cd ha sido involucrado en fenémenos de apertura de
estomas, transpiracion y la fotosintesis. Este metal no tiene funcién metabdlica en plantas,
pero puede acumularse en raices, hojas y partes comestibles como granos (Chavez et al.,
2015).

En Colombia, las condiciones ecoldgicas varian ampliamente y las regiones cultivadas con
cacao se extienden por todo su territorio el cual cuenta con microclimas, lo que hace que
la produccidn de cacao presenta alta variabilidad en su composicion quimica (Chaves-
Loépez et al., 2014; An, Y., 2004). El clima y las condiciones del ecosistema en las regiones
colombianas son extremadamente diversas y las plantaciones de cacao estan esparcidas
en todo su territorio, lo cual resulta en una alta variabilidad en la composicién quimica de
los productos de cacao en cuanto a polifenoles y composicion aromatica (Chaves-Lopez
et al., 2014). La produccién de cacao es una industria importante a nivel mundial y en
Colombia se produce chocolate fino tipo exportacién es producido con variedades Criollo
y Trinitario, favorables a las condiciones agroecolégicas como clima y humedad, resultando
con alta calidad organoléptica y estandar de calidad en mercados competitivos (Porras et
al., 2019).

Theobroma cacao L. es una planta autéctona cultivada en Colombia, recientemente se ha
producido un incremento en el area total usada para el cultivo de T. cacao, alcanzando la
novena posicion como productor mundial de cacao, predominando especies de la variedad
Criollo con distintas caracteristicas de sabor y aroma, especialmente adecuada para la
elaboracion exclusiva de derivados de chocolate (Motamayor et al., 2002). En 2018, en el
departamento de Santander conté con un area cultivada de 47,229 hectareas que
producen 24,890 toneladas de cacao, particularmente en el municipio de San Vicente de
Chucuri, conocido como la capital cacaotera de Colombia, tuvo un area cultivada de 17,000

hectareas y un total de 6,540 toneladas (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019).
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En 2018, la Unién Europea anuncié la incorporacion de la resolucién 1881/2006 dentro de
la regulacién 488/2014, en la cual se especifica los niveles de Cd maximos en derivados

de chocolate, entrando en vigencia en enero de 2019 (EU, 2014).

La presencia de Cd en suelos cultivados con cacao causa problemas de abastecimiento y
limita el area de cultivo disponible (suelos con baja concentracion de Cd), lo cual afecta la
produccién y procesamiento de derivados de chocolate, asi como las ventas locales y
exportacion para cumplir con regulaciones para la concentracién de Cd en alimentos
(Chavez et al., 2015). El origen del Cd, asi como otros metales pesados presentes en
suelos, pueden provenir de fuentes naturales y antropogénicas. Respecto a las fuentes
naturales de Cd, los suelos de origen volcanico son los de mayor representacion, mas adn
que los suelos de la cordillera oriental que cubren al departamento de Santander,
provienen de materiales geolégicos cretacico que contienen principalmente rocas igneas
y sedimentarias (Mantilla et al., 2013). Comparando diferentes tipos de suelos, los
derivados de rocas igneas usualmente contienen bajas cantidades de Cd, mientras que
los suelos derivados de rocas sedimentarias, especificamente las lutitas, contienen altos
niveles de Cd (He et al., 2015). Acerca de fuentes antropogénicas de contaminacion con
Cd en suelos de Santander, ha sido reportado que el Cd proviene de mineria,
contaminacién del aire y fertilizacion quimica del suelo (Bravo et al., 2018). La movilidad
de elementos traza, incluyendo Cd en suelo y su absorcién por las plantas depende de
factores como textura, pH, capacidad efectiva de intercambio catiénico, materia organica,
concentracion de Cd, especiacién quimica, variedad de plantas y practicas agricolas (Yang
et al., 2016).

El conocimiento de la diversidad del suelo, particularmente de la fraccion bacteriana es
limitada, Unicamente una fraccién menor de las especies microbianas han sido cultivadas
y se estima que mas de 10,000 genomas y 10° bacterias pueden estar presentes en un
gramo de suelo (Fierer et al., 2017); ademas, la caracterizacion del potencial metabélico
de las comunidades microbianas presentes en suelo y el efecto de las variables del suelo
y contaminantes es un gran desafio (Gomez et al., 2011). Las bacterias son importantes
componentes del ecosistema, juegan un papel fundamental en el ciclo bioquimico del
suelo, son ampliamente diversas y abundantes dependiendo del habitat (Fierer et al.,
2012), participan en procesos de descomposicion, fijacion de minerales, mantenimiento de
funciones o actividad bioldgica y condiciones fisicoquimicas del suelo (Bissett et al., 2013).

Los microorganismos, en especial las bacterias, cuentan con varios mecanismos de
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defensa para superar la toxicidad de Cd, las cuales podrian utilizarse para remediar este
metal pesado presente en el suelo. La informacién existente respecto a bacterias aisladas
del suelo cultivados con plantas en diferentes paises asiaticos y europeos, reportando
mecanismos de accion como su capacidad de biosorpcién y bioacumulacion de Cd
(Siripornadulsil and Siripornadulsil, 2013; Mitra et al., 2018; Sun et al., 2020; Shi et al.,
2020). Algunos estudios relacionan los efectos de contaminacion de Cd sobre las
comunidades microbianas basados en andlisis cultivo dependiente (Bravo et al., 2018) y
por técnicas independientes de cultivo (Luo et al., 2019). Estas técnicas proveen una
expansién en la comprensién del ecosistema microbiano del suelo. La seleccion de medios
y condiciones de cultivo, mientras la contribucion de informacién clave sobre la fisiologia
de bacterias aisladas y genes envueltos, también exhibe importantes limitaciones para

lograr una imagen representativa de la composicion microbiana.

En cuanto a las técnicas cultivo independiente, como electroforesis en gradiente en gel
desnaturalizante (DGGE), andlisis de acidos fosfolipidos (PLF) y amplificacién aleatoria de
ADN polimérfico (RAPD) (Ezekoye et al., 2018), clonacién de librerias y técnicas de
secuenciacion masiva como lllumina (Soliman et al., 2017), han sido exitosamente
utilizadas para describir ecosistemas microbianos complejos, destacando la dominancia
de Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria, Actinobacteria, Gemmatimonadetes,
Verrocumicrobia, Thaumarchaeota, Firmicutes y Nitrospirae en suelos bajo estrés del
metal (Ezekoye et al., 2018; Luo et al., 2019).

El objetivo de este capitulo es estudiar la diversidad de comunidades bacterianas
asociadas a suelos cultivados con cacao y geolégicamente demostrada con diferentes
concentraciones de Cd en fincas localizadas en Santander, Colombia. Se examiné la
composicion taxonémica de comunidades bacterianas y su interaccién con las propiedades
fisicoquimicas del suelo y se obtuvo el aislamiento e identificacion de bacterias nativas
tolerantes a Cd; lo anterior se logr6 empleando métodos cultivo dependiente y
secuenciacion gen ARN ribosomal 16S. Este estudio ofrece nuevas pistas respecto a la
evaluacién de comunidades bacterianas en suelos cultivados con cacao en presencia de

Cd en Colombia y su papel ecolégico dentro de las comunidades.
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2. MATERIALES y METODOS
2.1. Declaracién ética

La recoleccién de las muestras de suelo se realiz6 en fincas cacaoteras de propiedad
privada, sin requerir permisos especificos, contando con la autorizacion verbal de los
propietarios antes de efectuar el muestreo, previa explicacion del propdsito investigativo
para su recoleccion. Proyecto enmarcado dentro del permiso Marco de Recoleccién de
Especimenes de la Universidad Nacional de Colombia. Proyecto Cédigo: 44813 del grupo
de MICROBIOP.

2.2. Premuestreo fincas cacaoteras

Por la falta de informacién y de acuerdo con la recomendacién de expertos del sector, se
sugirio la realizacion de un premuestreo en base al historial de productores de cacao que
venden el grano a la Compafiia Nacional de Chocolates en el departamento de Santander.
Para ello, se seleccioné 8 fincas cacaoteras ubicadas en el municipio de San Vicente de
Chucuri (capital cacaotera de Colombia); a las cuales se realiz6 muestreo, tanto de suelos
como de material vegetal (datos no mostrados). Para las etapas sucesivas de la
investigacion y en base a los resultados, se seleccioné 4 fincas cacaoteras que cumplen

los criterios de pH acido y neutro a diferentes concentraciones de Cd geogénico en suelo.
2.3. Descripcion de muestreo y coleccién de muestra s

Una vez seleccionadas las fincas cacaoteras indicadas en la tabla 1, las cuales estan
localizadas en tierra de ladera entre 600 a 900 metros sobre el nivel del mar, con una
temperatura promedio de 26 C, precipitacion anual entre 1400 a 2600 mm, cuentan con
suelos tipo Inceptisol, los cuales son formados por actividad volcanica y naturaleza
sedimentaria, moderadamente profundo y con topografia llana a quebrada.
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Tabla 1. Descripcion de los sitios de estudio.

Finca+ Coordenadas GPS Variedad cacao

LA 6°55'N and 73°28'W ISC-95, CCN-51
SV 6°53'N and 73°23'W ICS-39, ICS-60, CCN-51
LM 6°54'N and 73°22'W ICS-95, CCN-51

Y 6°54'N and 73°44'W ICS-39, ICS-95, CCN-51

+ La Argentina (LA); Siempre Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y).

Las muestras de suelo no rizosférico (horizonte 0 - A (0—30 cm), se colectaron en las fincas
cacaoteras: Siempre Viva (SV), La Argentina (LA), Los Medios (LM) y Yariguies (Y), de
acuerdo con la guia de muestreo de suelos de la Universidad Nacional de Colombia
(Osorio y Ruiz, 2013). Dentro de cada lote definido (cultivado Unicamente con cacao) para
cada finca, las muestras compuestas se colectaron durante los meses de mayo y junio de
2017: 12 muestras (tres muestras independientes por finca). Cada muestra compuesta fue
obtenida a partir de 18 sub-muestras, colectadas después de una ruta en zigzag del area
de interés con el fin de lograr uniformidad, representatividad y aleatoriedad del area del
cultivo a muestrear; ademas, los puntos seleccionados fueron escogidos de tal manera
que coincidieran con arboles de cacao en presencia de mazorcas, abundante biomasa
aérea, georeferenciados por GPS a una distancia del tronco principal entre 50 a 70 cm
(Gramlich et al., 2018).

El muestreo fue realizado limpiando la superficie y se introdujo un barreno hasta la
profundidad deseada (30 cm). Para la recoleccién y manipulacién final de las muestras, se
sigui6 la metodologia indicada en la NTC 4113-6. Después de la homogenizacién de las
submuestras, cuarteos sucesivos y cribado a través de un tamiz malla 10 (2 mm), la unidad
total de muestreo contd con un peso promedio de 3 kilos; las muestras se depositaron en
bolsas plasticas estériles y transportadas al laboratorio en hielo seco, donde se fracciono
en tres partes para analisis de propiedades de suelo, analisis cultivo dependiente y
extraccion de ADN total, cada muestra fue almacenada a -20TC hasta su procesamiento.

En material suplementario, se adjunta el protocolo de muestreo realizado.
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2.4. Caracterizacion de los suelos en las fincas mu  estreadas

Las propiedades del suelo (analisis de fertilidad elementos intercambiables) se midieron
siguiendo los protocolos descritos en las normas nacionales estandar ICONTEC: pH,
conductividad eléctrica (CE) y capacidad catidnica de intercambio efectivo (C.I.C.E) por la
NTC 5167; textura (método bouyoucos); Materia organica (OM) y carbono (C) (NTC 5403);
fésforo (P) (NTC 5530); potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y sodio (Na) de acuerdo
con la NTC 5349; cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), aluminio (Al) y zinc (Zn) por la
NTC 5526; azufre (S) y boro (B) siguiendo la NTC 5404 y cadmio total (TCd) (NTC 3934).
En latabla S1 sefiala la informacién detallada sobre el andlisis de las propiedades de suelo
y en las figuras S9-10 se adjuntan algunos de los reportes de resultados por parte del
laboratorio externo acreditado en cada técnica empleada (Hseu et al., 2002).

2.5. Ensayos cultivo dependiente
2.5.1. Aislamiento de bacterias y unidades formador  as de colonia

Para cada una de las fincas, se pes6 1 g (peso neto) de las muestras compuestas y se
sumergié en agua peptonada y cultivado usando diluciones seriadas y sembradas por
superficie (esparcido por espatula drigalski) sobre agar nutritivo (AN) y R2A (Merck®)
(composicién en tabla S1); los cuales son medios de cultivo no selectivos, lo cual promueve
el crecimiento de una mayor diversidad de bacterias cultivables, bajo dos tratamientos con
y sin adicion de cloruro de cadmio (Meyer®) a una concentracion de 2500 uM CdCl;
(Siripornadulsil and Siripornadulsil, 2013). Este cloruro de cadmio fue adicionado al medio
antes de autoclavar, y el pH del medio fue ajustado hasta pH 7.0 con NaOH 0.1N. Las
placas fueron incubadas aerébicamente a 30T por 48 horas para AN y 7 dias para R2A;
Los procedimientos microbiolégicos se realizaron bajo condiciones estériles, siguiendo las
buenas practicas del laboratorio con rigurosidad de asepsia, incluyendo controles
negativos (agua peptonada esteril y su siembra en placas de cada medio de cultivo). Las
colonias puras con diferentes caracteres morfolégicos (tamafo colonia, elevacion y
pigmentacion) fueron aislados de las placas de medios y sub-cultivadas hasta obtener
cultivos de bacterias puras. Los aislados seleccionados fueron caracterizados

microscopicamente por tinciéon de Gram y crio-preservados en 20% de glicerol a -20<C.
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2.5.2. Analisis del espaciador ribosomal intergénic o (RISA) y PCR ADN ribosomal
16S de bacterias tolerantes a Cd

Las colonias puras fueron sembradas en agar nutritivo al menos tres (3) veces y los
aislados puros fueron caracterizados en orden de clasificacion y agrupados por su huella
(RISA), mediante la amplificacion del espaciador intergénico entre los genes 16S y 23S a
partir de los aislados bacterianos obtenidos por lisis de colonia, realizando una PCR
usando los iniciadores L1 (5'-CAA GGC ATC CAC CGT-3") y G1 (5-GAA GTC GTA ACA
AGG-3") (Jensen et al., 1993) de acuerdo con el protocolo descrito por Moreno et al., 2002.

Los patrones RISA se resolvieron por electroforesis de poliacrilamida (PAGE), usando el
software Gel Compare (Applied Biosystems, Belgium) (Garcia et al., 2016); se realiz6 la
electroforesis RISA-PAGE en una unidad o celda tetra Mini-PROTEAN con geles de 7%
poliacrilamida (relacion de acrilamida/bis-acrilamida 29:1) por 100 min a 130 v. El analisis
de agrupamiento fue realizado usando el coeficiente Pearson y el método Simple Linkage
clustering. Para ordenar correctamente los representantes de la diversidad bacteriana
asociada con suelos, una similitud > 90% entre patrones RISA fue establecida como criterio
de seleccion para los aislados bacterianos y su subsecuente ensayo de identificacion
molecular (Yim & Ramdeen, 2015).

Una vez seleccionadas las colonias de interés, se realiz6 a cada una de estas, la extraccion
de ADN total y se amplificé el gen ARN ribosomal 16S (1.5 kbp), usando los iniciadores
Eubac 27 F (5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3") y 1492R (5-GGT TAC CTT GTT
ACG ACTT-3") como se describié anteriormente por Moreno et al., 2002. Los controles
tanto positivos como negativos (Bacillus cereus (ATCC®14579™) y agua ultrapura estéril
respectivamente) fueron rutinariamente incluidos en todas las reacciones PCR. Los
productos amplificados fueron verificados por su visualizacion en gel de agarosa al 1%,
tefiido con GelRed® (Biotium, Inc., USA) en un transiluminador (BioRad Laboratories, Inc.
CA, USA).

2.5.3. Secuenciacién y andlisis filogenético

Los productos de PCR del gen ARNr 16S fueron purificados usando el kit ilustra® GFX
PCR DNAy el kit de purificacion de banda en gel (GE Healtcare, UK Limited Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido); ambas cadenas (Forward y Reverse) se secuenciaron

directamente en el equipo ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems, Carlsbad). Luego, las
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secuencias obtenidas fueron editadas y curadas, logrando las secuencias consenso
usando el software BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), se alinearon
junto con las obtenidas en este estudio utilizando Clustal W (Thompson et al., 1994) que
se encuentra como complemento en MEGA X y se compararon con la base de datos del
Genbank utilizando el algoritmo BLAST (BLASTn). Las secuencias del gen ARNr 16S
también se compararon con el Proyecto de Bases de Datos Ribosomal (RDP) (Altschul et
al., 1997; Cole et al., 2009). Las secuencias homélogas se obtuvieron de la base de datos
Genbank y se alinearon junto con las obtenidas en este estudio utilizando Clustal W
(Thompson et al., 1994) que se encuentra como complemento en MEGA X. las secuencias
obtenidas se enviaron a la base de datos Genbank cuyos nimeros de acceso se resumen
en la tabla 4. La relacion filogenética se analizé utilizando un dendograma realizado en el
programa MEGA X bajo el método Maximum Likelihood y modelo Kimura 2-parameter
(Kimura, M., 1980) con un estimador bootstrap de 1000 repeticiones, usando como grupo
externo la secuencia del gen ARNr 16S de la archaea Nanoarchaeum equitans
(NR103024).

2.6. Analisis independiente de cultivo
2.6.1. Extraccion ADN total de suelo y secuenciacié  n de alto rendimiento

Se uso el kit PowerSoil® DNA Isolation (MO BIO Laboratories, Inc.) para extraer el ADN
total de las muestras de suelo, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La
calidad del ADN purificado fue evaluada por espectrofotometria en un Nanodrop ND-2000
(Thermo Fisher Scientific, USA) en base a la relacion de absorbancias 260/280 nm y
260/230 nm y almacenado a -20TC para andlisis poste riores. La amplificacion por PCR del
gen ARNr 16S fueron usados para determinar la diversidad bacteriana y composicién de
la comunidad. La region hipervariable V4 de los genes ARNr 16S presentes en el ADN
total de suelo, fue amplificado usando los siguientes cebadores: 515F (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3) (Parada, Needham, & Fuhrman, 2016) — 806R (5'-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3") (Apprill, Mcnally, Parsons, & Weber, 2015). Las
librerias fueron construidas usando la tecnologia de emparejamiento principio-fin y la
secuenciacion multiplexada fue realizada usando la plataforma Illlumina Miseq. 2 x 250 pb
empleando los adaptadores indicados en la tabla 2. Una vez obtenidas, las secuencias

crudas fueron procesadas siguiendo el programa QIIME 2.0 (Caporaso et al., 2010).
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Después del proceso de-multiplexado, las secuencias fueron validadas por calidad de
acuerdo con el programa DADA2 en RStudio donde las secuencias crudas de baja calidad
(puntaje de calidad promedio < 30) fueron descartadas sin someterse a andlisis posterior;
las quimeras fueron extraidas de los datos usando el mismo programa, ademas de remover
los singletons y eliminacion de cebadores (Callahan et al., 2016); de esta manera se obtuvo
los ASV (Amplicon sequence variant) para todas las muestras, los cuales con una
identidad de secuencias del 100%, se clasificaron segun la base de datos SILVA 138
(https://zenodo.org/record/4587955/files/silva_nr99 v138.1 wSpecies_train_set.fa.gz?do

wnload=1, acceso en mayo de 2021) (Wang et al., 2007).

Tabla 2. Adaptadores usados para cada muestra (Fuente: Microbiomas Foundation).

# Sample ID Adaptadores (Barcode Sequence) Linker Primer Sequence
Y3 TGGGTACA GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
Y2 TGGGCTTG GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
Y1 TGGGCGCC GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
LA3 TGGGCCTT GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
LA2 TGGGCATC GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
LA1 TGGGATTA GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
SV3 TGGGAGAA GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
Sv2 TGGGAATA GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
Sv1 TGGCTTAT GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
LM3 TGGGAGTT GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
LM2 TGGGAGCC GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
LM1 TGGGAGCA GTGYCAGCMGCCGCGGTAA

2.7. Andlisis estadistico

Para los ensayos cultivo dependiente, se realizd las comparaciones entre el nUmero de
unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g) entre medios y fincas, mediante
analisis de varianza (ANOVA) de Log (UFC/g) y prueba de Tukey para los recuentos entre

medios y fincas usando RStudio.

Respecto al andlisis de los datos obtenidos por técnicas de cultivo independiente, se
empled la plataforma Microbiome analyst (https://www.microbiomeanalyst.ca/) para validar
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integridad de los datos, filtrar secuencias de baja abundancia, normalizacion (rarefaccion),
y realizar comparaciones en términos de abundancia relativa, alfa-diversidad y beta-
diversidad (McMurdie & Holmes, 2013). Se calcularon los indices de alfa diversidad
Observada, Chaol (diversidad estimada), Shannon (igualdad) y Simpson (diversidad
bacteriana), evaluando significancia mediante ANOVA y correlaciéon de Pearson frente a
propiedades de suelo. En cuanto a la beta-diversidad y en base a la distancia Bray—Curtis
y analisis PERMANOVA, se visualiz6 la diferencia estructural de comunidades utilizando
el analisis de Coordenadas Principales (PCoA) y para la prueba de hip6tesis se uso el
analisis de varianza multivariado permutacional (PERMANOVA) considerando como
diferencias significativas entre los factores si la probabilidad estadistica observada es <
5% (p < 0.05). Se realizdé un andlisis de redundancia para relacionar la variacion de la
abundancia relativa de las comunidades bacterianas identificadas por analisis dependiente
e independiente de cultivo frente a las propiedades de suelo en RStudio (Liu et al., 2020).
Luego se calcul6 la relacion entre abundancia relativa de ASV's y las variables de suelo
usando prueba de correlacién Spearman’s y un heatmap fue realizado para visualizar la

correlacion (Pradhan et al., 2020).

2.8. Secuencias depositadas en Genbank

Treinta y cinco secuencias crudas obtenidas luego de la secuenciacion del gen ARNr 16S
de las bacterias aisladas, recibieron los nimeros de acceso Genbank indicados en la tabla
3; los datos crudos de las secuencias 16S amplificadas estan depositadas y disponibles
en NCBI bajo el BioProject ID SUB6627411 con Sequence Reads Archive (SRA) nimero
de acceso PRINA599345.
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3. Resultados

3.1. Premuestreo realizado

De acuerdo con la correlacién de Pearson bajo un nivel de significancia del 95%, mostro
gue no hay diferencias significativas de [Cd] total en suelo frente al % arcilla (valor_p =
0.5379), % arena (valor_p = 0.2448), % limo (valor_p = 0.1185) y [Cd] en hojas (valor_p =
0.0890); mientras que si se present6 diferencias significativas con Zn (valor_p = 0.0073),
Conductividad Eléctrica (valor_p = 0.002), Fe (valor_p = 0.00033), Capacidad Intercambio
Cationico Efectivo (valor_p = 0.0094), pH (valor_p = 0.0007), materia organica (C) (valor_p
= 0.0037) y [Cd] presente en grano (valor_p = 0.00012), hallazgos similares a los
reportados por Pabon et al., (2014) y Vanderschueren et al., (2021).

3.2.  Propiedades fisicoquimicas de las muestras de suelo de fincas elegidas

Las principales caracteristicas de los suelos cacaoteros se resumen en la tabla S2. En
lineas generales, todos los suelos de las fincas son de tipo inceptisol con textura franco
arcillosa, los cuales cuentan con gran capacidad para retener agua y nutrientes con tamafio
de particula fino. De acuerdo con la guia ambiental para el cultivo del cacao publicada por
Fedecacao en el afio 2013, suelos con pH entre 4.5y 7.0 son aptos para la siembra de
cacao, intervalo en el cual se encuentran las fincas seleccionadas. En cuanto a contenido
de materia organica (MO), el intervalo apto para el cultivo debe estar entre 3 al 5%, valores
gue cumplen la mayoria de las fincas con excepcién de la finca Yariguies. Para P y K, las
concentraciones aptas estan entre 8-14 mg/Kg y 0.2-0.38 mg/Kg respectivamente, y los
valores indican deficiencia de P y K para las fincas LAy Y. De la misma forma, para Ca y
Mg, los niveles 6ptimos se encuentran entre 5.1-8.9 meq/100g y 1.7-2.3 meq/100g
respectivamente. Con excepcion de la finca Yariguies (Y), las demas cuentan con niveles
elevados de Ca y todas las fincas presentan deficiencia de Mg. En cuanto a la
concentracion de Cd, de acuerdo con el maximo nivel permitido por la Unién Europea de
1.1 mg/Kg para suelos cultivables (Ding et al., 2018), las fincas LA, SV se consideran con
alta concentracion de Cd y Lm, Y con baja concentracién de Cd. De acuerdo con la
correlacion Pearson entre las diferentes propiedades de suelo (tabla S3), se encontré
correlacion negativa del pH frente a arena y arcilla (p<0.05) y correlacién positiva con
C.I.C.E., C, MO, Ca, Zn (p<0.01), Mn, Al y Cd (p<0.05); Respecto a MO correlacion positiva
frente a pH, C.I.C.E., C, Mn, Zn (p<0.01) y Ca, Fe y Cd (p<0.05); en cuanto a Cd, se
encontro correlacion positiva frente a pH, MO, C (P<0.05) y C.I.C.E., Zn y Al (p<0.01); la
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concentracion de Zn presento correlacion positiva frente a pH, C.I.C.E, C, MO, Al y Cd
(p<0.01).

3.3. Diversidad bacteriana a través de ensayos cult  ivo-dependiente
3.3.1. Analisis microbiolégicos

Los recuentos bacterianos fluctuaron entre 2.7-2.9 x 10° UFC/g hasta 4.1-4.3 x 105 UFC/g
para los suelos de todas las fincas, se realiz6 la prueba de Tukey e independiente de los
medios de cultivo y niveles de Cd presente en las muestras de suelo, no se encontrd
diferencias estadisticamente significativas (p >0.05) (Fig.1). La abundancia de las bacterias
cultivables varié de manera importante de acuerdo con los sitios de muestreo, manteniendo
cierta relatividad en el tiempo. Se logr6 obtener 128 aislados tolerantes a Cd en los medios
de cultivo comercial con presencia de 2,500 yM CdCl, (120 mg/Kg), de los cuales 76 en
agar nutritivo y 52 aislados en agar R2A; los cuales fueron purificados y caracterizados
morfolégicamente: 107 aislados fueron bacilos (83%), 21 cocos (17%); 105 Gram
negativos (82%) y 23 Gram positivos (18%).
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Figura 1. Recuento de bacterias totales (UFC/g) para las muestras de suelo.
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3.3.2. Analisis del espaciador intergénico Ribosoma | (RISA)

De acuerdo con el dendograma generado por el software Gelcompar lI® (Fig. S1), se
generaron 95 grupos, y de acuerdo con los patrones de bandas con un porcentaje de
similitud del 90%, se identific6 a 16 agrupamientos, de los cuales se seleccioné a 35
aislados tolerantes a Cd presumiblemente diferentes para su identificacion molecular por

la amplificacion y secuenciacion Sanger del gen ARN ribosomal 16S.

3.3.3. Identificacion de aislados con secuenciacion del gen ARN ribosomal 16S

Tanto las afiliaciones filogenéticas, como las similitudes de los aislados seleccionados para
la secuenciacién, se resumen en la tabla 3. Los aislados pertenecen a los filos
Proteobacteria, Actinobacteriota y Firmicutes. La evaluacion de las secuencias revel6 la
presencia de Burkholderia sp., Exiguobacterium sp. y Ralstonia sp., fueron encontrados en
todas las muestras sin importar los niveles de Cd en suelo, mientras que Bacillus sp.,
Cupriavidus sp. y Serratia sp. se encontraron Unicamente en suelos con alta concentracion
de Cd y Dermacoccus sp., Enterobacter sp., Escherichia sp., Klebsiella sp., Lactococcus
sp. y Staphylococcus sp. en suelos con baja concentracion de Cd. La relacion filogenética
entre los aislados es mostrada en el dendograma generado por el método Maximum
Likelihood (Fig. 2). En la figura 3, se observan las caracteristicas morfolégicas de las
colonias de los géneros aislados y en especifico para cada uno de los aislados se resumen
en la figura S4 y en la tabla 4 se resumen la riqgueza de géneros para cada una de las

fincas.
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Tabla 3. Identificacion taxondmica de las bacterias tolerantes a Cd aisladas en las fincas

cacaoteras, identificadas por secuenciacion del gen ARN ribosomal 16S.

[Cd] en Cadigo Medio Pares Identificacion NCBI -GenBank Afiliacion filogenética Numero acceso
suelo aislado cultivo bases [# Bases comparadas] (% similitud) NCBI

10-2 R2A 1544 NR_121761.1 [1160/1178] (98%) Bacillus toyonensis MN587894

7-1 AN 1485 NR_104975.1 [1228/1236] (99%) Burkholderia anthina MT940970

9-1 AN 1485 NR_104975.1 [1261/1268] (99%) MT940971

18-1 AN 1485 NR_104975.1 [1161/1171] (99%) MT940974

3-2 R2A 1485 NR_104975.1 [1145/1173] (98%) MT940975

5-2 AN 1485 NR_104975.1 [1228/1237] (99%) MT940976

23-2 R2A 1485 NR_104975.1 [1129/1137] (99%) MT940979

Alto 8-5 AN 1485 NR_104975.1 [1162/1168] (99%) MT940982
10-1 AN 1526 NR_074687.1 [1151/1158] (99%) Burkholderia ambifaria MT900972

17-2 R2A 1502 NR_042634.1 [1151/1164] (99%) Burkholderia arboris MT940978

17-1 R2A 1502 NR_042634.1 [1235/1237] (99%) MN587896

15-1 R2A 1520 NR_102851.1 [1180/1208] (98%) Cupriavidus necator MN587892

1-2 AN 1520 NR_102851.1 [1180/1221] (97%) MT940980

4-2 AN 1542 NR_074902.1 [1235/1246] (99%) Escherichia fergusonii MN587901

7-2 AN 1542 NR_074902.1 [1264/1276] (99%) MT940977

11-4A AN 1550 NR_043479.1 [1260/1269] (99%) Exiguobacterium acetylicum MN587893

16-1 R2A 1434 NR_118984.1 [1249/1261] (99%) Ralstonia solanacearum MN587895

6-2 R2A 1464 NR_113236.1 [1262/1272] (99%) Serratia marcescens MN587899

20-2 R2A 1464 NR_113236.1 [1301/1307] (99%) MT940981

20-3 AN 1485 NR_104975.1 [1233/1248] (99%) Burkholderia anthina MT940990

21-3 AN 1527 NR_102890.1 [1242/1253] (99%) Burkholderia lata MT940984

7-4 AN 1527 NR_102890.1 [1220/1235] (99%) MT940986

14-5 AN 1527 NR_102890.1 [1318/1324] (99%) MT940988

19-3 AN 1313 NR_116153.1 [1265/1268] (99%) Burkholderia ubonensis MT940989

4-3 R2A 1468 NR_043261.1 [1142/1180] (97%) Dermacoccus barathri MN587890

Bajo 2-4 AN 1465 NR_113614.1 [1219/1227] (99%) Enterobacter aerogenes MT940985
29-4B R2A 1522 NR_146667.2 [1268/1282] (99%) Enterobacter tabaci MN587891

9-4 AN 1550 NR_043479.1 [1268/1275] (99%) MT940991

16-4 AN 1412 NR_025635.1 [1263/1265] (99%) Klebsiella variicola MT940987

18-4B AN 1412 NR_025635.1 [1203/1208] (99%) MN587897

22-4 R2A 1499 NR_040955.1 [1231/1233] (99%) Lactococcus lactis MN587898

21-4 R2A 1499 NR_040955.1 [1187/1194] (99%) MT940992

16-3 AN 1434 NR_118984.1 [1197/1221] (98%) Ralstonia solanacearum MT940983

2-3 R2A 1473 NR_113348.1 [1257/1260] (99%) Staphylococcus capitis MN587900
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Figura 2. Dendograma de las secuencias de genes ARNr 16S de cepas tolerantes a Cd con secuencias de

referencia. Filogenia realizada bajo el método Maximum Likelihood con estimador bootstrap de 1000
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repeticiones y las distancias bajo el modelo Kimura 2-parameter; como “outgroup” se emple6 a Nanoarchaeum

equitans (Archaea).

Tabla 4. Resumen de las 35 cepas tolerantes a Cd aisladas e identificadas basado en la

secuenciacion parcial del gen ARNr 16S.

Cepa Género Siempre La Los Taxonomia -Clase
Viva Argentina Medios Yariguies
4-3 Dermacoccus 1 Actinobacteriota
10-2 Bacillus 1 Bacilli
21-4, 22-4 Lactococcus 1 1 Bacilli
2-3 Staphylococcus 1 Bacilli
14-1, 9-4, 11-4A Exiguobacterium 1 1 1 Bacilli
7-1,9-1, 10-1, 17-1,
18-1, 3-2, 5-2, 17-2, Burkholderia 1 9 3 2 Betaproteobacteria
23-2, 21-3, 19-3,
20-3, 7-4, 8-5, 14-5
16-1, 16-3 Ralstonia 1 1 Betaproteobacteria
15-1, 1-2 Cupriavidus 1 1 Betaproteobacteria
4-2,7-2 Escherichia 2 Gammaproteobacteria
2-4, 29-4B Enterobacter 2 Gammaproteobacteria
6-2, 20-2 Serratia 1 1 Gammaproteobacteria
16-4, 18-4B Klebsiella 1 1 Gammaproteobacteria
Rigueza géneros 3 7 8 4
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Figura 3. Morfologia de las colonias nativas tolerantes a Cd aisladas en suelos cultivados con cacao, rayado
en placa y vista de la colonia(s) en estereoscopio 20X; cédigo del aislado en paréntesis (Fuente: autor).
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3.4. Diversidad bacteriana a través de ensayos inde  pendiente de cultivo
3.4.1. Vision general de la secuenciacion

Para las doce muestras se obtuvo un total de 443,464 lecturas para la region V4 del gen
ARNr 16S que corresponden a 5,592 ASV's. Para andlisis posteriores, se realizé en la
Plataforma Microbiome Analyst, un filtro de ASV’s de baja abundancia o prevalencia por
default (minimum count 4; prevalence in sample: 20%), eliminando 1,461.

3.4.2. Normalizacién

En la misma plataforma y con el fin de eliminar la posible influencia de diferencia en el
numero de reads obtenidos, se realizé la normalizacion o rarefaccion de las muestras hasta
alcanzar 23,879 lecturas por muestra (fig. 4).
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Figura 4. Curvas de normalizacién para cada una de las muestras analizadas. La Argentina (LA); Siempre
Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y).
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3.4.3. Abundancia relativa de ASV’s a nivel de filo  y género

Para los suelos de las fincas cacaoteras, se identificé un total de 28 filos bacterianos, de
los cuales los de mayor abundancia relativa son: Proteobacteria (22.87%), Acidobacteriota
(18.08%), Actinobacteriota (9.79%), Verrucomicrobiota (9.73%), Myxococcota (6.71%),
Chloroflexi (5.12%), Plactomycetota (5.03%), Bacteroidota (3.95%), Gemmatimonadota
(3.65%), Nitrospirota (2.93%), Firmicutes (2.23%), NB1_J (2.07%) (Fig.5).
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Figura 5. Histograma de la estructura taxonémica a nivel de filo de las comunidades bacterianas del suelo
Argentina (LA); Siempre Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y).



Capitulo 1 43

Para las muestras de suelos cacaoteros, se identificaron 148 géneros y en la figura 6 se
muestran los 18 géneros con mayor abundancia relativa.
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Figura 6. Histograma de la estructura taxonémica de las comunidades de suelo a nivel de género. Argentina
(LA); Siempre Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y).
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3.4.4. Medida de la alfa-diversidad de los suelos

Para analizar la alfa-diversidad de las muestras de suelos cacaoteros, se calculd los
indices de riqueza (Observed, Chaol), diversidad (Shannon, Simpson) y dominancia de
ASV’s cuyos valores encontrados no exceden a 30, 3 y 0.8 respectivamente (fig. 7), los
cuales son considerados bajos comparados con suelos sin presencia de metales pesados,
estos resultados sugieren una perturbacién sobre la diversidad microbiana y la potencial
especializacion o dominancia de algunas comunidades. De acuerdo con el andlisis
ANOVA, hay diferencias estadisticamente significativas de las comunidades bacterianas
presentes en las muestras. Respecto al analisis de correlacién Pearson, se encontré que
los indices de Shannon y Simpson, cuentan con una correlacion positiva frente a MO, C,

pH, Mn, C.I.C.E., Ca, P y negativamente correlacionados con S.
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Figura 7. Alfa-diversidad de ASV'’s para las muestras de suelos analizados. Argentina (LA); Siempre Viva
(SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y).

3.4.5. Beta-diversidad de las muestras de suelos ca  caoteros

De acuerdo con la medicion de beta-diversidad, no se observd divergencia en la

composicion de ASV’s entre las muestras (Fig. 8).
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Figura 8. Andlisis agrupamiento jerarquico de los ASV's a nivel de filo. Argentina (LA); Siempre Viva (SV);
Los Medios (LM); Yariguies (Y).

Con respecto a la estructura de comunidades bacterianas, se realiz6 un analisis de
componentes principales (PCoA) basado en el andlisis de permutacién multiple
PERMANOVA vy disimilitud Bray-Curtis (F = 14.595, p < 0.001), el cual revel6 que
independiente de la concentracién de Cd presente en las muestras de suelo, el primer eje
(61.8%) las separa de acuerdo con el pH neutro y el segundo eje (23.4%) a las muestras

de suelo con pH acido (fig. 9).
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Figura 9. Andlisis de componentes principales (PCoA) de disimilitud Bray-Curtis de los ASV’s a nivel de filo.
Argentina (LA); Siempre Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y).
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En cuanto a las caracteristicas taxonémicas a nivel de género, se calculé la significancia
estadistica usando el método de discriminacion lineal (LDA). La estimacion de los
coeficientes de correlacion para la abundancia relativa de los 25 generos de mayor

abundancia es ilustrada en la figura 10.
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Figura 10. Grafica del andlisis discriminante lineal (LDA) muestra la diferenciacion en el patron taxonémico de
las muestras a nivel de género. La escala de color representa la abundancia de cada filo en las fincas, rojo

indica alta abundancia y azul baja abundancia. Argentina (LA); Siempre Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies

).
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3.4.6. Asociacion entre las comunidades bacterianas y propiedades de suelos
3.4.6.1. Analisis de redundancia (RDA)

Se realiz6 andlisis de redundancia entre la variacion de las comunidades bacterianas
identificadas por técnicas dependiente e independiente de cultivo y las variables edaficas
de los suelos. 11 propiedades fisicoquimicas (S, pH, C.E., Mg, Na, K, P, OM, C, Ca,
C.I.C.E) se muestran en el RDA y de acuerdo con la prueba de correlacién Spearman, para
las comunidades bacterianas se encontré correlacion positiva frente a K, MO, C, Ca, pH
(p<0.01) y P, C.I.C.E (p<0.05) (fig.11).
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Figura 11. Analisis Redundancia (RDA) entre propiedades de suelo y abundancia de comunidades de suelo
Argentina (LA); Siempre Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y).
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3.4.6.2. Heatmap.

La correlacion Spearman se us6 para investigar la relacion entre las propiedades de suelo,
concentracion de Cd y la abundancia relativa de comunidades bacterianas (fig. 12). Los
resultados sefalan para los filos Plactomycetota, Mixococcota, NB1 J, Nitrospirota,
Bacteroidota presentaron correlacién positiva con K, MO, C, Ca, pH, P y C.I.C.E (p<0.01).
En cuanto a la abundancia de los filos Actinobacteriota, Proteobacteria, Firmicutes y
Acidobacteriota presentaron correlacion negativa frente a K, MO, C, Ca, pH, Py C.I.C.E
(p<0.05). Respecto a Cd, se encontrd correlacion negativa frente a Firmicutes y correlacion
positiva con Bacteroidota (p<0.05).
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Figura 12. Heatmap de la correlacién Spearman entre las propiedades de suelo y abundancia de comunidades
de suelo. Argentina (LA); Siempre Viva (SV); Los Medios (LM); Yariguies (Y). **p<0.01; *p < 0.05.
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3.4.7. Comunidad central

En cuanto a la comunidad comdn entre las muestras de suelo a nivel de género, se
identificé a 16 géneros distintos, resaltando la presencia de 3 géneros identificados por

técnicas dependientes de cultivo (Bacillus sp., Burkholderia sp. y Cupriavidus sp.) (fig. 13).
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Figura 13. Heatmap muestra el andlisis de comunidad central de todas las muestras. El microbioma central
estim0 los géneros comunes asociados a las muestras. Los colores sefialan el nivel de prevalencia mayor
desde Café claro (p-value >0.5), mientras que el azul claro menor prevalencia (p-value<0.5). El porcentaje de

abundancia relativa se muestra en el eje x y los taxa a nivel de género en el gje y.
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DISCUSION

El suelo es un ecosistema de alta complejidad en el que habitan multiples especies de
organismos en total interaccion. El conocimiento de la diversidad del suelo, particularmente
de la fraccion bacteriana es limitada, dado que una fracciébn menor de las especies
microbianas han sido cultivadas (Joseph et al., 2003). El suelo presenta una gran
diversidad de comunidades bacterianas que contribuyen al ciclo de nutrientes, salud y
estructura, aspectos claves de la fertilidad que contribuyen al sostenimiento de las
especies vegetales, que a su vez influyen en el crecimiento bacteriano, dado por la
exudacién radicular y partes senescentes de las plantas que son fuente de nutrientes para
las comunidades microbianas (Atlas y Bartha, 2001). Sin embargo, aln existen preguntas
sin resolver en cuanto a la composicion y estructura de las comunidades bacterianas
edaficas, dado que esta caracterizacion es un gran desafio y se requiere de la integracion
de mudltiples estrategias que ofrece la ecologia microbiana para profundizar en su

conocimiento (Gomez et al., 2011).

De acuerdo con los resultados del premuestreo, permitié establecer la correlacion entre la
concentracion de Cd frente a las propiedades del suelo para 8 fincas cacaoteras de
Santander, cuyos resultados son similares a lo reportado por Engbersen et al., (2019).
Dada la complejidad del suelo como sistema vivo y cambiante, es importante planificar la
manera de realizar el muestreo, asi como determinar el area o zona, la profundidad, el
numero de muestras y réplicas; por lo anterior y en base a la informacién recopilada del
premuestreo, se seleccioné 4 fincas de acuerdo con el pH y la concentracion de Cd en
suelo, ademas se estimé estadisticamente el nUmero de submuestras que conformaron

cada una de las muestras compuestas (bajo un error relativo estimado del 20%, n = 18).

En cuanto al muestreo de las fincas seleccionadas, se realizdé aplicando las técnicas
habituales para validar la concentracion de elementos intercambiables con los cuales se
define la calidad agricola del suelo, sumado a cuidados especiales de empaque y logistica
de conservacioén de las muestras finales para mantener sin modificaciones considerables
a los elementos del suelo, evitar cambios bruscos en la diversidad bacteriana y la posible

degradacion del ADN total.

En cuanto a los resultados fisicoquimicos y en especifico de las caracteristicas de textura,

las cuales son importantes al momento de determinar los planes de fertilizacién del cultivo,
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absorcion de nutrientes y evitar residuos de fertilizantes que puedan llegar a contaminar
fuentes acuiferas, las fincas presentaron textura franco arcillosa, la cual permite retener
agua y nutrientes. En cuanto a la deficiencia de MO, P y K, es posible que sea una sefial
de agotamiento de la fertilidad del suelo o que en estos suelos de ladera o pendiente
pronunciada se presente el fenébmeno de erosién por escorrentia y deforestacién para el
establecimiento de otros cultivos, a su vez, las variaciones de concentracion de Ca, P, K,
Mg se dan por la presencia de minerales ricos en calcita y fosfatos de calcio, que fluctdan
de acuerdo con la altura de las fincas, sumado al antagonismo entre Ca frente a Mg y K,
el cual origina un desequilibrio entre las bases intercambiables, afectando su disponibilidad
en el cultivo a mediano plazo; en el mismo sentido, se detectd para todas las fincas una
deficiencia de Mg, lo que afecta el rendimiento y calidad comercial de la semilla de cacao
cosechada (Uribe et al., 2019). Otra explicacion del fenédmeno es por lo general se tiene la
concepcion en que el suelo es un ambiente rico en nutrientes, pero la realidad mostré que
es altamente heterogéneo y con la opcién de presentar microambientes con bajas
concentraciones de nutrientes y compuestos organicos e inorganicos que sirven como
sustrato optimo para el desarrollo de grupo de microorganismos oligétrofos que se adaptan
a estos ambientes, degradando la baja cantidad de materia organica y en la dindmica de

nutrientes (Hashimoto et al., 2006).

Por su parte, el Cd presente en las fincas evaluadas translocé a las plantas de cacao y se
acumulo en las hojas, mazorcas y almendras, lo que perjudica la produccion y rendimiento
del cultivo, en especial para las fincas SV y LA (datos no mostrados). Algunos de los
factores de suelo que influyen en la movilidad del Cd se encuentran pH, MO, C.I.C.E.,
variables fisicoquimicas que presentaron correlacion significativa positiva. De acuerdo con
Shanying et al., 2015, refiere que el pH es el factor mas importante que afecta la
disponibilidad y movilidad de Cd en el suelo, teniendo mas movilidad a pH entre 4.5 - 5.5,
mientras que a pH neutro y alcalino se convierte en formas de carbonato insoluble y fosfato.
En cuanto a la materia organica (MO) es la mayor fuente de cationes de intercambio,
capacidad quelante y promociéon de la actividad microbiana; precisamente por su
capacidad de intercambio cationico, hace que la MO absorba altas concentraciones de Cd,
cuyo incremento en el porcentaje de MO mediante enmiendas o fertilizacién, puede reducir

la biodisponibilidad del Cd a su vez la de aumentar el pH del suelo (Kirkham, M., 2006).
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Las comunidades bacterianas del suelo son un componente esencial del ecosistema,
independiente si el suelo presenta problemas de contaminacién geogénica o
antropogénica, lo que aln no se sabe es cual es el manejo de los microorganismos para
mejorar la fertilidad del suelo y como las comunidades bacterianas responderan a la
contaminacién de metales pesados (Fierer, N., 2017). Lo anterior se hace mas complejo
de responder si los suelos de estudio presentan contenidos variables de metales pesados
de origen natural y que son usados por muchos afios para cultivar plantas acumuladoras
de estos metales, plenamente adaptadas a este tipo de ambientes. Es por ello que la
caracterizacion de las comunidades microbianas es el primer paso en el camino de
desenredar la complejidad del suelo en cuanto a su microbioma. La investigacion plante6
el estudiar una parte del microbioma como lo es la composicion de las comunidades
bacterianas de suelos cacaoteros en presencia de Cd geogénico y las interacciones con

las propiedades fisicoquimicas.

Dado lo anterior, es importante para la observacion del crecimiento de los
microorganismos, la adecuada seleccion de los medios de cultivos, que segun Casado et
al., (2012) es una de las técnicas mas importantes en la identificacién de microorganismos
provenientes de diferentes muestras, es considerada una metodologia clasica donde se
obtiene una alta variedad de morfotipos que posteriormente pueden ser estudiados,
sumado a la optimizacion de los medios de cultivo, se pueden recuperar microorganismos
de lento crecimiento o que poseen condiciones especificas de desarrollo (Casado et al.,
2012).

Para las muestras de suelo e independiente de los medios de cultivo empleados y de la
concentracion de Cd presente en los suelos, de acuerdo con el analisis de varianza, no
hubo diferencia significativa en los recuentos obtenidos (p>0.05). Es importante indicar que
las muestras de suelo fueron extraidas en la gotera de arboles de cacao fitosanitariamente
sano, zona que no estad cerca de la rizosfera, parte en la cual interaccionan los
microorganismos con la raiz de la planta y donde se realizan mdltiples reacciones de
intercambio de nutrientes, lo cual hace que se incrementen los recuentos y multiplicidad
de géneros bacterianos (VanDamme, N. et al., 2016). En el mismo sentido, estudios sobre
la microbiota de suelo en condiciones de baja concentracion de Cd, han mostrado
recuentos de bacterias mesdéfilas en promedio de 1.2 x 107 UFC/g (Bravo et al., 2018); en
nuestro estudio se encontré recuentos menores bajo las condiciones empleadas,
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resultados que estan directamente relacionados con las propiedades de suelos, las cuales
indican que son suelos de baja calidad para el cultivo y requieren de intervencion
agronémico o de mejoramiento en sus practicas agricolas. De acuerdo con Nelino et al.,
(2019), reportd recuentos bajos antes de los tratamientos de compost y fertilizacién sobre
los niveles de microorganismos en suelo cultivado con cacao y la presencia de Cd, lo que
da pie a confirmar que la presencia del factor contaminante Cd interfirie en el crecimiento
bacteriano.

De acuerdo con los resultados del recuento total de bacterias es sintoma que las muestras
de suelo presentan variaciones en composicion de materia organica y sustancias
inorganicas, contenido de agua, disponibilidad de oxigeno y nutrientes o fuentes de
carbono, asi como el pH del suelo (Kief et al., 1987; Madigan et al., 2006), sumado a la
presencia de Cd como factor contaminante, en especial este Ultimo, va a ejercer cambios
sobre la estructura de la comunidad por la dominancia de grupos particulares, causados
por la presion selectiva que de por si ejercen los metales pesados; al mismo tiempo, el Cd
es promotor de la sobrevivencia y crecimiento de poblaciones que se adaptan a la
contaminacién con Cd y finalmente al cambio en la composicién de las comunidades

microbianas en general (Lazzaro, A., et al., 2006; Liu et al., 2020).

Al momento de aislar y purificar bacterias es importante considerar que las condiciones de
siembra sean similares a las del entorno natural, sin embargo, es dificil lograrlo, dado que
aspectos como la quimica del habitat de la bacteria, las interacciones con los factores
bidticos y abidticos, la diversidad de microorganismos y los cambios en el clima confieren
alta variabilidad, sumado a las funciones en el ecosistema a nivel microbiano y los posibles
errores en el cultivo en cuanto al establecer los medios de seleccion adecuados segun la
concentracion de nutrientes y las condiciones de incubacion (Pham y Kim, 2012). De
acuerdo con lo anterior, se propuso aislar colonias heterotrofas tolerantes a Cd, empleando
dos medios de cultivos diferentes en cuanto a fuentes de carbono y concentracién de
nutrientes (microorganismos oligétrofos por su habilidad de crecer en ambientes bajos en
nutrientes y copiétrofos por su habilidad de crecer en ambientes altos en nutrientes).
Ademas de los medios, se estableci6 incorporar cloruro de Cd como agente selectivo de
crecimiento, dado el interés de obtener colonias tolerantes al metal para su posterior

caracterizacion.
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En cuanto al nimero de colonias tolerantes a Cd aisladas en los distintos medios de cultivo
comercial difiere considerablemente (tabla 4), dado que en agar nutritivo se logré aislar un
nuamero mayor frente al medio R2A (59% de las colonias se aislo en AN y 41% en agar
R2A), esta diferencia se debe a la concentracién de nutrientes, lo que favorece el
crecimiento de ciertos géneros bacterianos como es el caso de las bacterias heterétrofas
(Latorre, N., 2007). Segun lo indicado en la tabla 5, las fincas la Argentina y Yariguies,
cuyas caracteristicas de pH de suelo son &cidas, se diferencian en cuanto a la
concentracion de Cd total y materia organica, se observa una mayor riqgueza de género en
la finca la Argentina; En cuanto a las fincas Siempre Viva y los Medios, las caracteriza pH
cercano a la neutralidad pero diferente concentracion de Cd total y materia organica, se
observa con mayor claridad una diferencia de riqueza de género a favor de la finca los
Medios. Lo anterior esta acorde con Lazzaro, A., et al.,, (2006), quien indica la
predominancia de ciertos géneros cultivables influenciados por la concentracion de Cd

presente en el suelo.

Es importante evidenciar las caracteristicas macroscdpicas de las colonias aisladas, mas
alin cuando se trata de bacterias nativas, lo cual que permite su identificacion fenotipica y
ubicacién taxondémica; algunos aislados cuentan con forma irregular, con elevacion
convexa baja, borde ondulado y coloracién blanca-cremosa brillante, otras presentan
forma puntiforme, elevacion plana, borde ondulado, similar a una costra/precipitado;
Colonias con borde regular pulvinadas, cremosas traslicidas umbonadas con consistencia

mucoide o lisa (Figura 3 y S2).

De acuerdo con el andlisis molecular de los diferentes aislados tolerantes a Cd, el filo
Proteobacteria fue uno de los mas abundantes en las diferentes muestras. De acuerdo con
Xiaoqi, L., et al., (2017), quien realizé un estudio de las comunidades microbianas en suelo
con presencia de metales pesados, reporta resultados similares e incluso indica que este
filo muestra un ligero aumento de géneros como respuesta a la presencia de la
contaminacién con metales pesados. Los estudios publicados respecto a comunidades
bacterianas presentes en suelos cultivados con cacao son limitados, sin embargo, se
confirmé que el filo Proteobacteria es el mas abundante en la comunidad bacteriana

cultivable de suelos con presencia de Cd (Bravo et al., 2018).
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Para el filo Proteobacteria, los resultados permitieron identificar a los géneros Burkholderia
sp., Cupriavidus sp., Enterobacter sp., Escherichia sp., Klebsiella sp., Ralstonia sp. y
Serratia sp., resultados similares reportados para suelos contaminados con desechos
industriales y donde las Proteobacterias se incrementan en respuesta a la polucién con
metales pesados (Xiaogi et al., 2017). Burkholderia sp., ha sido aislada en suelos no
rizosféricos con presencia de Cd (Jiang et al., 2008); Cupriavidus sp., ha sido aislado de
suelos contaminados con metales pesados, cerca a zonas de explotacion minera de zinc
(Zoropogui et al., 2008) y en suelos contaminados con Cd sembrados con arroz
(Siripornadulsil y Siripornadulsil, 2013); Enterobacter sp., aislado de suelos contaminados
con Cd y se reporta por su capacidad de bioremediacién del metal (Xu et al., 2017;
Pramanik et al., 2018; Bhattacharya et al., 2018); de acuerdo con la investigacion de
Worden et al., (2009), las cepas de Escherichia sp. podrian tener incremento en la
capacidad de tolerar Cd; en cuanto al género Klebsiella sp., se reportan para Klebsiella
pneumoniae su tolerancia y accion frente a la toxicidad del Cd a través de la
biotransformacién en CdS inerte (Holmes et al.,, 1997). Park et al., (2008) refiere a

Ralstonia sp.HM1 con capacidad de transformar Cd en CdS.

Por otra parte, para filo Actinobacteriota se aislé una cepa de Dermacoccus sp., que de
acuerdo con Becerra-Castro, et al. (2011), identifico esta bacteria endofitica y rizosférica
en Cytisus striatus con resistencia al Zinc. Para el filo Firmicutes, se encontré cepas que
pertenecen a Bacillus sp. y algunas aisladas en sedimentos contaminados con Cd (Kim et
al., 2015); Huang et al., (2013), report6 el aislamiento de Bacillus cereus RC-1 en suelos
con Cd y su potencial de biosorpcion de Cd en células vivas 0 muertas como mecanismo
de bioacumulacién. En cuanto al género Exiguobacterium sp. ha sido reportado por Kumari
et al., (2014) la capacidad de inmovilizacién de Cd en suelo por parte del género E. undae
con capacidad de convertirlo en CdCOs. Ziagova et al., 2007, aislé Staphylococcus Xylosus
en suelos empleados en mineria y reportd su capacidad de biosorpcion de Cdy Cr. Por su
parte, Sheng et al., (2016) report6 la caracterizacion de Lactococcus lactis subsp. lactis
aislada de calabazas fermentadas en presencia de 10 ppm de Cd, con capacidad de

biosorpcion a nivel de pared celular.

Es de resaltar que, 5 de los 12 géneros bacterianos (Burkholderia sp., Cupriavidus sp.,
Enterobacter sp., Escherichia sp., y Bacillus sp.) caracterizados en este estudio, son

consistentes a los hallazgos previamente reportados en suelos cultivados con cacao en
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Boyaca, Santander y Arauca por Bravo et al.,, (2018). Sin embargo, los aislados se
obtuvieron empleando técnicas de cultivo dependiente con Unico medio de cultivo (agar
layer) a una concentracion minima de 6mg/L de CdCl.. Estos resultados complementan la
informacién para Colombia y amplia el nUmero de cepas caracterizadas con capacidad
adaptativa frente al contaminante con una tolerancia a Cd en concentraciones de 120 mg/L,
lo que representa el primer reporte con esta capacidad para Exiguobacterium sp., Ralstonia
sp., Serratia sp., Dermacoccus sp., Klebsiella sp., Lactococcus sp. y Staphylococcus sp.,
ademas de confirmar que existe una mayor diversidad de bacterias tolerantes a Cd
presentes en suelos de fincas cultivadas con cacao en Colombia.

Adicional a su capacidad de accién frente a Cd, los géneros bacterianos cuentan con
funciones importantes a nivel del suelo, para Burkholderia sp. se reporta la capacidad de
fijar N y habilidad de biocontrol de algunas especies (Salles et al., 2006), Cupriavidus sp.
como fijadora de N y formacién de nodulos en raiz (Wolinska et al., 2017), Enterobacter
Sp. es una rizobacteria promotora de crecimiento de plantas, fijadora de N y solubilizador
de P (Gupta et al., 2019), Escherichia sp. produce polisacaridos que interactian entre
bacteria, suelo y planta (Seo y Matthews, 2014), Klebsiella sp. es una bacteria fijadora de
N, con la capacidad de degradar celulosa y lignina (Harindintwali et al., 2021), Ralstonia
sp. Solubilizadora de P (Hirota et al., 2012), Serratia sp. es considerada una rizobacteria
promotora de crecimiento de plantas y solubilizadora de P (Blanco-Vargas et al., 2020),
Dermacoccus sp. produce metabolitos secundarios anti-protozoarios (Abdel-Magged et al.,
2010), Bacillus sp. es considerado como rizobacteria promotora de crecimiento de plantas
y mejorador de calidad de suelo (Sabaté et al., 2020), Exiguobacterium sp. cuenta con la
capacidad de solubilizar fosfatos y promotor de crecimiento de plantas (Pandey and Bhatt,
2016), Lactococcus sp. es una bacteria fijadora de N, productora de bacteriocinas (Higdon
et al., 2020) y Staphylococcus sp. es considerada como bacteria promotora de crecimiento
de plantas (Zheng et al., 2020).

En cuanto a la estrategia cultivo independiente, se usé la secuenciacion masiva de la
region V4 del gen ARN ribosomal 16S, marcador molecular comunmente usado para este
fin, lo cual permitio6 obtener el perfil de la estructura de la comunidad bacteriana. Sin
embargo, es pertinente sefialar que estas muestras de suelos cultivados con cacao
presentan diferentes concentraciones de Cd geogénico, por ende, estan bajo el estrés
toxico de Cd, lo que adversamente influye en la diversidad y abundancia de
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microorganismos (Fierer, 2017), mas aln cuando los filos pertenecientes a las
comunidades bacterianas se ajustan en respuesta a la concentracion de Cd presente, con
la disminucién en el nimero de organismos con sensibilidad al metal e incrementando
organismos tolerantes, cambiando la composicion de la comunidad (Guo et al., 2017,
Wang et al., 2017, Liu et al., 2020), incluso pudo darse una disminucién en la diversidad y
abundancia de las comunidades bacterianas por la presencia permamente de Cd alo largo
de los afios de cultivo (Yin et al., 2015).

Los indices de diversidad reflejaron la composicion de las comunidades bacterianas del
suelo y su variacibn es una respuesta a los cambios ambientales, incluyendo
contaminacién con metales pesados y estan relacionados con el nivel endémico y
heterogeneidad (O'Brien et al., 2016), ademas del alto nimero de géneros bacterianos
distribuidos en una frecuencia baja, son similares en todas las muestras independiente del
contenido de Cd (Tabla 4). De acuerdo con Yin et al., 2019, lo anterior puede estar
cercanamente relacionado con las diferentes comunidades bacterianas nativas en suelo y
su tolerancia a Cd, asi como la emergencia y desaparicion de algunos de los grupos
dominantes bajo el estrés de Cd.

Los resultados indican que es tal el grado de adaptacion de las comunidades bacterianas,
que no es posible predecir como responden a esta exposicion, incluso no se encontré
correlacion de Cd frente a los indices de alfa-diversidad (Stuart et al., 2010). Se obtuvo,
para los indices de diversidad (Shannon y Simpson), correlaciéon positiva frente a
propiedades redox (C.I.C.E, pH), sustancias organicas (MO, C) y minerales (Mn, Ca, P),
asociadas por lo general con actividades bioldgicas y bacterianas (Fierer, 2017), resultados
acordes a los reportados por Liu et al., (2020) y Wu et al., (2017).

Las comunidades bacterianas a nivel de filo fueron similares para los suelos de las cuatro
fincas cacaoteras, incluso en base a la distancia Bray-Curtis se separan de acuerdo con la
diferencia de pH del suelo. Los principales filos en su orden de abundancia relativa:
Proteobacteria, Acidobacteriota, Actinobacteriota, Verrucomicrobiota, Myxococota,
Chloroflexi, Placntomycetota y Bacteroidota han sido previamente reportados en suelos
contaminados con Cd e incluso indican que Proteobacteria y Acidobacteriota podrian
resistir la toxicidad del metal dependiendo de sus capacidades de complejacion y adsorcion
(Liu et al., 2020; Luo et al., 2019; Wu et al., 2017; Buyer et al., 2017; Cao et al., 2020). No
solo la concentracion de Cd puede influir en la diversidad y abundancia bacteriana del
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suelo, las condiciones fisicoquimicas como la concentracién de C, pH, C.I.C.E., P, Ky la
rigueza de predadores microbianos (Ryan et al., (2009); Liu et al., (2020)), lo anterior se

interpreta como la posibilidad de aislar e identificar bacterias nativas resistentes al metal.

Wu et al., 2017 y Liu et al., (2020) sefialan que la carencia de diferencia estadisticamente
significante del andlisis de alfa-diversidad (Shannon y Simpson) y de las comunidades
bacterianas de suelo a nivel de filo frente a los niveles de Cd en suelo, se debe a que la
diversidad microbiana tuvo una débil correlacion con Cd, lo que permiti6 a muchos
microorganismos la opcién de tolerar varios niveles de toxicidad de Cd a través de distintos
mecanismos como precipitacion extracelular, adsorcién a nivel de pared celular, oxidacion

enzimatica y acomplejacion intracelular.

En cuanto a algunas funciones en suelo de los principales filos identificados, el filo
Proteobacteria es ampliamente diverso a nivel morfoldgico, fisiolégico y metabdlico, tiene
participacion importante en los ciclos de carbono, nitrégeno y azufre (Spain et al., 2009).
La presencia del orden Betaproteobacteriales, Myxococcales, Rhizobiales, NB1-j, y
Desulfarculares, han sido reportados con un incremento en la abundancia relativa del filo
Proteobacteria en sedimentos de rio en presencia de Cd (Xue et al., 2018). Para
Acidobacteriota, este filo puede usar fuentes de carbono como pectinas, almidones y
quitina, participando en el metabolismo de nitrégeno (Zang et al., 2014). El filo
Actinobacteriota es importante en la degradacion de residuos, en la formacion de materia
organica y la produccion de metabolitos secundarios (Lewin et al., 2016). Verrucomicrobia
es un filo relacionado con la fertilidad de suelos cultivados (Navarrete et al., 2015), y
Planctomycetes cuenta con caracteristicas diferenciadas como la ausencia de
peptidoglicano en su pared celular y su metabolismo es principalmente quimioheterotrofico
(Chodak et al., 2013).

Respeto a los géneros bacterianos con mayor abundancia relativa (>0.5%), se identifico a
a Nitrospira, candidatus Udaeobacter, Haliangium, Cupriavidus, MND1, Bacillus,
Kitasatospora, Niveibacterium, Acidothermus, Burkholderia, Acidibacter, Terrimonas,
Gaiella, ADurb.Bin063-1, candidatus Solibacter, Kitasatospora, Sphingomonas,
Streptomyces. Estos géneros han sido relacionados con procesos de tolerancia a Cd, por
ejemplo, Feng et al., (2018), reporto a los siguientes géneros de suelos contaminados con
Cd: Nitrospira, Bacillus, Burkholderia, candidatus Solibacter; Cupriavidus; en cuanto a

géneros endofiticos de tabaco transgénico tolerantes a Cd: MND1, Ralstonia,
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Sphingomonas, Streptomyces (Wang et al., 2021), Lazzaro et al., (2008) identificé a los
géneros Streptomyces y Kitasatospora en suelos forestales con Cd; géneros candidatus
Solibacter, ADurb.Bin063-1 y Acidibacter presente en suelos con presencia de metales
pesados (As, Pb, Cd, Zn) aledafios a mina de cobre abandonada (Chun et al., 2021); Ma
et al., (2020) report6 a Burkholderia y Gaiella en suelos cercanos a minas de Sb; en cuanto
al género candidatus Udaeobacter se reporté como el género mas abundante en suelos
con presencia de Zn, Cd, Ni y Cu colindantes a una mina de cobre abandonada (Béhmer
et al., 2020); géneros como Nitrospira y Haliangium identificados en suelos sembrados con
trigo contaminados con Cd (Song et al., 2020); Duan et al., (2020) monitore6 los cambios
en las comunidades bacterianas de suelos en presencia de distintas concentraciones de
Cd y report6 la presencia de Acidothermus y Terrimonas; el género Kitasatospora cuenta
con tolerancia a metales pesados (Ni, Zny Cu) de acuerdo con lo publicado por Yun et al.,
(2020).

En contexto, mediante las técnicas cultivo dependiente e independiente se obtuvo
resultados complementarios en la caracterizacion de la comunidad bacteriana de suelos
cultivados con cacao bajo presencia de Cd geogénico; se identificé por cultivo dependiente
a los filos Proteobacteria, Firmicutes y Acidobacteriora, mientras que por secuenciacion
masiva extendié la comunidad microbiana a Proteobacteria > Acidobacteriota >
Actinobacteriota > Verrucomicrobiota > Myxococcota > Chloroflexi > Plactomycetota >
Bacteroidota > Gemmatimonadota > Nitrospirota > Firmicutes > NB1 J. En ambas
técnicas, Proteobacteria fue el filo dominante en las muestras de suelos. A nivel de género,
mediante cultivo dependiente se aisl6 e identificé a Burkholderia sp., Exiguobacterium sp.,
Ralstonia sp., Bacillus sp., Cupriavidus sp., Serratia sp., Dermacoccus sp., Enterobacter
sp., Escherichia sp., Klebsiella sp., Lactococcus sp. y Staphylococcus sp. Por cultivo
independiente, se identific6 a 149 géneros, 6 de los cuales coincidieron para ambas
metodologias (% abundancia relativa) (Burkholderia sp. (0.90%), Ralstonia sp. (0.04%),
Bacillus sp. (1.98%), Cupriavidus sp. (0.75%), Serratia sp. (0.02%), Klebsiella sp. (0.05%)).

Con la finalidad de identificar biomarcadores a nivel de género para los suelos de cada una
de las fincas, se realiz6 el andlisis discriminante lineal junto con el tamafio del efecto (LDA-
LEfSe). De acuerdo con la figura 10, las fincas LA, LM, SV, Y tuvieron en su orden 8, 6, 7

y 4 diferentes taxa con un puntaje LDA mayor a 4. A nivel de género para SV, Nitrospira
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(Nitrospirota) fue el taxén con mayor diferenciacion, seguido de GOUTAG (Proteobacteria),
Lysobacter (Proteobacteria), Pirellula (Planctonmycetota), Polycyclovorans
(Proteobacteria), Dongia (Proteobacteria), SWB02 (Proteobacteria). Para la finca LA el
taxa diferenciador fue candidatus Udaeobacter (Verrucomicrobiota), Acidothermus
(Actinobacteriota), Cupriavidus (Proteobacteria), Acidibacter (Proteobacteria), candidatus
Solibacter  (Acidobacteriota),  Streptacidiphilus  (Actinobacteriota), = Burkholderia
(Proteobacteria), Gemmatimonas (Gemmatimonadotas). En cuanto a la finca LM,
Haliangium (Myxococcota), Niveibacterium (Proteobacteria), Gaiella (Actinobacteriota),
Anaeromyxobacter (Myxococcota), Opitutus (Verrucomicrobiota), Azovibrio
(Proteobacteria) y para Y el mayor taxa fue MND1 (Proteobacteria) seguido de Crenobacter
(Proteobacteria), HSB-OF53-F07 (Chloroflexi), Rhodovastum (Proteobacteria). Estos
hallazgos indican que los suelos cacaoteros con presencia de Cd geogénico cuentan con
géneros bacterianos resistentes al metal, lo que ocasiona reensamblaje de las
comunidades bajo el nivel de estrés de Cd, sumado a la pérdida de bacterias sensibles al
metal, lo que puede generar microambientes.

En cuanto al efecto de las propiedades del suelo sobre las comunidades bacterianas
identificadas por métodos dependiente e independiende de cultivo, estan correlacionadas
significativamente con variables como el pH, C.I.C.E, materia organica, carbono y
minerales P, K, Ca; sin embargo, no se encontr6 diferencia significativa de la concentracién
de Cd en los suelos cacaoteros, probablemente se deba a la permanente presencia del
metal en suelo, lo que generd6 mecanismos de tolerancia por parte de los géneros
bacterianos (Liu et al., 2020). Segin Ma et al., (2020) el pH y los nutrientes del suelo tienen
efecto indirecto sobre las comunidades bacterianas, e incluso, los efectos de las
propiedades de suelo y los metales pesados fue mayor en suelos con pH neutro, mientras
que el pH tuvo un mayor impacto en suelos con pH acido. Los resultados sefialan que, de
acuerdo con el pH de los suelos cacaoteros, hay cierta diferencia en cuanto a la
abundancia relativa de los principales filos de la comunidad bacteriana de las fincas LA y
Y (pH acido) frente a las fincas LA y SV (pH neutro), probablemente esta neutralidad del
suelo influyd en la proliferacion de géneros bacterianos eutréficos, lo que causa la
disminucion de la abundancia de otras cepas (Ma et al., 2020; Mohapatra et al., 2011);
ademas, los nutrientes del suelo pueden ayudar a los microorganismos a resistir la

toxicidad de los metales pesados e incrementar el metabolismo bacteriano (Gundacker et
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al., 2010), lo anterior se confirma de acuerdo con la correlacion de los filos de mayor
abundancia relativa de la comunidad bacteriana frente a las propiedades de suelos (Fig.12)

La comunidad central o comin son comunidades bacterianas presentes en todas las
muestras y pueden jugar un papel fundamental en el funcionamiento del ecosistema,
siendo las bacterias indicativo de fendbmenos que ocurren en el ambiente (Pereira et al.,
2015). En este caso, la comunidad central fue definida por los ASV'’s presentes en todas
las muestras de suelo. El género Nitrospira sp. esta ubicuoamente distribuido en habitats
Oxicos y representan la predominancia conocida que oxida nitritos en la naturaleza, el
cual cataliza el segundo paso de nitrificacion y ademas son esenciales para el ciclo
biogeoquimico del nitrégeno (Daims, H., 2014). A pesar de contar con baja abundancia
relativa, se logrd identificar géneros bacterianos presentes en todas las muestras y que
concuerdan con la identificacion de géneros aislados mediante cultivo dependiente como
Cupriavidus sp. que pertenece al filo Proteobacteria, produce metabolitos como oxalatos,
fosfatos, sulfitos para inmovilizar y disminuir la acumulacién de Cd en cultivos de arroz (Shi
et al., 2020). Otro género en comun entre las técnicas empleadas fue Bacillus sp. reportado
con actividad frente a contaminantes, en especial Cd y con capacidades matebdlicas de
carbono (Chi et al., 2020) y el género Burkholderia sp. es promotora de crecimiento de
plantas resistente a metales pesados incluyendo Cd, que bajo su influencia incrementa la
actividad de enzimas antioxidantes como catalasa y la superdxido dismutasa (Ma et al.,
2020). En cuanto al género ADurb.Bin063-1 (Verrucomicrobiota), estd asociado a la
degradacién de carbohidratos y Haliangium sp. degrada compuestos organicos y procesos
de desnitrificaciéon (Wang et al., 2019).

El género candidatus Udaeobacter es colonizador de suelos oligrotéficos y cuenta con la
capacidad para sobrevivir y replicarse por adquirir aminoacidos y vitaminas del suelo
(Venkatachalam et al., 2021). Género MND1 (Proteobacteria) prevalece en suelos tanto
moderada como altamente contaminados con metales pesados, asociados con ciclo del
nitrégeno (Chun et al., 2021) y Kitasatospora asociado con procesos de solubilizacion de
fésforo (Tchakounté et al., 2018). Para el género Acidothermus cuenta con la presencia de
genes requeridos para el metabolismo del carbono (Gosai et al., 2018). Respecto a
Acidibacter y Streptomyces, Wang et al., (2021) sefala a estos géneros como bacterias
endofiticas resistentes a Cd; en cuanto a Gaiella, se relaciona su incremento de
abundancia relativa dada su correlacion frente a actividad de sucrasa, ureasa y fosfatasa

alcalina en suelos con presencia de Cd (An et al., 2021). Segun Niu et al., (2021) reportd
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a candidatus Solibacter como género dominante en procesos de fitoremediacion en
macetas empleando a mostaza indu y pasto festuca alta en presencia de Cd; Terramonas
no solamente cuentan con la capacidad de tolerar Cd, sino que increment6 su abundancia

relativa que beneficia al crecimiento de la planta (She et al., 2021)
CONCLUSIONES

Este trabajo adiciona informacion a los estudios para comprender los aspectos de la
interaccion de las comunidades bacterianas asociadas a suelos cacaoteros con diferentes
concentraciones de Cd geogénico del departamento de Santander, Colombia. Las
estrategias de métodos de cultivo dependiente e independiente se complementan en la
identificacion y aumento en la variedad de comunidades bacterianas detectadas o
registradas hasta el momento en este ambiente. Se encontraron los filos Proteobacteria,
Actinobacteria y Firmicutes con predominancia en todas las muestras de suelo por las dos
estrategias. Dentro de los filos identificados, se caracterizaron varias cepas de diferentes
géneros con tolerancia a altos niveles de Cd (120 mg/L). Se reporta como novedoso el
aumento en el numero de cepas nativas de Exiguobacterium sp., Ralstonia sp., Serratia
sp., Dermacoccus sp., Klebsiella sp., Lactococcus sp. y Staphylococcus sp. con capacidad
de tolerar mayor concentracion de Cd. Adicionalmente, es de resaltar el nuevo reporte
hasta donde tenemos conocimiento de la cepa de Dermacoccus spp. (Fig.S6) con esta

capacidad y considerar su potencial en futuros estudios de facultad inhibitoria del metal.

Se encontré que la composicion de la comunidad bacteriana esta correlacionada de
manera significativa con propiedades del suelo, donde pH, MO y Cd total fueron los
mayores factores de variacion. La combinacién de diferentes técnicas en esta investigacion
ofrece un nuevo enfoque con respecto a la evaluacion de comunidades bacterianas en
suelos cultivados con cacao bajo estrés de Cd en Colombia, aportando informacion para
reconocer el papel ecolégico de las comunidades bacterianas en trabajos futuros de
bioprospeccion, con el objetivo de estudiar sus caracteristicas especificas de tolerancia o
retencion de Cd.
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Heavy metals can be found in soil as natural components or as product of

| contaminations events; plants growing in soils are prone to bioaccumulate heavy

metals on their biomass; Theobroma cacao is able to bioaccumulate cadmium (Cd) in
the seed and could had in derived food products, considered a human health risk;
therefore, removal Cd is desirable but not vet technically and economically feasible;
only to avoid Cd in cocoa is by selecting lands plots exhibiting lower Cd concentrations
in soils, imposing a serious limitation to farmers and regulators. The study of bacterial
communities and isolation bacteria with tolerance and mechanisms to counteract the
translocation Cd to the parts of cocoa plant exhibits high relevance in Colombia

(economy and especially to companies producing checolate and derivatives. Here, we

explore bacterial community associated with soils having relatively high natural Cd

| concenfrations in large agncultural cocoa plot located in Santander region. We
‘characterized the bacterial communities’ compositions by amplicon 165 rRNA
sequencing from metagenomics soil DNA and by culturing-based enumeration and
|isolation approaches. Our results reveal that alpha-diversity bacterial composition did

not exhibit significant changes across soils with Cd concentrations ranging 0.2-86 mg/L.
We observed statistically significant differences in beta-diversity between soil
properties, including Cd concentrations, and the presence of a core community among
the samples. Mantel test showed that bacterial community structure significantly

(comelated with C, OM, P, S, Ca. Mn and Cd. Protecbacteria, Acidobacteria,
| Actinobacteria, Verrucomicrobia, Planctomycetes, Gemmatimonadetes and Nitrospirae

were the most abundant phyla in all samples and the Chitinophagaceae,
Geobacteraceae and Nitrospiraceae dominated the core microbiome. Culture-
dependent techniques allowed the isolation of bactenal strains tolerating high Cd
concentrations up to 120 mg/L for potencial Cd biosorption or intracellular
sequestration. Among the isolates, we found a peculiar Dermacoccus sp. strain with
such capability provides the first insight regarding their it. The combination of different

approaches offers new clues regarding the assessment of bacterial communities in
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Capitulo 2

TOLERANCIA E INMOBILIZACION DE CADMIO (Cd) POR PART E DE BACTERIAS
NATIVAS AISLADAS EN SUELOS CACAOTEROS CON PRESENCIA DEL METAL

RESUMEN

La presencia de Cadmio (Cd) natural como contaminante del ambiente, especialmente en
suelos, cuenta con un serio riesgo de salud a través de la cadena alimentaria. Las bacterias
han sido aplicadas en la bioremediacion de Cd en ambientes contaminados mediante
interacciones como biosorpcion o bioacumulacién; este proceso es considerado como una
alternativa amigable con el medio ambiente. En el presente capitulo, doce bacterias nativas
tolerantes a 2500 puM de CdCl, (120mg/L Cd) se caracterizaron por su habilidad para tolerar
e inmovilizar Cd en medio liquido, mediante microscopia electronica de transmisién (TEM)
y espectro EDX. Adicionalmente, el cambio en los grupos funcionales en la superficie
celular fue realizado por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR). Las
cepas presentaron crecimiento retrasado con prolongacion de la fase lag comparado con
la curva de crecimiento en ausencia del metal, adem&s se evidenciaron cambios en la
morfologia celular, precipitacién citoplasmatica e interaccion con los grupos funcionales de
la pared celular, lo que permitio diferentes eficiencias de captura de Cd bajo las
condiciones de incubacion realizados, cuyos resultados demostraron la capacidad de
inmovilizar este metal por parte de bacterias nativas.
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1. INTRODUCCION

Cadmio (Cd) es uno de los metales pesados presentes en la corteza terrestre, se encuentra
en forma de sales, cuya toxicidad cronica, tanto en humanos y ambiente ha sido
ampliamente documentada, llegando a recomendaciones por parte de la Organizacién
Mundial de la Salud, como ingesta diaria maxima de 2.5 mg/Kg. (Zao et al., 2015). Las
bacterias son un grupo amplio de microorganismos con gran diversidad de vias
metabdlicas, fisioldgicas, y estructuras de resistencia, que las hacen propicias para
aprovechar cualquier recurso y sobrevivir a condiciones extremas que se pueden encontrar
en la atmésfera, como la radiacion, desecacion, altas temperaturas, presencia de metales
pesados, entre otras (Griffin et al., 2007). En cuanto al ambiente del suelo, la mayoria de
microorganismos que lo habitan cuentan con la capacidad de solubilizar formas insolubles
de minerales que pueden contener metales pesados los cuales, por la secrecion de acidos
organicos, pueden ser liberarlos al suelo y muchas de las bacterias del suelo son tolerantes
a metales pesados y juegan un papel predominante en la movilizacién de estos metales
(Gadd, G., 1990; Nies, D., 1999; Nies, D., 2003). Los microorganismos y en especial las
bacterias, cuentan con varios mecanismos de defensa para superar la toxicidad por Cd,
los cuales podrian ser usados para la remediacion de este metal pesado presente en el
suelo. Existe Informacion respecto a comunidades microbianas aisladas de suelo en
distintos paises asiaticos y europeos, haciendo especial énfasis en su comportamiento a
nivel de biosorpcion y bioacumulacién de Cd (Ceribasi et al., 2001; Rajdeep, C. and Pataki,
C., 2012; Siripornadulsil and Siripornadulsil, 2013; Veglio, F. and Beolchini, F., 1997;
Villanueva, L., 2005; Vijayaraghavan, K., and Yun, Y., 2008; Yadav, S. K., 2010; Tossapol
et al., 2015).

Las bacterias acumulan metales pesados como resultado de procesos metabdlicos
normales via intercambio en las paredes celulares, reacciones de complejacion en las
paredes celulares o precipitacion intra-extracelular. La adsorcién por grupos iénicos sobre
la superficie celular es el primer mecanismo para la absorcion del metal por biomasa
inactiva. La acumulacion en biomasa ha mostrado ser mas efectiva que algunas resinas
de intercambio i6nico para remocién de metales del agua (Wong and Cobbett, 2009). En
la mayoria de las células microbianas exhiben caracteristicas coloidales en la absorcion
de los metales o hidrolizan los metales de forma similar a 6xidos minerales propios del
suelo (Yadav, S. K., 2010). La biosorpcién de los metales es afectada por muchos factores
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como el pH, temperatura, concentracién y tipo de biomasa, presencia de diferentes iones
metdlicos en disolucion, tiempo de contacto, etc. Un gran nimero de microorganismos
como bacterias, hongos, levaduras y algas han sido reportados para ligar una variedad de
metales en diferentes soluciones (Siripornadulsil and Siripornadulsil, 2013). Las bacterias
tienen preferencias como bioabsorventes mas que otros microorganismos porque a)
cuentan con mayor area superficial y radio en volumen, b) un alto contenido de sitios de
guimiosorcién, asi como acido teicoico en sus paredes celulares, c) abundantes en todos

los ambientes como agua, suelo y aire.

Los iones metalicos en solucion son absorbidos sobre la superficie bacteriana a través de
interacciones con grupos quimicos funcionales como son los carboxilatos, aminas, amidas,
imidazol, fosfatos, tioeter, hidroxilos y otros grupos funcionales encontrados en los
polimeros de las paredes celulares (Zao et al., 2015). Los sitios de unién del metal son
diferentes de acuerdo con las especies microbianas y metal; la mayoria de los estudios de
biosorpcion estan enfocados principalmente sobre la seleccion de microorganismos
resistentes a metales a partir de ambientes contaminados, mas aun cuando los
microorganismos de suelos contaminados con metales tienen desarrolladas tolerancias
para los metales y probablemente incremente la capacidad de biosorpcion de los metales
(Veglio and Beolchini, 1997).

La poluciéon del ambiente con metales ha llevado a la aparicion de microorganismos
resistentes al metal en el suelo y agua en regiones industriales, ademas es importante
explorar microorganismos de ambientes para usarlos en biosorpcién de metal (Wong and
Cobbett, 2009). Los cultivos de cacao estan siendo afectados por niveles de Cd y recibe
toda la atencion en llevar a cabo estudios para identificar factores que imparten altas
concentraciones de Cd en almendras para Latinoamérica (Engbersen et al., 2019). La
presencia de Cd en suelos cultivados con cocoa causa problemas de abastecimiento y
limita las areas disponibles para cultivar cacao (suelos con baja concentracion de Cd), lo
cual afecta la produccion y procesamiento del chocolate y derivados, asi como las ventas
locales y exportaciones cumpliendo con regulaciones de concentracion en Cd (Chavez et
al., 2015).
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El objetivo del estudio fue evaluar la tolerancia y comportamiento de doce especies
bacterianas nativas tolerantes a Cd en ensayos invitro, y cuyo mecanismo de accion fue
identificado por Microscopia electronica de transmision (TEM). Ademas, el espectro
obtenido por espectroscopia infrarrojo transformada de Fourier (FT-IR) confirmé fuertes
interacciones de Cd sobre la estructura bacteriana; mientras tanto para 4 de ellas indican
presencia intracelular de Cd; en 4 bacterias la presencia de Cd esta por fuera de la célula
y 2 bacterias cuentan con interaccion de Cd con la pared celular. Las especies de estos
géneros bacterianos nativos cuentan con un potencial de aplicacién para interactuar con
metales pesados en especial con Cd presente en suelos cultivados con cacao.
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2. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Bacterias nativas empleadas

Las bacterias nativas usadas fueron previamente aisladas a partir de suelo no rizosférico
cultivado con cacao en presencia de Cd. Las cepas fueron purificadas hasta obtener un
cultivo puro y luego almacenados en crioviales con 10% de glicerol (v/v) a -20C. Las
bacterias seleccionadas identificadas taxondmicamente se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Homologia de las secuencias ADNr 16S de las bacterias nativas tolerantes a Cd.

Cadigo Afiliacion filogenética NUmero acceso a Genb  ank
10-2 Bacillus toyonensis MN587894
17-1 Burkholderia arboris MN587896
15-1 Cupriavidus necator MN587892
4-2 Escherichia fergusonii MN587901

11-4A Exiguobacterium acetylicum MN587893
16-1 Ralstonia solanacearum MN587895
6-2 Serratia marcescens MN587899
4-3 Dermacoccus barathri MN587890
29-4B Enterobacter tabaco MN587891
18-4B Klebsiella variicola MN587897
22-4 Lactococcus lactis MN587898
2-3 Staphylococcus capitis MN587900

2.2. Efecto del cadmio sobre el crecimiento bacteri ano.

A cada una de las 12 bacterias se realizé un inéculo (50 mL) cultivado a 32<C por 24 horas
hasta alcanzar una densidad optica 1.0 a 600 nm (2 x 107 UFC m/). Se inocularon al 1%
v/v en caldo nutritivo a 32<C en un shaker (150 rpm ) en diferentes concentraciones de Cd
(0, 10 y 15 mg/L), las cuales corresponden a niveles de Cd encontrados en suelos
cultivados con cacao e indicados en el capitulo uno. El crecimiento de las bacterias se
determiné cada tres horas midiendo, por triplicado, la densidad éptica a 600 nm. Como
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bacteria control positivo fue usada Cupriavidus metallidurans DSM 2839 (Siripornadulsil
and Siripornadulsil, 2013). De acuerdo con Madigan, M., et al., 2012, se calcul6 para la
fase de crecimiento exponencial y para cada una de las cepas bacterianas, la constante p,
o la tasa de crecimiento especifico (velocidad de crecimiento por unidad de biomasa) y por

unidad de tiempo (h?),
log N - log No= +/ 2,303 (t-to)
el tiempo que tarda en duplicarse la poblacion o tiempo de generacion, g.
g =0,693/u

Al inverso del tiempo de generacién se le denomina velocidad de crecimiento (K) y sus

dimensiones, son generaciones/hora.

K=1/g

2.3. Determinacion de Cd removido por las bacterias nativas

La suspension de células en crecimiento (2.5 mL) se inoculé en caldo de cultivo (Merck®)
(250 mL), modificando la concentracién de Cd presente en el medio dependiendo del nivel
de tolerancia de la bacteria, y se incubé a 32T por 24 horas sin ajustar pH. Todas las
células fueron precipitadas por centrifugacion y lavadas tres veces con agua desionizada
estéril, después las muestras fueron lavadas con 10mM EDTA estéril para remover el
exceso de Cd que pudo unirse a la superficie celular. ElI supernadante y los pellets
celulares después de centrifugado fueron usados para medir Cd total mediante absorcion
atomica de flama. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los valores
promedios con desviacion estandar fueron reportados (Huang et al.2014); ademas, se
evalud la habilidad de cada bacteria de bioacumular Cd con el calculo del factor de
bioacumulaciéon (FB), el cual se define como su relacion entre la concentracién del
elemento en la biomasa celular comparada por la concentracién del elemento en el medio
de cultivo (Ferreira et al., 2017).

FB = [Metal] biomasa celular/ [Metal] medio de cultivo-
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2.4. Estudio TEM y EDX

Las células bacterianas fueron obtenidas por centrifugacion a 6000 x g por 5 minutos,
fueron lavadas tres veces con agua desionizada estéril, después, fueron fijadas en
glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato (pH 7.2) por 4 horas y luego lavadas tres veces
con el mismo buffer, seguido por su posterior fijacion con tetréxido de osmio al 1% por 2
horas en buffer fosfato (pH 7.2) Las células fueron deshidratadas con alcohol etilico y
depositadas en una resina ERL. Para observaciones de ultraestructura, secciones con
espesor de 50-60 nm fueron obtenidas empleando ultramicrotomo (Ultracut E, Leica,
Alemania) con un cuchillo de diamante y luego depositadas en placas de cobre. Las
secciones fueron tefiidas con acetato de urilo al 2% por 1 hora y luego fijadas con citrato
de plomo por 15 minutos. Las estructuras celulares fueron observadas y fotografiadas por
microscopio electrénico de transmision con analisis simultaneo de EDX (Chen et al., 2019).

2.5. Analisis de espectros infrarrojos transformada de Fourier (FT-IR)

Las cepas incubadas tanto en presencia como ausencia de Cd (0, 10 y 15 mg/L de acuerdo
con la metodologia 2.3) por 24 horas a 32<T. Las cé lulas bacterianas fueron colectadas
por centrifugacion (4000 x g. por 10 minutos), luego se lavaron tres veces con agua
desionizada estéril y resuspendidas. Las muestras fueron liofilizadas y depositadas sobre
un plato de KBr y luego escaneadas por un espectrofotometro Infrarrojo AVATAR 360 FT-
IR (Thermo Nico-let, USA) con parametros por defecto de acuerdo con el fabricante. La
resolucion de cada espectro infrarrojo fue de 4 cm y longitud de onda desde 4000 hasta
450 cm*(Li et al., 2019).
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3. RESULTADOS

3.1. Evaluacion del crecimiento de las bacterias na  tivas

Las curvas de crecimiento de las 12 bacterias evaluadas en caldo nutritivo con y sin Cd

son presentadas en la figura 1. Con excepcién de las bacterias Staphylococcus sp. (2-3) y

Dermacoccus sp. (4-3), las demas cuentan con tolerancia a Cd en concentraciones entre

10 y 15 mg/L. La rata de crecimiento de las bacterias en presencia de Cd fue levemente

menor cuando no se cuenta con Cd, incluso se observa que algunas bacterias mostraron

con mayor claridad las fases de crecimiento (fase exponencial/latencia). En cuanto al

tiempo de latencia, se observa que es corta, lo cual hace suponer que estas bacterias

cuentan con la maquinaria celular adecuada para enfrentar al contaminante y alcanzar la

fase exponencial rApidamente. En la tabla 2 se resumen los valores |, g y K obtenidos.

Tabla 2. Pardmetros de crecimiento bacteriano.

Bacteria u(h? g (h) K (generacion/h)

Sin Cd Con Cd Sin Cd Con Cd Sin Cd Con Cd
Serratia sp. (6-2) 0,076 0,089 9,142 7,388 0,109 0,128
Cupriavidus sp. (15-1) 0,089 0,106 7,760 6,519 0,129 0,153
Klebsiella sp. (18-4B) 0,099 0,126 7,007 5,491 0,143 0,182
Bacillus sp. (10-2) 0,100 0,094 6,944 7,388 0,144 0,135
Ralstonia sp. (16-1) 0,123 0,065 5,639 10,728 0,177 0,093
Escherichia sp. (4-2) 0,066 0,074 10,548 9,365 0,095 0,107
Enterobacter sp. (29-4B) 0,111 0,104 6,249 6,657 0,160 0,150
Cupriavidus metallidurans (R) 0,093 0,058 7,492 11,907 0,133 0,084
Exiguobacterium sp. (11-4A) 0,115 0,144 6,005 4,806 0,167 0,208
Burkholderia sp. (17-1) 0,062 0,082 11,124 8,441 0,090 0,118
Lactococcus sp. (22-4) 0,240 0,392 2,885 1,769 0,347 0,565

3.2. Bioacumulacion de Cd por parte de las bacteria s nativas

En la tabla 2 se resume el comportamiento de las bacterias y su factor de bioacumulacién

FB) luego de 24 horas de inoculaciéon en caldo nutritivo suplementado con Cd. Con

excepcion de la cepa Serratia sp. (6-2), el FB para las demas es alto, lo que indica que

cuentan con capacidad para acumular Cd.
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Tabla 3. Capacidad de bioacumulacién de las bacterias nativas en caldo nutritivo

Capitulo 2

Concentracion Tincién pH Caldo Concentracion de Concentracion % Cd Factor Habilidad de
Cepa nativa inicial de Cd de Gram Nutritivo Cd en supernatante de Cd capturado capturado Bioacumulacion bioacumulacion
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (FB) de Cd

Serratia sp. (6-2) - 6.25+0.17 3.14 £ 0.09 0.28 +£0.10 8.02+2.73 0.07 +£0.03 Extracelular
Cupriavidus sp. (15-1) - 6.88 £ 0.30 2.38 £0.06 0.78 +0.14 24.61 +3.35 0.21 +0.04 Intracelular
Klebsiella sp. (18-4B) - 6.60 +£0.38 0.69 +0.08 2.59+£0.40 78.86 +2.97 0.69+£0.11 Intracelular
Bacillus sp. (10-2) + 6.34 £0.23 2.20 £0.09 0.87 £0.19 28.21 +5.37 0.23 +0.05 Extracelular
Ralstonia sp. (16-1) 3.73+£0.31 - 6.62 £ 0.25 1.41+0.19 2.17+0.21 60.59 +5.59 0.58 +0.06 Extracelular
Escherichia sp. (4-2) - 6.22 +0.42 1.50+0.21 1.78 £0.39 53.93 +£9.09 0.48 £0.11 Intracelular
Enterobacter sp. (29-4B) - 6.73 £0.44 1.56 £ 0.05 1.39 £0.04 47.16 £1.40 0.37 £0.01 Extracelular
Cupriavidus metallidurans (R) - 6.36 £ 0.41 1.70+0.11 1.61+0.07 48.63 +£0.49 0.43+0.02 Intracelular
Exiguobacterium sp. (11-4A) + 5.14 +0.38 2.92 +£0.03 0.90 £0.09 28.24+2.0 0.24 £0.02 Extracelular
Burkholderia sp. (17-1) 3.22+0.27 - 6.06 £ 0.20 2.50 £0.05 0.68 £0.02 21.33+2.21 0.18 +0.01 Intracelular
Lactococcus sp. (22-4) + 5.16 £0.19 1.73£0.04 1.51+0.18 46.38 +3.45 0.40 £0.05 Extracelular
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3.3. Microscopia TEM, Energia dispersiva de rayos X  (EDX) y espectros FT-IR
3.3.1. Resultados Microscopia TEM

Microscopia electrénica de transmision fue usada para determinar la localizacién de la
acumulacién del metal en las bacterias nativas (Figura 2 y 3). Para las bacterias nativas
Serratia sp. (6-2), Exiguobacterium sp. (11-4A), Ralstonia sp. (16-1), Enterobacter sp. (29-
4B), Lactococcus sp. (22-4) y Bacillus sp. (10-2) se observan granulos densos de Cd en la
parte exterior y células presentan alteracion o deformacién morfolégica (Figura 2 parte 1,
2 y 3). Para las bacterias Burkholderia sp. (17-1), Cupriavidus sp. (15-1), Escherichia sp.
(4-2), Klebsiella sp. (18-4B) y para la bacteria de referencia Cupriavidus metallidurans
DSM2839 (R); Los granulos densos de Cd se localizan en el citoplasma presentando
deformacién morfolégica (Figura 3 parte 1 y 2). Es interesante resefiar que las bacterias
Staphylococcus sp. (2-3) y Dermacoccus sp., en especifico la bacteria Staphylococcus sp.
produce una sustancia viscosa con textura pegajosa (exopolisacarido), la cual
posiblemente interacciona o encapsula el Cd y protege a las células de lisis o destruccion
celular a las concentraciones evaluadas, incluso luego de 72 horas de contacto en caldo
nutritivo con 15 mg/L de Cd y la Dermacoccus sp. (4-3) cuenta con una coloracién amarillo-
naranja intenso, esta bacteria no presentd crecimiento a ninguna concentracion de Cd,
pero el pellet celular del inéculo se mantuvo suspendido sin destruirse luego de 48 horas

de contacto en caldo nutritivo con 15 mg/L de Cd (Figura 4).
3.3.2. Espectros EDX

Se evidencia en los espectros de la derecha los picos de identificaciéon de Cd, alrededor
de 3.2 a 3.4 KeV, rango normal para este metal pesado y cambia su intensidad (conteo)
en diferentes formas de bioacumulacion tipicos para el metal. Otros metales presentes en
los picos de los espectros fueron C, O, CI, Pb, Si, Os y Cu; junto con picos de ClI, ya que
la fuente de Cd es cloruro de Cd grado analitico (CdCly). Cl, C, O y Si son elementos
comunes de la pared celular; los picos de Os y Cu provienen de los tratamientos de fijacion
y tinciébn de contraste de las muestras. En la mayoria de espectros para las cepas
bacterianas, se detectd un incremento de oxigeno después de la biosorpcién de Cd (Fig.
5).
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Figura 2 parte 1. Imagenes TEM de Serratia sp. (1-2), Exiguobacterium sp. (3-4);

Imagenes Ay C (0 mg/L Cd) y las flechas sefialan granulos de Cd en el exterior de las
células expuestas a una concentracién de 15 mg/L Cd.
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Figura 2 parte 2. Imagenes TEM de Ralstonia sp. (5-6), Enterobacter sp. (7-8); Imagenes

Ay C (0 mg/L Cd) y las flechas sefialan granulos de Cd en el exterior de las células
expuestas a una concentracion de 15 mg/L Cd.



78 Estudio de la diversidad microbiana asociadas a suelos cacaoteros con presencia de

cadmio (Cd?*) y evaluacion de su potencial biorremediador

5% o

Figura 2 parte 3. Imagenes TEM de Lactococcus sp. (9-10) y Bacillus sp. (11-12);
Imagenes Ay C (0 mg/L Cd) y las flechas sefialan granulos de Cd en el exterior de las
células expuestas a una concentraciéon de 10 y 15 mg/L Cd respectivamente.
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Figura 3 parte 1. Imdgenes TEM de Burkholderia sp. (1-2), Cupriavidus sp. (3-4);

Imagenes Ay C (0 mg/L Cd) y las flechas sefialan granulos de Cd en el interior de las
células expuestas a una concentracién de 10 y 15 mg/L Cd respectivamente.
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Figura 3 parte 2. Imagenes TEM de Escherichia sp. (5-6), Klebsiella sp. (7-8); Imagenes

Ay C (0 mg/L Cd) y las flechas sefialan granulos de Cd en el interior de las células
(Citoplasma) expuestas a una concentracion de 15 mg/L Cd respectivamente.
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< PEE W TNl
Figura 4. Bacterias nativas Staphylococcus sp. (1-2) y Dermacoccus sp. (3—4). Imagenes
Ay C (0 mg/L Cd), By D (15 mg/L Cd). Circulo en B indica presencia de exopolisacarido
para Staphylococcus sp. evitando que Cd entre en contacto con la pared celular (imagen

3); para la imagen 4, las flechas indican la presencia de los granulos de Cd.



82 Estudio de la diversidad microbiana asociadas a suelos cacaoteros con presencia de

cadmio (Cd?*) y evaluacién de su potencial biorremediador

3.3.3. Espectros FT-IR

Andlisis FT-IR del estudio reveld, antes y después de la interaccion con Cd, indican que
muchos de los grupos funcionales estan envueltos en procesos de biosorpcion (Figura 6
parte 1y 2). Los principales grupos de la pared celular de las bacterias se observé cambios
alrededor de 3300 cm™ —OH de la glucosa y los picos entre 1100-1050 cm* del N-H de
las proteinas asignados a la vibracion del enlace C-O y C—N respectivamente. Para alguna
de las muestras se identifico picos entre 1637-1529 cm! que corresponden al enlace C=0.
en la tabla 4 se muestran el cambio en el nUmero de onda y en la tabla 5 se resume los
grupos funcionales y tipo de vibracién. Los resultados FT-IR mostré que los grupos
funcionales estan envueltos en los procesos de biosorpcion en Bacillus sp. (10-2),

Lactococcus sp. (22-4), Cupriavidus sp. (15-1) and Burkholderia sp. (17-1).
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Tabla 4. Cambios en el nUmero de onda (cm™) para las bacterias nativas analizadas.

Cepa nativa Ndmero de onda (cm ) Sin tratamiento con Cd Numero de onda (cm) con tratamiento de Cd
Serratia sp. (6-2) 2851; 1468; 1455; 1226; 1075; 1051; 911; 855 2852; 1467; 1452; 1227; 1074; 1050; 915; 859
Cupriavidus sp. (15-1) 3274; 2923; 2873; 1528; 1466; 1455; 1388; 1230; 1171; 969; 914; 854 3275; 2922; 2872; 1529; 1467; 1456; 1389; 1225; 1170; 968; 912; 857
Klebsiella sp. (18-4B) 2923; 2873; 1528; 1466; 1388; 1338; 1231; 1054 2922; 2872; 1530; 1467; 1389; 1339; 1226; 1061
Bacillus sp.(10-2) 2957; 2923; 2850; 1529; 1390; 1226; 1055; 966; 910; 853 2958; 2922; 2851, 1530; 1388; 1227; 1061; 965; 914; 860
Ralstonia sp. (16-1) 3275; 2873; 1634; 1389; 1171; 1059; 967 3277; 2872; 1636; 1388; 1170; 1061; 968
Escherichia sp. (4-2) 3276; 2957; 1637 3274; 2851; 1635
Enterobacter sp. (29-4B) 3278; 2958; 1531; 1456; 1388; 1228; 1171 3277; 2957; 1529; 1455; 1387; 1229; 1169
Exiguobacterium sp. (11-4A) 3274; 2959; 2873; 2852; 1637; 1230; 1058; 969 3276; 2958; 2875; 2851; 1638; 1220; 1036; 965
Burkholderia sp. (17-1) 3276; 2957; 2871; 2851; 1466; 1452; 1394; 1226; 1077; 1056; 966 3274; 2958; 2873; 2852; 1467; 1455; 1390; 1227; 1075; 1054; 965
Lactococcus sp. (22-4) 3279; 2922; 2873; 1634; 1529; 1466; 1454; 1225; 1057; 965 3276; 2923; 2874; 1637; 1526; 1468; 1452; 1219; 1054; 964

Cupriavidus metallidurans (R) 3275; 2922; 1635; 1537, 1468; 1394; 1339; 968; 914, 861 3277, 2923; 1636; 1530; 1467; 1389; 1338; 969; 913; 860
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Figura 6 parte 1. Espectros FT-IR de las bacterias nativas. 1. Serratia sp. (6-2); 2. Exiguobacterium sp. (11-4A); 3. Enterobacter sp. (29-4B); 4.

Ralstonia sp. (16-1). Linea roja para las células sin Cd, linea negra para las células en presencia de Cd.
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Tabla 5. Identificacion de grupos funcionales de la pared celular de las bacterias nativas

analizadas.

Numero de onda Asignacion Tipo de vibracion

(cm™)
~3275 Amide A Stretch N-H proteins

2958/2873 Methyl CHs Stretch C-H asymmetric lipids/carbohidrates/proteins

2923/2852 Methyl CH> Stretch C-H asymmetric lipids/carbohidrates/proteins
~1636 Amide | Stretch C = O proteins
1529 Amide Il Flexion N — H proteins
1467 Methyl CH, Flexion C-H proteins/lipids
1455 Methyl CH3 Flexion C-H proteins/lipids
1389 Carbonyl Stretch C=0 asymmetric fatty acids and amino acids

~1230/~1060 Phosphate PO Stretch P=0 asymmetric phospholipids, nucleic acids

~966 Phosphate PO* Stretch P=0O symmetric phospholipids, nucleic acids
~914 Ketones C — Orring vibrations of nucleic acids “sugars”
~860 C-H group Tri-substituted bending C — H
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DISCUSION

En los Ultimos afios, el aislamiento y caracterizacién de bacterias nativas en ambientes
complejos o con presencia de contaminantes, ha tomado bastante relevancia a nivel
cientifico. Los microorganismos pueden resistir el estrés ambiental a través de una rapida
mutacién y evolucion (Yin et al., 2019), sumado al estudio de los mecanismos de tolerancia
de bacterias nativas, los cuales pueden contribuir al desarrollo efectivo en estrategias de
biorremediacién (Sun et al., 2020). La presente investigacion establecié el comportamiento
de varias bacterias nativas en caldo nutritivo suplementado con Cd en dos niveles, 10y 15
mg/L, que corresponden a niveles de Cd en suelos cultivados con cacao en el
departamento de Santander, lo que permitié evidenciar los mecanismos de accion,
cuantificar el % de captacion e identificar algunas interacciones de las cadenas laterales
de la pared celular de estas bacterias frente a Cd. El conocimiento de estos mecanismos
como la biosorpcién de metales y/o bioacumulacion citoplasmatica de metales pesados
empleando bacterias, pueden ser de gran importancia para la inmovilizacion de Cd, dadas
las ventajas de aplicacion, alta eficiencia, bajo costo y amigable con el medio ambiente
(Lata et al., 2019). De acuerdo con las variables y, g y K confirman el comportamiento de
tolerancia o capacidad de las bacterias frente a Cd, incluso para algunas se calculan
valores menores en presencia del contaminante, lo cual las hace tener ventaja de
sobrevivencia a la presencia de un restrictor de crecimiento como son los metales pesados.
En cuanto a la concentracion de Cd, 10 bacterias presentaron crecimiento a niveles de Cd
entre 10 y 15 mg/L y 2 bacterias (Staphylococcus sp. y Dermacoccus sp.) conservan la
densidad o6ptica inicial durante todo el tiempo de incubacion, lo cual indica que las
concentraciones seleccionadas no permitieron su desarrollo, siendo consideradas como
control negativo, lo que indica que la concentracién de Cd es una variable de afectacion

para las demas curvas de crecimiento.

En cuanto a la bacteria de referencia empleada como control positivo, Cupriavidus
metallidurans DSM 2839, se obtuvo un comportamiento similar a lo reportado en estudios
previos (Zoropogui et al., 2008; Siripornadulsil and Siripornadulsil. 2013). Dependiendo del
género bacteriano, existen varios mecanismos por los cuales los iones del metal se unen
0 interaccionan con la superficie celular como son fuerzas de Van der Waals, enlaces
covalentes, interacciones redox y precipitacion extracelular o la combinaciéon de estos
procesos (Rajendran et al., 2003). Otro aspecto a considerar y que de hecho es diferencial,

son las caracteristicas de la pared celular de las bacterias Gram negativas, dado que
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contienen peptidoglicano y lipopolisacaridos, considerandose mas complejas que las de
bacterias Gram positivas, que contienen acido teicoico y acido lipoteicoico, cuyas cadenas
laterales son grupos fosforilo e hidroxilo, lo cual les pueden conferir mayor o menor
capacidad de biosorpcion (Chojnacka, K., 2010; Xie, Y., 2014).

La concentracion del contaminante y su especiacion influyen en la capacidad de
acumulacién, que junto con el pH de la solucién juegan un rol clave en la biosorpcién de
metales pesados, dado que el pH influye en la solubilidad, en el estado de ionizacién de
los grupos funcionales sobre la superficie del biosorbente y compiten con iones que
coexisten en la solucién (Ozdemir et al., 2009); las bacterias nativas del estudio, luego de
24 horas de crecimiento en caldo nutritivo, contaron con capacidad de captacién de Cd
entre 8 al 79% e intervalo de pH final del medio entre 5.14 y 6.88. Segun el TEM, la
morfologia celular de algunas bacterias a nivel de superficie, presentan ciertas arrugas y
formas alargadas o deformes cuando estan expuestas a Cd, lo que son causas del efecto
téxico del metal pesado. Lo anterior en concordancia con el aspecto fisico de las colonias
en medio de cultivo en placa en presencia de Cd, algunas exhiben hinchazén con textura
liquida de forma irregular, otras generan costra superficial y halos o simplemente la colonia

se ensancha cubriendo mayor area en la placa de cultivo.

De manera individual, para la cepa Serratia sp. (6-2) se encontré un porcentaje de
captacion bajo e interaccion extracelular con Cd. De acuerdo con Chen et al., (2019) para
Serratia marcescens HB-4 de acuerdo con la concentracion de Cd del medio y el tiempo
de interaccion, puede presentar mecanismos sinérgicos entre si como absorcion
extracelular, acumulacion en periplasma y absorcién intracelular. En cuanto a la cepa
Cupriavidus sp. (15-1), se encontr6 un porcentaje de captacion del 24% y forma de
bioacumulacion intracelular. Segun Ferreira et al., reportdé el mismo mecanismo que
depende del metabolismo celular y puede ocurrir en células vivas capaces de generar
energia, es un mecanismo de captaciéon lento en comparacién con mecanismos de
absorcion extracelular, pero con mayor capacidad. Respecto a Klebsiella sp. (18-4B) se
obtuvo un 78% de capacidad de captacién y acumulacion intracelular. Se reportan estudios
de Klebsiella variicola con capacidad de biosorpcion de Ni y Co superior al 50% (Afzal et
al., 2017) otros autores como Shamin, S. y Rehman, A., indican la posibilidad que tiene
Klebsiella pneumoniae de tener captacion intracelular por la formacion de sulfuro e

incremento en la acumulacion de fésforo inorganico, ya que se forma CdS en el exterior y
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mediante el sistema transportador de magnesio o manganeso al ingresar a la célula
(Shamin, S. and Rehman, A., 2012; Holmes et al., 1997). Para la cepa de Bacillus sp. (10-
2), se obtuvo un 28% de captacion de Cd y un mecanismo de acumulaciéon extracelular.
Segun Mathew, B., et al., B. toyonensis SCE1 aislada de agua subterranea, mostroé
actividad acumulativa extracelular con Pb, e incluso se empleé en la sintesis de
nanoparticulas como absorbente de este metal pesado (Mathew, B., 2018). Se reportan
especies de Bacillus con actividad frente a Cd, en especial Bacillus catenulatus JB-022, B.
megaterium NCT-2 y B. paranthracis NT1 con actividad acumulativa extracelular (Kim, S.,
et al., 2015); para B. megaterium se reportd mecanismo de bioacumulacion intracelular con
alto porcentaje de captacion de Cd (43%) y para B. paranthracis acumulacion extracelular
con un 3% de captacion (Chi, Y., et al., 2020). En cuanto a la cepa Ralstonia sp. (16-1) a
las 24 horas se reporté con una captacion de Cd en un 60.5% y un mecanismo
bioacumulador extracelular. De acuerdo con Pugazhendhi, A., et al., la bacteria Ralstonia
solanacearum KTSMBNL 13, la cual se aisl6 de suelos contaminados con metales pesados
de la industria electroplateado, presenta mecanismo de biosorpcion con Pb, alcanzando
niveles del 90% (Pugazhendhi, A., et al., 2018). En cuanto a actividad frente a Cd de
Ralstonia sp. se referencia a Ralstonia sp. HM-1 el mecanismo de accion extracelular o
biosorpcion y precipitacion en sulfuro de Cd (Park, Y., et al., 2008).

Adicionalmente, la cepa Escherichia sp. (4-2) cont6 con una capacidad de captacién del
53.9% y mecanismo intracelular. Segun Sriram, M., et al., (2011), Escherichia fergusonii
KLUO1 cuenta con la habilidad de producir lipoproteinas biosurfactantes, que la hacen
tolerante a metales pesados, incluido Cd; otro mecanismo reportado para E. coli es, segun
Valls, M., et al., (1998) la expresiéon de metalotioneinas unidas a la membrana y
lipoproteina asociada a peptidoglicano como LamB, incluso sefiala que las metalotioneinas
unidas a metales los movilizan a sitios especificos de la estructura celular, lo anterior esta
relacionado con las observaciones realizadas por TEM y porcentaje de captura de Cd para
la bacteria nativa 4-2. En cuanto a la cepa Enterobacter sp. (29-4B) captdé un 47% de
manera extracelular, de acuerdo con Zhou, J., et al., Enterobacter tabaci aislada de
semillas de arroz con presencia de Cd y caracterizada como bacteria enddfita tolerante a
Cd, se inocul6 en macetas hidropénicas sembradas con arroz, disminuyeron la
translocacion de Cd a las raices de la planta en un porcentaje superior al 70% (Zhou, J.,
et al., 2020). Respecto a mecanismo de captacion de Cd por parte del género Enterobacter

sp., en especial para Enterobacter ludwigii LY6 se ha reportado la produccién de
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exopolisacarido, los cuales pueden ser el mecanismo de captacion de Cd (Wang, Q., et
al., 2020). Referente a la cepa Exiguobacterium sp. 11-4A, se obtuvo un 28% de captacion
extracelular de Cd. De acuerdo con Park, J., la bacteria Exiguobacterium sp. aislada de
suelo en una granja cerca de una explotacidon minera, presentd captacién de Cd a nivel
extracelular, incluso por esta acciéon hubo cambio en la estructura y composicién de la
pared celular durante el crecimiento bacteriano (Park., J. and Chon, H., 2016). En cuanto
a la bacteria Burkholderia sp. (17-1) se encontré un porcentaje de captacion de Cd del 21%
y mecanismo intracelular. Segun Zhang, J., et al., Burkholderia cepacia GYP1 presento
alta captacion de Cd, la cual fue cambiante a medida que transcurre el contacto de la
bacteria con el contaminante, el estudio refiere que a las 24 horas presentd acumulacion
de Cd extracelular e intracelular y dos dias después se incrementd la concentracion
acumulada de Cd al exterior de las células junto con la produccién de exopolisacarido
(Zhang, J., et al., 2019). Por ultimo, la bacteria Lactococcus sp. (22-4) bajo las condiciones
del experimento, presentd un 46% de captacion de Cd de forma extracelular. La
investigacion de Sheng, Y., et al., a partir de raiz de rabano, aisl6 e identificé la bacteria
Lactococcus lactis subsp. lactis, la cual present6 alta capacidad de captacion a diferentes
concentraciones de Cd (entre 50 a 200 mg/L) y referencia su accion extracelular o
biosorpcion de Cd, incluso sefiala su acumulacion en distintas partes de la membrana
celular (citoderma y citomembrana) dependiendo de la concentracién evaluada (Sheng, Y.,
2016).

La metodologia FT-IR se usO para identificar, en las bacterias nativas, los grupos
funcionales con interaccion con Cd. Después de 24 horas de incubacién, se identificaron
los grupos funcionales ubicados a nivel de la pared celular que interactian con Cd. Por
comparacion entre el grupo control (sin Cd) y células tratadas con Cd, se encontré6 una
ligera diferencia. En general para las bacterias nativas, se identificaron diferentes picos
3275,1634y 1531 cm* (grupos amida), cuya absorpcién sugiere que el &tomo de nitrégeno
puede ser el sitio principal de interaccion y union de la pared celular con Cd; otro cambio
se produjo en los picos 914, 1057, 1636 cm?, lo que indica amplificacion y extension de la
banda por la presencia de grupos C=0; otro interesante cambio fue en los picos 2958,
2923, 2873, 2852, 1467, 1455 y 860 cm, esta region corresponde tanto a la extension de
C—H and O-H, lo que sugiere la posibilidad que los atomos de oxigeno en los grupos
hidroxilo sobre la biomasa celular estan envueltos en procesos de absorpcion (Bec et al.,

2020). Picos en la regién 966, 1230, 1060 cm indican intervencién del enlace fosfato en
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biosorpcion de Cd y puede ser indicador de la produccion de fosfato de Cd sobre la
superficie de la biomasa (Chakravarty R. and Banerjee, P., 2012). El escaneo EDX provee
informacion acerca de la cuantificacion de los elementos en la biomasa celular, los picos
C, Ny O los cuales estan presentes en polisacaridos y proteinas en las paredes celulares
de la biomasa bacteriana (Chakravarty R. and Banerjee, P., 2012). El Ca puede jugar un
papel importante en el metabolismo celular, en especial a través del enlace con una
variedad de proteinas de membrana. El Cd es un metal divalente, similar al Ca, y el Cd
puede llegar a reemplazar al Ca y causar alteracion de la estructura celular, observado en
las imagenes TEM (Chakravarty R. and Banerjee, P., 2008). El incremento del oxigeno
indica la posible existencia de 6xidos que contienen Cd formados sobre la superficie de la

pared celular (Huang et al., 2020).

Los resultados mostraron que las bacterias nativas aisladas en suelos en presencia de Cd,
cuentan con diferentes formas de interactuar con este metal pesado, bajo la metodologia
propuesta, se estudié la cinética de crecimiento de las bacterias, lo cual es esencial para
comprender los mecanismos de adaptacion a restricciones externas o nuevos ambientes,
dado que generalmente se observa una relacién inversa entre la tasa de crecimiento y
concentraciones de metales pesados y en la mayoria de aislados tolerantes es tipico que
la bacteria crezca en respuesta a esta restriccién externa (Oladipo, O., et al., 2018);
incluso, se logré identificar el mecanismo de accién de las bacterias nativas al final de la
fase exponencial de crecimiento, las cepas expuestas exhibieron cambios en su
morfologia, y el valor maximo de Cd evaluados, generd dafio oxidativo y cambios en la
permeabilidad de la membrana (Sheng, Y., et al., 2016). El uso de bacterias nativas con
tolerancia asociada evidenciando mecanismos de accibn como biosorpcion y
bioacumulacién citoplasmatica frente a Cd, pueden ser consideradas como estrategias de
mitigacién en procesos de biorremediacion de Cd por su bioagmentacién en suelo, lo que

podria reducir la translocacion de Cd en granos de cacao (Bravo et al., 2021).
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CONCLUSIONES

En el presente estudio, se realiz6 el seguimiento de 12 bacterias nativas aisladas de suelo
en presencia de Cd, previamente caracterizadas molecularmente y cuyos géneros se han
reportado en la literatura con propiedades de captacion de Cd en formas diferentes. Las
curvas de crecimiento indican que las bacterias nativas aisladas toleran altas
concentraciones de Cd evaluadas y de acuerdo con los valores |, g y K las bacterias
Lactococcus sp. (22-4), Klebsiella sp. (18-4B), Exiguobacterium sp. (11-4A), Cupriavidus
sp. (15-1) y Enterobacter sp. (29-4B) cuentan con mejores tasas de crecimiento frente a
Cd. Bajo la metodologia desarrollada, las bacterias nativas analizadas cuentan
principalmente con dos diferentes formas de captar Cd, un mecanismo extracelular
(biosorpcién) y el mecanismo intracelular (precipitacion de Cd al interior del citoplasma)
gue dependen de las condiciones y tiempo de cultivo. Los resultados obtenidos por los
espectros FT-IR mostraron que la superficie activa de la biomasa incluye grupos amida,
carboxilo y grupos hidroxilo y fosfato, cuyos cambios son atribuidos por la complejacion del
Cd sobre la biomasa celular. En vista de una solucién amigable con el medio ambiente e
implementacion practica, la captacion de Cd por parte de biomasa bacteriana puede ser
una tecnologia que puede proveer una solucion para la remocién de Cd en distintas

matrices.



Capitulo 3

Capitulo 3

EFECTO DE INOCULACION DE BACTERIAS NATIVAS TOLERANT ES A CADMIO (Cd)
SOBRE PLANTAS DE CACAO EN SUELOS CONTAMINADOS CON C d EN VIVERO

COMERCIAL.

Experimental Cocoa Farm
Yariguies

Brasil




96 Estudio de la diversidad microbiana asociadas a suelos cacaoteros con presencia de

cadmio (Cd?*) y evaluacién de su potencial biorremediador

RESUMEN

En los dltimos afios, se han empleado técnicas de inmovilizacién de metales pesados
mediante bacterias, consideradas como alternativas econémicamente viables y efectivas
en remediacion de suelos contaminados. El presente estudio evalud el potencial de tres
bacterias nativas Klebsiella sp., Exiguobacterium sp. y Enterobacter sp previamente
aisladas en suelos cultivados con cacao y en presencia de Cd. Las cepas presentaron
tasas de crecimiento, porcentaje de captacién y mecanismo de accioén diferentes en las
pruebas in vitro. Esta investigacion permitié conocer el efecto de las cepas en condiciones
de invernadero en tratamientos combinados empleando plantas de cacao, donde se
empled un disefio experimental de bloques completos al azar con dos factores y 3
repeticiones, por un periodo de tiempo de 4 meses. Los resultados indican que no hay
diferencia significativa respecto a la presencia de las cepas bacterianas o en el incremento
de biomasa de las plantas. Se observé que la concentracién de Cd se distribuye de manera
distinta en las diferentes partes de la planta de cacao de acuerdo con el tiempo de
exposicion. Los resultados sugieren que puede ocurrir cierto grado de inmovilizacion de
Cd en suelo, impidiendo su bioconcentracién en raiz, lo que puede evitar su translocacion

a la planta en especial cuando se bioaugmenta el suelo con Klebsiella sp. (18-4B).
PALABRAS CLAVES

Bacterias, suelo, cadmio, vivero comercial, cacao, CCN51.
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1. INTRODUCCION

El Cadmio (Cd) es uno de los metales pesados mas toxicos, el cual inhibe crecimiento de
raices y parte aérea, afecta la incorporacion de nutrientes y homeostasis y frecuentemente
se acumula en cultivos importantes, siendo estos efectos incluso a bajas concentraciones
(Liang, X., et al., 2014). Cultivos como el cacao se han visto afectados por los niveles de
Cd, incluso la comisién europea en el afio 2014 aplica desde 2019 una norma para
maximas concentraciones de Cd permitidas en productos base cacao. Lo anterior ha
recibido total atencién llevando a cabo numerosos estudios para identificar los factores que
imparten alta concentracién de Cd en almendras de cacao provenientes de Latinoamérica
(Engnersen et al., 2019). Cd puede ingresar al cuerpo humano a través de la cadena
alimenticia, amenazando la salud, considerado un enorme reto el remediar suelos
contaminados de metales pesados a nivel mundial (Zeng et al 2020). Varias técnicas tanto
fisicas, quimicas y biolégicas han sido usadas para remediar suelos contaminados con
metales pesados, siendo las técnicas in situ las mas recomendadas desde el punto de
vista economico (Yang, Z., 2017). Muchas investigaciones han reportado el uso de
enmiendas para inmovilizar Cd en suelo, incluyendo fosfatos, arcillas, materiales
calcareos, entre otras. Sin embargo, estas enmiendas a largo plazo pueden afectar
condiciones del suelo, incluido el pH y las comunidades bacterianas (Woldetsadik, D.,
2016). Respecto a bacterias, estudios previos muestran la capacidad de los géneros
Klebsiella sp. (Shamin, S. and Rehman, A., 2012; Holmes et al., 1997); Exiguobacterium
sp. (Park., J. and Chon, H., 2016) y Enterobacter sp. (Zhou et al., 2020) para interactuar y
acomplejar Cd, siendo una posible técnica de biorremediacion aplicable en suelos. En este
estudio, se evalu6 el efecto de 3 bacterias nativas de los géneros mencionados al ser
inoculadas en suelo a diferentes niveles de Cd y sembrado con plantas de cacao en
condiciones de vivero, previamente comprobada su actividad frente al metal a nivel de
laboratorio, en donde exhibieron distintos mecanismos de acciéon como la captacion de Cd
a manera de biosorpcion e introduccién de Cd al citoplasma en concentraciones que

oscilaron entre 28% al 78%.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Bacterias nativas empleadas

Las bacterias nativas usadas en este estudio fueron previamente aisladas a partir de suelo
no rizosférico cultivado con cacao, Klebsiella sp. (cepa 18-4B) (Bacteria 1),
Exiguobacterium sp. (cepa 11-4A) (Bacteria 2), Enterobacter sp. (cepa 29-4B) (Bacteria 3),

caracterizadas en los capitulos anteriores.
2.2. Vivero empleado

La investigacion se llevé a cabo entre septiembre 2019 y abril de 2020 en la granja
Yariguies de la Compafia Nacional de Chocolates ubicada en Barrancabermeja y San
Vicente de Chucuri, departamento de Santander, (6° 54’ 30"N, 73° 44’ 08" W), a 120
metros sobre el nivel del mar, temperatura promedio de 28T y precipitacion media anual
de 2.984 mm. El presente estudio se llevo a cabo en el vivero cubierto con el que cuenta

la granja, de 160 m?, bajo el montaje sefialado en la Figura 1.

Figura 1. Instalaciones y montaje empleado en granja Yariguies (Fuente: autor).
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2.3. Disefio experimental

Se empled un disefio experimental de blogues completos al azar con dos factores: Nivel
de Cd total en suelo (bajo y alto) y tres bacterias nativas (B1-Klebsiella sp. 18-4B, B2-
Exiguobacterium sp. 11-4A, B3-Enterobacter sp.29-4B). Para cada uno de los bloques, se
realizd 3 repeticiones espaciadas por un periodo de tiempo de dos meses y en cada
repeticion la unidad experimental o réplica (planta) fue sembrada por duplicado para ser
cosechada luego de dos y cuatro meses respectivamente. En la figura dos se resume el

disefio experimental empleado.

Suelo bajo Cd Suelo alto Cd

Tratamientos ’\

Bl B2 SB Bl B2

O OO
OO
108,040

Figura 2. Disefio experimental. Consiste de cuatro tratamientos (Sin Bacteria (SB), Bacteria
1 (B1-Klebsiella sp. 18-4B), Bacteria 2 (B2-Exiguobacterium sp. 11-4A), Bacteria 3 (B3-
Enterobacter sp. 29-4B) con tres repeticiones.

Réplicas

OOELE

OO
OO
©
OOOLE
OOO
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2.4. Experimentos en tubete

Se empled semilla de cacao de la variedad CCN51, cosechada de arboles entre 7 a 8 afios
de edad, fitosanitariamente sanos pertenecientes a un lote sembrado solamente con esta
variedad autopolinizable de la granja Yariguies (Pereira de Araujo, et a., 2017). Luego de
la recoleccion de las mazorcas, se desinfectaron con hipoclorito de sodio (100 mg/L), se
extrajo las almendras cubiertas con mucilago, el cual fue retirado para evitar pudricion de
semilla (Kongor, J., et al., 2016); posteriormente las almendras se sumergieron en agua
desionizada estéril y dejadas dos dias para verificar la viabilidad de la semilla y logre mayor
probabilidad de germinar en el tubete; una vez seleccionada, se muestre6 para efectos de
andlisis de Cd total. El suelo empleado se extrajo del mismo lote, secado al sol y tamizado
por malla # 20 para quitar piedras y raices de plantas, luego fue sometido a esterilizacion
con vapor hiumedo para destruir insectos, larvas y patégenos presentes. Como fuente de
Cd se emple6 Cloruro de Cd grado analitico (Meyer®), con el cual se prepar6 una soluciéon
estandar de 1000 mg/L de Cd elemental para aplicarla a una parte de suelo mediante
atomizador manual, agitando vigorosamente para homogeneizar y obtener concentracion
de Cd en suelo entre 10 a 15 mg/Kg. En la siembra, se emplearon tubetes de altura 15 cm
y ancho de 8 cm con capacidad entre 800 a 900 gramos de suelo. La aplicacion de cada
una de las bacterias se realiz6 de la misma forma (spray), inoculando a una concentracién
de 108 células/gramo de suelo. Cada suelo independientemente del tratamiento realizado,
se dejo en reposo por una semana en un lugar oscuro, seco y fresco (Wang, T., et al.,
2014). Se sembro las semillas luego de colocar el suelo de acuerdo con el tratamiento y
aleatorizadas en el montaje dispuesto. Cada tubete fue regado con agua potable de
manera controlada todos los dias, una vez germinadas las semillas se implementé un plan
de fumigacion, control y monitoreo de acuerdo con las practicas habituales de vivero
comercial. Respecto a los insumos empleados para fumigacion y fertilizacién, se realizaron
mediciones en el contenido de Cd. Respecto a los lixiviados, se recolectaron para cada
uno de los tubetes y recopilados segun el tratamiento y analizada su concentracién de Cd
total. Cada réplica fue cosechada de acuerdo con los tiempos estipulados (tiempo 1 de 60
y tiempo 2 de 120 dias) para las 3 repeticiones.
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Figura 4. Plantas de cacao de los diferentes tratamientos aleatorizadas en tubetes antes
de ser cosechadas (Fuente: autor).
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2.5. Muestreo y analisis

Luego de cosechadas, las plantas se limpiaron y a cada una se les separ6 su raiz, tallo y
parte aérea y se registré el peso fresco. A cada una de las partes se realizd peso seco
mediante el secado de las muestras en un horno a 80C hasta peso constante. Tanto a los
suelos como al material vegetal se les realizé analisis de Cd mediante digestion en una
solucién de HNO3:HCIO4 en proporcion 1:6. La concentracion de Cd en los extractos fue
medida por ICP-OES y se calculé los factores de bioconcentracién (FBC) y translocacién
(FT) (Padmavathiamma, P., and Loretta, L., 2007).

2.6. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados para cada tiempo de recoleccion, realizando una ANOVA y

comparacion de medias se realizé prueba de Tukey usando R studio.
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3. RESULTADOS

3.1. Analisis de suelo y niveles de Cd de los insum  os empleados en el estudio

Se empled suelo (pH 4.88, Conductividad eléctrica 0.27dS/m, materia organica 1.53%,
nitrégeno total 0.074%, fosforo 11.6 mg/g, arcilla 2%, arena 88%, limo 10%) recolectado
en la granja donde se realiz6 el ensayo, clasificado como suelo franco arenoso de acuerdo
con método Bouyoucos. Una vez se procesé el suelo de acuerdo con los tratamientos, se
verificé concentracién de Cd la cual, para las muestras control (bajo Cd) fue en promedio
de 0.332 mg/Kg y para las muestras con adicion de solucién de Cd (alto Cd) fue de 12.95
mg/Kg. En cuanto al andlisis de Cd a la semilla de cacao empleada en los distintos
tratamientos el resultado promedio fue de 0.14 mg/Kg. De la misma forma se verificé la
presencia de Cd en el agua potable, cuyo reporte indicé no detectable. Respecto a los
agroquimicos empleados en el estudio Ridomil Gold N60OWP (fungicida de Syngenta®) su
nivel de Cd total fue de 2.67 mg/Kg; para Basacote 12M (fertilizante NPK de Compo
Expert®) fue de 0.534 mg/Kg. En cuanto a Nilo 350SC (insecticida de ADAMA®), Bélico®
500SC (Fungicida), Imidogen® 350SC (insecticida), Nutremin® 200EC (insecticida), Carrier

(coadvudante-encapsulador de Colinagro®) no se detect6 presencia de Cd total.
3.2. Biomasa de raiz y parte aérea de las plantas d e cacao

La acumulacion de biomasa en cada una de las partes de las plantas de cacao para cada
uno de los tiempos se resume en la tabla 1 y figura 5. El analisis ANOVA indica que, para
raiz y parte aérea, los factores influyentes para la fluctuacién de la biomasa son tiempo y
concentracion de Cd presente. Las pruebas pareadas de Tukey indican que, para los
niveles de biomasa obtenidos, no hay diferencia significativa entre muestras control (sin
bacteria) y muestras con presencia de bacterias. Se observa que para el tiempo 2 hay una

disminucion en la ganancia de biomasa en raiz y parte aérea cuando esta presente Cd.
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Tabla 1. Efecto de la inoculacién de las bacterias sobre la biomasa para los tratamientos

Peso fresco (g)

Peso Seco (g)

Nivel  Tratamiento Raiz Tallo Parte aérea Raiz Tallo Parte aérea
Cd
T12 T20 T12 T2b T12 T20 T12 T20 T1a T2b T12 T20

Bajo  Control 555+1.91 6.58+2.10 7.4+#4.2 8.0+#1.2 8.3+1.8 10.5+0.2 0.74+0.47 1.17+#0.15 1.37+0.55 2.31+0.29 1.89+0.58  3.52+0.49
Bacteria 1 3.56+0.09 6.13+2.56 4.6+0.1 8.5+2.7 6.9+0.9 12.0#4.9 0.42+0.06 1.14+0.13 1.29+0.63 2.29+0.54 1.57+0.82  3.49+1.52
Bacteria 2 3.39+0.08 5.70+1.73 5.4+0.9 8.4+0.8 7.7t0.5 12.7+1.9 0.58+0.19 1.13+0.23 1.58+0.47 2.18+0.27 1.85+0.74  3.95+0.96
Bacteria 3 3.43+0.52 7.34%2.49 51+15 95+21 7.7+06 14.0£2.3 0.44+0.11 1.35+0.10 1.31+x0.43 2.50+0.88 1.78+0.60 4.17+0.84

Alto Control 3.83+1.22 4.81+2.03 4.9+1.7 8.6+t1.1 6.6£0.5 10.4+0.5 0.44+0.05 1.01+0.36 1.19+0.34 2.47+0.29 1.57+0.65 3.25+0.51
Bacteria 1 2.53+1.17 3.97#0.70 4.2+0.8 7.0+1.3 54+0.7 9.5+1.8  0.40+0.02 0.86+0.18 1.14+0.41 2.04+0.29  1.33+0.78 3.25+0.58
Bacteria 2 3.18+0.49 4.28+2.36 5.0+0.5 6.2+2.8 5.9+1.0 8.3+3.6 0.48+0.26 0.87+0.14 1.05+0.25 1.81+0.52  1.58+0.95 2.81+1.07
Bacteria 3 3.13+1.36  3.42+1.28 4.2#19 6.1+0.5 52+14 7.8+1.9 0.50+0.07 0.79+0.41 1.04+0.30 1.92+0.58 1.22+0.76  2.77+0.87

ANOVA (Tipo Il)

Tratamiento 8.82 1.91 6.46 5.81 1.53 0.09 0.22 0.16

Tiempo 12.56 64.09 18.31 18.77 10.91 2.81%x* 10.7%* 38.81%**

Nivel Cd 3.10 32.25* 19.59 21.14 59.92* 0.51** 0.90 3.75*

Tratamiento : Cd 1.66 5.55 4.68 0.85 29.35 0.02 0.38 1.09

T1ly T2, se refiere a los tiempos en los cuales se cosecharon las plantas de cacao; T1:

Dos meses; T2: Cuatro meses. Los valores son la media *+ desviacién estandar. Letras

diferentes son estadisticamente diferentes a p<0.05 (prueba pareada Tukey). Nivel de
significancia: ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05
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Figura 5. Comparacion del Peso seco para cada parte de la planta; Bacteria 1 (B1-
Klebsiella sp.), Bacteria 2 (B2-Exiguobacterium sp.), Bacteria 3 (B3-Enterobacter sp.)
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3.3. Acumulacién de Cd en plantas de cacao, factor de bioconcentracion y
translocacion

Los efectos de Klebsiella sp. (Bacteria 1), Exiguobacterium sp. (Bacteria 2), Enterobacter
sp. (Bacteria 3) sobre la acumulacion de Cd en raiz, tallo y parte aérea para cada uno de
los tiempos se resume en la tabla 2 y figura 6. De acuerdo con el andlisis ANOVA, no hay
diferencia significativa respecto a la acumulacion de Cd para cada uno de los tratamientos,
en el mismo sentido, las pruebas pareadas de Tukey indican que para cada tiempo no hay
diferencia significativa entre las muestras control y con presencia de bacterias; sin
embargo, se evidencia una reduccion de Cd acumulado en raiz para tiempo 1 (60 dias) en
Klebsiella sp., la cual fue del 23.38% y para tiempo 2 (120 dias) fue del 25.12%, en
presencia de alta concentracion de Cd en suelo. Respecto al tallo, se observa que se
reduce su bioacumulacion en tiempo 1 para Klebsiella sp., la cual fue del 19.34% y
Enterobacter sp. en 10.93% para el tiempo 2. Los resultados de los efectos de las bacterias
sobre el factor de bioconcentraciéon de Cd en raiz expuesto a los dos niveles de Cd total
en suelo muestran que no hay diferencia significativa para los tiempos de estudio y cuyo
factor en general indica que las plantas de cacao son acumuladoras de Cd. De lo anterior
se puede destacar que la bioconcentracién obtenida por Klebsiella sp. frente a bajo y alto
Cd (T1: 1.51y T2: 2.27 respectivamente) es menor en comparacion con los tratamientos
control. En cuanto al factor de translocacion, a nivel general indica que la planta de cacao
cuenta con capacidad fitoextractora de Cd y esta eficiencia aumenta de acuerdo con la

concentracion de Cd presente en suelo.
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Tabla 2. Concentracion de Cd y factores para los tratamientos de estudio.
Cadmio total (mg/Kg) por partes de la planta Facto res
Tiempo Raiz Tallo Parte aérea Bioconcentracion Translocacion
(FBC) (FT)
Tratamiento
Bajo Alto Bajo Alto Bajo Alto Bajo Alto Bajo Alto

Tl Control 1.88+0.85 21.89+4.12 1.30+0.95 60.54+14.81 1.94+0.40 39.16+28.91 4.92+4.17  2.54+0.07 1.13+1.54 4.30+2.54
Mes 2 Bacteria 1 0.84+0.19 16.98+2.01 1.11+0.41 68.22+26.61 1.34+0.33 40.45+34.63 3.12+0.70  1.51+0.07 0.76+0.68 8.24+6.61

Bacteria 2 0.56+0.26 21.15+2.89 2.21+¥1.52 64.51+25.01 1.18+0.41 45.06+31.23 2.75%¥1.91  2.39+1.06 0.24+0.17 5.18+3.03

Bacteria 3 0.94+0.57 25.48+8.24 0.89+0.06 66.15+5.10 1.18+0.57 40.49+25.91 3.56+1.64 2.51+1.36 0.95+1.20 3.77+¢1.31
T2 Control 1.25+0.39 26.49+8.80 2.17+2.02 56.79+24.39 1.24+0.45 55.36+11.75 4.60+1.49 3.36£0.90 5.82+10.83  7.69+10.47
Mes 4 Bacteria 1 0.72+0.26 19.96+6.34 1.59+0.58 45.96+6.87 0.67+0.24 66.09+17.46 2.28+0.59  2.27+0.56 5.32+7.80 7.76+9.47

Bacteria 2 1.26+0.87 27.39+18.44 1.79+1.25 63.45+17 .66 1.53+0.22 64.82+28.36  4.64+3.19  2.53+0.28 5.82+10.83 6.39+6.70

Bacteria 3 0.84+0.96 25.71+11.96 0.94+0.52 50.67+10.44 1.07+0.45 64.45+6.44 3.53+3.99 2.48+0.77 6.64+11.87 4.37+1,62
ANOVA (tipo 1)
Tratamiento 0.64 150.92 3.21 224.10 1.20 197.50 0.03 0.11 69.76 25.22
Tiempo 0.09 59.20 0.41 543.0 0.49 2745.80 0.02 0.02
Tratamiento : Cd 0.53 23.67 1.23 357.50 1.14 81.3 0.08 0.01

Los valores son la media + desviacion estandar.
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Figura 6. Acumulacién de Cd para cada parte de la planta de cacao. Bacteria 1 (B1-
Klebsiella sp.), Bacteria 2 ((B2-Exiguobacterium sp.), Bacteria 3 (B3-Enterobacter sp.).
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Figura 7. Estado fisiolégico de las plantas de cacao en los distintos tiempos del
experimento A) 2 meses; B) 4 meses. (Fuente: autor)
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Figura 8. Diferencias fisioldgicas entre plantas sin Cd (A) y con Cd (B). A) planta con alta
produccién de biomasa aérea, tallo largo y grueso, con presencia de varios peciolos; raiz
principal larga y recta, raices secundarias abundantes. B) Planta con biomasa aerea baja,
tallo corto y delgado, los peciolos cubren la parte superior del tallo, presencia de raiz
principal larga, delgada, curva y fragil, y pocas raices secundarias (Fuente: autor).
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DISCUSION

Se efectud seguimiento de plantas de cacao bajo diferentes tratamientos y tiempos, con el
propésito de evaluar el comportamiento de 3 bacterias nativas, que previamente a nivel de
laboratorio se habia demostrado su mecanismo frente a Cd. Se realiz6 un biosensayo bajo
condiciones controladas de vivero comercial y se evalué la capacidad de captacion de Cd
de las plantas de cacao en presencia de las cepas bacterianas. Se utilizé la variedad
autocompatible de cacao CCN51, dada su mayor presencia en los cultivos de Sudamérica,
alta resistencia a enfermedades, perfil aromatico y mayor contenido de polifenoles y
manteca de cacao en grano (Boza et al., 2014). Hay varios factores que influyen
directamente en la toxicidad de Cd en cacao, como son concentracion, tiempo de
exposicion, textura y caracteristicas quimicas del suelo como pH, materia organica, entre
otras (He et al., 2015). Respecto al suelo empleado cuenta con textura franco arenosa, el
cual tiene ciertas ventajas como facil de labrar, baja compactacion, absorcion rapida de
agua y cuentan con buen drenaje, pero dadas estas condiciones requiere riego y
fertilizacién permanente, dadas las pérdidas de nutrientes por lixiviacion. Este suelo tiene
pH acido, el cual es un factor importante para procesos de absorcién de Cd. De acuerdo
con Qi et al., 2018, sefala la posibilidad de interaccion del Cd con 6xidos de hierro,
manganeso y carbonatos, que por lo general estdn inmdviles, permitiendo la libre
movilidad, fito-disponibilidad e intercambio de Cd. Respecto a la materia organica, el suelo
cuenta con bajo porcentaje, lo cual para el experimento tiene cierta ventaja, dado que
segun Shahid et al. (2016), la biodisponibilidad de Cd esta directamente influenciada por
el humus, sustancia dentro de la materia organica responsable de mantener nivel alto de
pH y contenido de &cido fulvico altamente reactivo, promoviendo la biodisponibilidad de
Cd.

En cuanto a la fuente de Cd, se empled una de las mas estables como lo es Cloruro de
Cd, altamente movil en suelo y soluble en agua (Sauve, et al., 2000) buscando elevar la
concentracion presente en el suelo y comparar los efectos que provoca el metal en las

plantas en presencia de las bacterias inoculadas.

Segun Zug, et al., (2019), el uso de fertilizantes contaminados o no con Cd, pueden causar
altos niveles de Cd en cultivos, contaminarlos directamente o generar mayor movilidad de
Cd en suelos acidos, para la planta en si mismo obtener un crecimiento mas rapido o mayor
absorcion de Cd por las micelas del suelo (Zug, K., et al., 2019). En nuestro caso, se usaron
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agroquimicos para fertilizar el suelo con NPK y lograr la germinacién de semilla, también
el de controlar posibles plagas u hongos que llegasen a afectar a las plantas. Dichos
agroguimicos como fungicidas e insecticidas, los cuales se adicionaron de manera
rotacional segun lo establecido por la granja, cuentan con baja concentracién de Cd y cuya
dosis aplicada contribuyé a incrementar la concentracion de Cd total alrededor de
0,01mg/Kg para cada uno de los tratamientos, sin determinar otro grado de influencia en
el experimento. Ciertos microorganismos desarrollan resistencia potencial a Cd,
dominando las condiciones rizosféricas y promoviendo el crecimiento de las plantas bajo
estrés de Cd, contando con mecanismos inherentes para unir Cd libre a nivel de pared
celular, acomplejamiento a nivel de citoplasma o con la excrecion de acidos organicos
guelantes de Cd (Liu, H., et al., 2020).

Las bacterias nativas empleadas en el experimento fueron aisladas y caracterizadas a nivel
de laboratorio, caso Klebsiella sp. (MN587897) (Bacteria 1), género perteneciente al filo
Proteobacteria, es un bacilo Gram negativo, la cual mostré tolerancia a Cd presente en
caldo nutritivo en concentraciones entre 10 a 15 mg/Kg; segin Pramanik et al., (2018), la
inoculaciéon de Klebsiella sp. como bacteria promotora de crecimiento de plantas y
bioacumuladora de Cd, decrece significativamente la concentracion de Cd en los tejidos
de plantas de maiz, confiriendo a la planta cierta tolerancia a Cd. Por su parte
Exiguobacterium sp. (MN587893) (Bacteria 2), es un bacilo Gram positivo perteneciente al
filo Firmicutes, tolerante a Cd en concentraciones entre 5 a 10 mg/Kg; Jan et al., (2019)
reporto la capacidad de biorremediacién de Exiguobacterium sp. en plantas de arroz, por
su capacidad intracelular de acumulacién, sumado a su caracter de promotor de
crecimiento de plantas por ser una bacteria endéfita; en cuanto a Enterobacter sp.
(MN587891) (Bacteria 3), pertenece al filo Proteobacteria, es un bacilo Gram negativo,
tolerante a Cd en solucién presente en caldo nutritivo a concentracién entre 10 a 15 mg/Kg;
Sabir et al., (2020) reporté la inoculacion de Enterobacter sp. MN17 en Brassica, cuyo
efecto es la mejora en el crecimiento de las plantas, a su vez de reducir la disponibilidad
de Cd por su acomplejacion mediante proteinas de membrana o por su acumulacion
intracelular.

Estos géneros bacterianos fueron empleados en el experimento por contar con
condiciones importantes como crecimiento rapido y alta produccion de biomasa celular a
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las 24 horas sin requerir medios de cultivos complejos y tolerar altas concentraciones de
Cd.

En cuanto a biomasa representada en peso seco para raiz y parte aérea se observé un
incremento para todos los tratamientos con mayor diferencial en tiempo 2 sin la presencia
de Cd; la biomasa obtenida por la bacteria 3 es levemente mayor para raiz y parte aérea
frente al control, las cuales, sin contar con diferencias estadisticamente significativas,

pueden estar relacionada con la presencia de la bacteria (Figura 7).

De acuerdo con el andlisis de varianza, hay diferencia significativa (p <0.05) para la
biomasa en raiz y parte aérea respecto al tiempo de exposicién y concentracion a Cd.
Fisicamente se evidencid que estas plantas contaron con unaraiz larga y delgada con baja
produccién de raices secundarias, en cuanto a la altura se refleja ligera reduccién y baja
produccién de parte aérea en los tratamientos con alta concentracion de Cd, con el
consecuente decrecimiento de peso seco para todas las partes de la planta (Figura 8).
Esta pérdida en rendimiento puede darse por la toxicidad originada por la alta
concentracion de Cd disponible en suelo (Ehsan, M., et al.,, 2009). Los resultados
mostraron que Cd fue absorbido por el sistema radicular y acumulado en todos los 6rganos
de la planta de cacao, demostrando una alta rata de translocacion. La acumulacion en las
partes de la planta cambi6 en el tiempo, dado que para los primeros 60 dias se present6
mayor concentracién en Tallo>Parte aérea>Raiz y luego de 120 dias cambia a Parte
aérea>Tallo>Raiz. Segun Verbruggen, N., et al., (2009) una mayor acumulacién de
metales en la raiz es caracteristico de plantas intolerantes, mientras que plantas con la
habilidad de translocar metales hacia la parte aérea es reconocido como factor de
tolerancia (Verbruggen, N., et al., 2009).

Lo anterior esta relacionado con los Factores de bioconcentracién (FBC) y translocacién
(FT) indican que la relacion entre la concentracién Cd en raiz y suelo (FBC) y la relacion
entre concentracion de Cd en tallo y raiz (FT); FBC<1ly FT <1 la planta es excluyente, si
el FBC >1 y FT > 1 la planta es acumuladora y FBC>10 es hiperacumuladora
(Padmavathiamma, K., 2007); en nuestro estudio, se encontr6 que para todos los
tratamientos con alta concentracion de Cd en tiempo 1 el FBC fue de 2,23y FT de 5.37 y
para tiempo 2 el FBC fue de 2,66 y FT de 6.55, confirmando que las plantas de cacao del
estudio son acumuladoras Yy fito-extractoras de Cd. De acuerdo con Li et al., (2018) cuya
investigacion de inmovilizacion de Cd en plantas de soya en presencia de 100 mg/Kg de
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Cd en suelo inoculadas con Rhizobium pusence KG2, reporté un FT de 7.5, siendo un valor
menor frente a plantas sin presencia de la bacteria Gram negativa (FT 12.7), siendo el
factor que contribuye a la disminucion de la biodisponibilidad del contaminante por parte

de la soya, cuya caracteristica es de ser hiperacumuladora de metales pesados.

En cuanto a la concentraciéon de Cd final en suelos y lixiviados para los tratamientos con
baja concentracion de Cd para el tiempo 1 se encontré un valor promedio en suelo de
0.254 mg/Kg y para lixiviados de 0.005 mg/Kg; para suelo con alto Cd de 12.94 mg/Kg y
lixiviados de 0.63 mg/Kg; para el tiempo 2, el suelo de baja concentracién de Cd se reporta
un valor promedio de 0.22 mg/Kg y lixiviados de 0.045 mg/Kg; para suelo con alto Cd de
9.78 mg/Kg y lixiviados de 1.17 mg/Kg; valores que al contrastarse con las concentraciones
iniciales dan lugar a que la fuente de Cd que transloc6 a las plantas provino exclusivamente
del suelo con bajas pérdidas de Cd en el montaje realizado. De acuerdo a lo anterior, es
interesante disefiar estrategias de biorremediacién encaminadas a contrarrestar la
translocacion de Cd, impidiendo que la raiz tenga accion con Cd. En nuestro estudio se
observé que, independiente del tiempo de exposicion a Cd de Klebsiella sp, se obtuvo una
reduccién en la bioacumulacién del metal en la raiz de la planta de cacao en los
tratamientos con alta concentracion de Cd en suelo; de la misma forma, esta bacteria
obtuvo un factor de bioconcentracién menor frente al control, lo que puede dar a lugar a

considerarla como una alternativa para disefiar ensayos de biocontrol de Cd en suelo.
CONCLUSIONES

Actualmente la contaminacién ambiental y en especial la presencia de metales pesados
en suelo destinado a cultivos, es uno de los retos mas importantes a solucionar en afios
venideros, mas aun cuando distintas publicaciones refieren que la concentracion de Cd en
suelos de Colombia cultivados con cacao es uno de los limitantes para la industria del
chocolate, la cual esta en pleno auge por la calidad de grano colombiano. El uso de
microorganismos o bacterias como inéculos con el objetivo de mejorar la productividad de
plantas y como biocontrol es una de las opciones mas reconocidas y estudiadas. En la
investigacion, se realizé la inoculacion de 3 distintos géneros bacterianos nativos Klebsiella
sp. 18-4B (MN587897), Exiguobacterium sp. 11-4A (MN587893) y Enterobacter sp. 29-4B
(MN587891), los cuales, cuentan con mecanismos de accion frente a Cd y en especial
Klebsiella sp., la cual presenta cierta tendencia a contrarrestar la bioacumulacion de Cd en

raiz de las plantas, lo que puede dar pie a realizar nuevos experimentos que permitan
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confirmar estos hallazgos preliminares, buscando la reduccion de los efectos adversos de
Cd sobre crecimiento y productividad en cultivos de cacao en suelos con alta concentracién

del metal.
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Conclusiones y recomendaciones generales

1.1 Conclusiones generales

Se describid las comunidades bacterianas presentes en los suelos cacaoteros de San
Vicente de Chucuri con distintos niveles de Cd luego del procesamiento bioinformatico de
secuencias del gen ARN ribosomal 16S. Todo indica que estan formadas por filos que
generalmente habitan en suelo sin presencia de contaminantes, solo que las muestras
procesadas presentaron variabilidad influenciada indirectamente por la concentracion de
Cd asi como por algunas propiedades de suelo, destacando la abundancia relativa del filo
Proteobacteria, similar a resultados previamente publicados; por otra parte, se identifico a
las principales familias de bacterias que pertenecen a la comunidad central y que pueden
participar en procesos de interés hioldgico en suelos. Al efectuar recuentos de viables
totales en agares comerciales, se obtuvieron bajas UFC/g por la presencia del metal
pesado. Mediante técnicas de microbiologia convencional, se logré aislar bacterias nativas
de suelo tolerantes a Cd, que luego de su caracterizacion molecular, pertenecen a varios
géneros bacterianos que, de acuerdo con referencias, cuentan con capacidad de accion
contra Cd, lo que abre la posibilidad de emplearlos en procesos de biorremediacion.

Se caracterizé a nivel de laboratorio, la capacidad biorremediadora de Cd de 12 bacterias
nativas, a la vez se evalu6 las fases de crecimiento en ausencia y con presencia de Cd,
alcanzando la fase lag entre las 24 y 36 horas luego de inoculadas en caldo nutritivo, lo
cual las hace de interés en aplicaciones biotecnolégicas. Respecto a su capacidad de
accioén frente a Cd, se encontré que en 9 de ellas cuentan con una captacién de Cd mayor
al 20%, reportando su mecanismo de accién como biosorpcion extracelular para 5
bacterias e introduccion de Cd al citoplasma en 4 bacterias nativas. En la mayoria de las
bacterias se presenta deformacion fisica, lo que es normal ante la presencia de un metal

pesado y su alta concentracion. La metodologia propuesta logré identificar la captacion de
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Cd por parte de las bacterias en la fase exponencial de crecimiento (24 horas) sin
modificacion relevante en el pH del medio. Las bacterias nativas aisladas objeto del estudio
han sido referenciadas su capacidad de captacién de Cd u otros metales con similar
valencia, reportando mecanismos de accién como hiosorpcion y precipitacion intracelular

de Cd a nivel de citoplasma.

Se validd, en condiciones de vivero, la capacidad biorremediadora de Cd de tres bacterias
nativas aisladas de suelos con presencia de Cd. Se observo los efectos notorios que Cd
hace a las plantas que repercute en la pérdida de biomasa y rendimiento del cultivo; es
posible que las bacterias eleven la biomasa de las plantas, en especial de raices y parte
aérea en presencia de Enterobacter sp., también se report6 la forma de bioacumulacion
de Cd en los tejidos de la planta, los cuales cambian con el tiempo de desarrollo de la
planta. Los resultados indican que la bacteria nativa Klebsiella sp. conté con el menor factor
de bioacumulacién de Cd en raiz y tallo, reduciendo en alrededor del 23% la translocacion
de Cd del suelo a raiz de plantas de cacao, lo que puede llegar a ser una de las alternativas

que puede ayudar a reducir la captura de Cd por parte de las raices de la planta de cacao.

En la actualidad, existen pocos estudios como el realizado, en los cuales, desde la
seleccién de fincas, el disefio del muestreo, recoleccién y tratamiento de muestras de
suelo, asi como su procesamiento en blsqueda de bacterias nativas con accion frente a
Cd, las cuales, una vez aisladas, se lograron identificar mediante técnicas moleculares y
luego se verifico a nivel de laboratorio, su crecimiento frente a Cd y su posible mecanismo
de accion, que posteriormente para algunos géneros bacterianos nativos, se realizé un
bioensayo a nivel de vivero y se comprobd su capacidad de biorremediacion de Cd en
plantas de cacao, hacen de esta investigacion de caracter integral y a su vez, bajo la
metodologia descrita, se generdé nuevo conocimiento en ciencia basica, y ain mas
sobresaliente fue el de demostrar que las bacterias, las cuales son uno de los pilares de
las reacciones biolégicas de la naturaleza, son alternativas de innovacion, desarrollo y
fuente de creacién de bionegocios, con las cuales es posible la soluciéon de muchos de los

problemas causados por el hombre.
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1.2 Recomendaciones generales

Estudio de los mecanismos de los microorganismos para la tolerancia a metales y su
relacion con el suelo y la planta, puede demostrar su accion sobre el contaminante.
Los tratamientos con plantas pueden causar cambios significativos en la estructura de
la comunidad bacteriana con respecto al tratamiento sin planta y se podria evidenciar
un cambio con respecto al suelo inicial, como se pudo evidenciar a través del analisis
de Beta-diversidad en suelos con la planta y permitiendo correlacionarse con cambios
determinados en diferentes variables del sistema a través del tiempo entre cada
parametro fisicoquimico y la abundancia relativa de cada género bacteriano.

Efectuar un monitoreo de los suelos en las fincas cacaoteras participantes en la
investigacion, tomando muestras en diferentes tiempos, efectuando estudios
microbioldgicos, con la finalidad de medir la dinamica en las comunidades bacterianas
en presencia de Cd.

Realizar un estudio a mayor escala para los demas departamentos cacaoteros del pais,
con el fin de conocer la calidad de estos suelos, verificar los niveles de Cd y realizar
analisis metagenémico a una mayor profundidad de secuenciacion, buscando obtener
resultados significativos estadisticamente y visualizar la composiciéon de las
comunidades bacterianas hasta nivel de especie o sub-especie, y su interaccion en
suelos cultivados con cacao.

Efectuar analisis genémicos, con el fin de conocer genes especificos e identificar rutas
metabdlicas, con las cuales se logre regular y potenciar la capacidad de captacion de
metales pesados por parte de este tipo de bacterias.

Realizacion de estudios a nivel de vivero, empleando las bacterias nativas con
capacidad de captacion de Cd, para evaluar su accionar bajo distintas concentraciones
de Cd, empleando distintos tipos de enmiendas, fertilizantes y agroquimicos naturales
como control de plagas.

Ensayos a nivel de vivero de distintas variedades de cacao criollo, bajo la misma
metodologia desarrollada en este estudio y encontrar que variedad es la que cuenta
con menor capacidad de translocar Cd a la planta y se pueda sembrar en terrenos con
concentracion de Cd en suelo variable y con el seguimiento en la dinamica de los

microorganismaos.
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Figura. S1 (a). Dendograma parcial ITS de bacterias tolerantes a Cd usando Software

GelCompar Il. porcentaje de agrupamiento con similitud del 90%.
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Figura. S1 (b). Dendograma parcial ITS de bacterias tolerantes a Cd usando Software

GelCompar Il. porcentaje de agrupamiento con similitud del 90%.
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Figura S2. Morfologia de colonias aisladas tolerantes a Cd (Fuente: autor)

Codigo Placa Colonia vista al Descripcion
aislado Estereoscopio

Colonias pulvinadas
rem rillant r lar

10-2 cremosas brillantes regula
blancas circulares
Colonias amarillas intensas
circulares  borde  regular
brillantes

7-1
Colonias blancas cremosas
circulares brillantes convexas
regular

9-1

18-1 Colonia blanca cremosa
intensa  circular brillante
regular pulvinada

3-2 Colonias amarillas intensas

circulares  borde  regular
brillantes
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Cadigo Placa Colonia vista al Descripcion

aislado Estereoscopio
23-2 Colonias pulvinadas blancas

cremosas brillantes circulares

con borde regular

8-5 Colonias planas fusiformes
con bordes rizados, blancas
opacas cerosas.

10-1 Colonias blancas intensas
brillantes convexas con borde
regular cremosas

17-2 Colonias amarillo claro,
planas con borde regular
circulares

17-1 Colonias pulvinadas
cremosas brillantes borde
regular circulares

15-1 Colonia convexa blanca

cremosa con borde regular

brillante fusiforme
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Cadigo Placa Colonia vista al Descripcion

aislado Estereoscopio
1-2 Colonias cremas circulares

pulvinadas con borde regular

brillantes

4-2 Colonias  irregulares  de
aspecto ceroso de color café
claro

7-2 Colonias amarillo  planas
borde regular circulares

14-1 Colonia pulvinada blanca
traslucida  borde  regular
circular

16-1 Colonias amarillas intensas
brillantes circulares borde
regular convexas

6-2 Colonias circulares color café

brillantes borde regular
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Cadigo Placa Colonia vista al Descripcion

aislado Estereoscopio
20-2 Colonias liquidas blancas

brillantes circulares con borde

regular

20-3 Colonias cremosas blancas
con borde regular

21-3 Colonias amarillas cremosas
umbonadas irregulares
brillantes

7-4 Colonias amarillas pulvinadas
cremosas brillantes
irregulares

14-5 Colonias convexas circulares
amarillas brillantes

19-3 Colonias blancas opacas

umbinadas circulares borde

regular rizadas
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Cadigo Placa Colonia vista al Descripcion
aislado Estereoscopio
4-3 Colonias blancas cremosas
brillantes circular borde
regular pulvinada
2-4 Colonias convexas entero
] color blanco intenso en el
centro brillantes
29-4B Colonias irregulares
L cremosas borde entero
brillante
9-4 Colonias planas circulares
|3 color amarillo borde entero
brillantes
16-4 Colonia convexa blanca
cremosa brillante fusiforme
18-4B Colonias convexa blanca
cremosa brillante borde
entero
22-4 Colonias traslucidas planas
fusiformes borde entero
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Caédigo Placa Colonia vista al Descripcion
aislado Estereoscopio
21-4 Colonias planas blancas en

centro rugosas opacas

rizadas

16-3 Colonia umbonada circulares
ovaladas café claras opacas
rugosas

2-3 Colonias café claro planas

lisas circular borde regular

cremosas brillantes
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Figura S3. Rayado en placa de la bacteria nativa Dermacoccus sp.
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Figura S4. Imagenes TEM y EDX para la bacteria de referencia Cupriavidus metallidurans
DSM 2839 (Fig. 3i-j). A: 0 mg/L Cd; B: 15 mg/L Cd. Flechas sefialan granulos de Cd en

citoplasma. Picos Pb-Cu provienen de tintas de contraste.
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Tabla S1. Composicién de los medios de cultivo empleados.

g/L
Extracto de levadura 0.5
Proteosa peptona N° 3 0.5
Agar R2A Peptona acida de caseina 0.5
(bajo en concentracion de Glucosa 0.5
nutrientes) Almidén soluble 0.5
Piruvato de sodio 0.3
Fosfato dipotéasico 0.3
Sulfato de magnesio 0.05
Agar-agar 15
o/L
Agar Nutritivo (Alto en Peptona de carne 10
concentracion de nutrientes) Extracto de carne 10
Cloruro de sodio 5.0

Agar-agar 18




Tabla S2. Formato de Recopilacién datos fincas cacaoteras municipio de San Vicente de Chucuri
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Nombre del
duefio

Nombre
de la Finca

Vereda

Ha de
la finca

Lotes

Variedades

Ha por
lote

Edad
Afios

Arboles
Ha

Topografia

Plan de
enmiendas

Plan de
Fertilizacion

Tiempo Ultima
fertilizacién Afos

Kl Secos
por Ha
Afo

Observaciones




Material suplementario

161

Tabla S3. Propiedades de suelos de las fincas cacaoteras. Textura; pH; Capacidad intercambio catiénico efectiva (C.I.C.E); Carbono

(C); Materia organica (MO), Fosforo (P), Azufre (S), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Potasio (K), Sodio (Na), Conductividad eléctrica

(C.E), hierro (Fe), Cobre (Cu), Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Boro (B), Aluminio (Al), Cadmio total (TCd).

Finca Textura ¥ pH C..CE C (%) MO P S Ca Mg K Na C.E. Fe Cu Mn Zn B Al TCd
(Bouyoucos) (Me/100g) (%) (ppm)  (ppm)  (Meg/100g)  (Meqg/100g)  (Meq/100g)  (Meq/100g)  (dS/m)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (Meq/100g)  (ppm)
Y1 FArA 4.87 10.90 0.48 083 311 25 211 0.64 0.08 0.14 0.16 160 1.64 2.73 1.22 0.13 1.75 0.21
Y2 FArA 5.20 11.74 0.47 081 563 12 2.67 0.78 0.07 0.09 0.14 130 1.26 2.34 1.34 0.24 0.54 0.18
Y3 FArA 5.04 14.60 0.48 0.83 537 16 2.48 0.62 0.08 0.15 0.24 260 1.21 1.95 1.18 0.18 0.27 0.23
LM1 FAr 5.65 17.20 1.79 3.09 134 6.22 16.24 0.62 0.25 0.11 0.28 74 4.56 23 3.38 0.17 1.23 0.21
LM2 FAr 6.54 26.60 2.87 4.95 7 7 94 4.17 1.09 0.75 0.19 62 4.27 44 7.31 0.34 1.34 0.37
LM3 FAr 591 18.81 2.69 4.64 83 12 17.8 0.66 0.24 0.17 0.22 142 4.12 48 6 0.05 0.82 0.11
LA1 FArA 4.95 15.12 1.23 212 397 15 10 2.14 0.15 0.21 0.11 61 3.67 27 7 0.07 2.68 7.12
LA2 FArA 4.83 10.24 1.49 257 385 7 6.85 0.78 0.18 0.29 0.14 96 3.89 23 4.9 0.06 2.21 6.45
LA3 FArA 5.18 12.35 1.97 340 392 7 10 1.57 0.16 0.27 0.12 53 4.72 46 8.9 0.06 0.37 6.81
Svi FAr 7.16 41.48 3.57 6.15 28 9.51 40.13 0.92 0.25 0.25 0.14 42 2.76 42 91 0.11 3.75 22
Sv2 FAr 7.11 41.16 3.22 5.55 11 6.42 40 0.73 0.27 0.28 0.17 14 2 48 60 0.06 5.54 18
Sv3 FAr 5.73 26.37 2.14 369 650 6.49 25 0.99 0.23 0.21 0.14 150 3.46 21 39 0.06 2.63 15

F FAr: Franco-arcilloso; FArA: Franco-arcilloso-arenoso, todos los suelos se clasificaron como inceptisol.
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Tabla S4. Matriz de correlacion entre las propiedades de suelo fincas cacaoteras seleccionadas.

Arena  Arcilla  Limo pH C.I.C.E C MO P S Ca Mg K Na C.E. Fe Cu Mn Zn B Al Cd
Arena 1 -0.72** -0.639* -0.693* -0.604* -0.628* -0.628 -0.584 0.36  -0.61* -0.148 -0.507 -0.384 -0.59* -0.042 -0.144 -0438 -0.322 -0.241 -0.145 -0.113
Arcilla  -0.728* 1 -0.062 0.647* 0.623* 0515 0515 0431 -0519 0.338 -0.175 0.166 0.027 051  0.004 -0.003 0216 0548 0.156 0.159  0.362
Limo  -0.639* -0.062 1 0283 0.18 0336 0.336 0.367 0058 0509 0412 0551 0528 0287 0056 0.214 0.395 -0.147 0.176 0.033 -0.242
pH -0.693* 0.647*  0.283 1 0.954* 0.891* 0.891* 0302 -0.468 0.737** 0.192 0456 0.403 0.107 -0.537 0.047 0.668* 0.797** 0.106 0.628*  0.613*
CIC.E -0.604* 0.623* 018 0954 1 0.836* 0.836** 0.098 -0.41 0.634* 0.099 0.306 0.289 -0.022 -0489 -0.061 0573 0.906* -0.045 0.775** 0.784**
C -0.628* 0515 0.336 0.891** 0.836** 1 0.99** 0342 -0.623* 0.703* 0257 0482 0458 -0.005 -0.654* 0.435 0.893* 0.722* -0.129 0569  0.632*
MO  -0.628* 0515 0.336 0.891** 0.836** 0.99* 1 0.343 -0.624* 0.703* 0.257 0482 0459 -0.004 -0.654* 0.435 0.893** 0.721* -0.128 0569  0.631*
-0.584* 0431 0367 0302 0.098 0.342 0.343 1 -0.315 0.369 0165 0462 0263 0.755** -0.174 0527 0309 -0.141 0.365 -0.204 -0.339
036 -0519 0058 -0.468 -0.41 -0.623* -0.624 -0.315 1 -0.442 -0206 -0.365 -0.344 -0.034 0542 -0564 -0.588* -0.323 0.036 -0.236 -0.389
Ca -0.61* 0.338 0509 0.737** 0.634* 0.703* 0.703* 0.369 -0.442 1 0.757** 0.927** 0.908** 0.076 -0.461 0.292 0585* 0352 0539 0.304 0.219
Mg -0.148 -0.175 0412 0192 0099 0257 0257 0.165 -0.206 0.757* 1 0.866* 0.928** -0.173 -0.346 0.409 0365 -0.134 0594* -0.081 -0.136
K -0507 0.166 0551 0456 0306 0.482 0482 0462 -0.365 0.927** 0.866** 1 0971 0158 -0.31 0422 0448 0002 0.682* -0.010 -0.112
Na -0.384 0.027 0528 0403 0289 0458 0459 0263 -0.344 0.908* 0928+ 0.971* 1 -0.040 -0.345 0402 047 0016 0.60* 0.043  -0.036
CE. -059* 0510 0287 0.107 -0.022 -0.005 -0.004 0.755** -0.034 0076 -0.173 0.158 -0.040 1 0.34 0.050 -0089 -0.257 0.368 -0.296 -0.464
Fe -0.042 0.004 0.056 -0.537 -0489 -0.211* -0.654* -0.174 0542 -0.461 -0.346 -0.31 -0.345 0.34 1 -0.467 -0.71* -0455 0126 -057  -0.499
Cu -0.144 -0003 0214 0.047 -0061 0435 0435 0527 -0.564 0.292 0.409 0422 0.402 0050 -0.467 1 0.625* -0.131 -0.118 -0.138  -0.038
Mn -0.438 0216 0.395 0.668* 0.573* 0.893** 0.893* 0309 -0.588* 0.585* 0.365 0.448 0.47 -0-089 -0.715* 0.625* 1 0.447 -0216 0.380 0431
Zn -0.322 0548 -0.147 0.797* 0.906** 0.722* 0.721* -0.141 -0.323 0352 -0.134 0.002 0.016 -0.257 -0.455 -0.131 0.447 1 0294 0.778* 0.932*
B -0.241 0156 0176 0.106 -0.045 -0.129 -0.128 0365 0.039 0.539 0.594* 0.682* 060* 0.368 0.126 -0.118 -0.216 -0294 1 -0.369  -0.491
Al -0.145 0159 0.033 0.628* 0.775* 0.569 0.569 -0.204 -0.236 0.304 -0.081 -0.012 0.043 -0296 -057 -0.138 0.38 0.778* -0.369 1 0.824*+

Cd -0.113  0.362  -0.242 0.613* 0.784** 0.632* 0.631* -0.204 -0.389 0.219 -0.136 -0.112 -0.036 -0.464 -0.499 -0.038 0.431 0.932** -0.491 0.824** 1
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PROTOCOLO DE MUESTREO FINCAS CACAOTERAS
UTENCILIOS A EMPLEAR

Mapa o croquis del predio, Machete, Barreno, azadén, Cuchillo, Balde plastico limpio,
solucion de hipoclorito al 1%, guantes, marcadores, GPS, formatos para diligenciar lista de
chequeo, Material de empaque para muestras, nevera de icopor, hielo seco, tamices 2mm.

y 4 mm.
FINCAS A MUESTREAR.

Yariguies (), Siempre Viva (SV), La Argentina (LA) y Los Medios (LM) del Municipio San
Vicente de Chucuri. En entrevista con el propietario o encargado de la finca, recolectar
informacién como plano general de la finca, plano lote de interés y diligenciar tabla 1
(informacidn que se mantendra confidencial). El protocolo de muestreo se socializara a los

operarios y propietarios antes de realizar el muestreo.
MUESTREO SUELO (Guia de muestreo Suelos UNALMED e | GAC, NTC 4113-6)

« Eltipo de muestreo propuesto es en forma de zig-zag (figura 1 numeral 1)

Figura S5. Resumen muestreo suelos (Fuente: Pinterest).

* Lote a muestrear de acuerdo con el documento previamente enviado.
» Desinfectar las herramientas antes de usarlas.

e Usar guantes en todo momento del muestreo y cambiarlos entre muestra y muestra.
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Identificar si el lote tiene caracteristicas homogéneas, de lo contrario se definira si
dividimos el lote en dos y en cada lote muestrear aleatoriamente un n=18 muestras.
En cada punto de muestreo remover las plantas y hojarasca fresca de un area de
40cmx40cm mediante azadon.

La muestra se tomara a la mitad de la proyeccién de la copa del arbol de cacao (ver
figura 2).

Se tomaran las coordenadas geograficas del punto muestreado.

Se marcara el arbol muestreado con cinta o distintivo facilmente identificable.
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Figura S6. Sitio muestreo arbol cacao (Fuente:
https://es.scribd.com/document/438067269/Cacao

Para la toma de muestras con barreno, se abrird un hoyo de aproximadamente 25 x 25
cm de lado y 20 cm de profundidad, retire los primeros 2 cm del suelo y extraiga la
muestra.

Se mezclara en un balde o lona las sub-muestras hasta obtener una muestra
compuesta homogénea.

Se tamizara la muestra en malla 2 mm o malla 4 mm dependiendo de contenido de
humedad, esto con la finalidad de eliminar piedras, raices y solo quede el suelo.

Se empacara aproximadamente 3 kg en bolsas plasticas estériles.

Colocar las bolsas de suelo en la nevera de icopor con hielo seco para su transporte.



Material suplementario

GENERALIDADES PARA TOMA DE MUESTRAS
PARA ANALISIS DE TEJIDO VEGETAL (HOJAS Y MAZORCAS).

« Se muestrearan los arboles que correspondan a los puntos de sub-muestreo.

» Se seleccionaréa la segunda y tercera hoja completamente verde mas proxima a los
retofios y se recolectaran 2 a 3 hojas por arbol, del lado este, norte, oeste y sur.

e Se tomara un total de hojas por lote muestreado de 20 a 25.

e Setomara 2 mazorcas por arbol muestreado,

» Introduzca el material vegetal en una bolsa plastica estéril.

» Se identificara la bolsa con los datos de la finca en particular.

» Se enviara lo mas pronto posible al laboratorio Agrilab.
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v

Servicios ambientales y agricolas

CERTIFICADO DE ANALISIS
- FERTILIDAD DEL SUELO

Propietario: Sr(a) BERNARDO PICO

Er_m_ltenlo: COMPANIA NACIONAL DE CHOCOLATES S.A.S |
Nimero de Certificado: ASU 167592 | Fecha Ingreso |
Cultivo / Variedad CACAO / NO ESPECIFICADO 13/06/2017
Municipio /Departamento / Finca SANTANDER / SAN VICENTE DE CHUCURI / EL LLANITO | Fecha |
Identificacion VDA. SANTA INES 30/06/2017

Parametro Valor Calificacion 1 Método analitico / Referencia
pH TS27 A Pasta Saturacion/Potenciométrico/Método Interno
C.E (dS/m) 0,33 D [Extracto Saturacion/Conductimetro/Método Intemo
%Carbono Org: 25 iy SRR ,65 n g [ el TR Walkley-Black / Colorimétrico / Método Interno
%Materia Organica i T " B Calculo

FRANCO-ARCILLOSO faoyogces
Textura % Arena = %Ctmo 1 % Arcilla
a2 | 26 [ 32
Resultados Obtenid
Parametro meq/100g mg/Kg (p.p.m) Calificacién 1 Método analitico /
Potasio intercambiable 0,18 70,2 B [Ac. NH, / Absorcién Atomica / Método Intemo
| Calcio intercambiable 22,0 4400 (= [Ac. NH, / Absorcion Atémica / Mélodo Intemo.
ﬁagnesio intercambiable 0,97 116 B [Ac. NH. 7 Absorcion Atomica / Mélodo Intemo
Sodio intercambiable - 0,17 39.1 ) M [Ac. NH, / Absorcién Atomica / Método Intemo
|Acidez intercambiable B N.A N.A N.A KC1 / Volumetria / Método Intemo.
Hierro 24,0 M Mezcla 4cida / Absorcion Atémica / Melhich |
Manganeso 0 TGN (D 63 A Mozcla acida / Absorcion Atomica / Melnich ||
Cobre ) . 0,85 B Mozcta acida / Absorcion Atomica / Melhicn | |
Zinc ) 7,'3 A Mezcla 4cida / Absorcion Atémica / Melhich |
|Boro 0,05 D | Ca(OH)PO, / Colorimétrico / Método intermno
Fosforo 24 M Sin. Bray 11 / Colorimétrico / Método Interno
AZ]fre 5 Ty P = ””1747*‘ = B [Ca(OH)PO4 / Turbidimétrico / Método Intemo
Este documento registra fielmente el resultado de las i Los en el presente, hacen ala(s) en las fechas

indicadas. El laboratorio no presta el servicio de muestreo en campo, en consecuencia no se responsabiliza de los perjuicios derivados de dicho proceso, asi como de errores en la
interpretacién de los resultados. La fecha de ejecucién de los ensayos, corresponde al periodo comprendido entre la fecha de ingreso y la fecha de emision.
Los valores de referencia estan tomados de bases de datos internas de Agrilab S.A.S. y de las referencias: "Fertilizacion de cultivos en clima frio (1998), Fertilizacion de cultivos en clima

medio (1995) y Fertilizacién de cultivos en clima calido, editados por Guerrero R. y por Colombo os S A"
Calculos
= Magnesio 4,16 Claves
S = a | [Catificacion segun cuitivo:
2 SOdIO. : 0,73 L : Deficiente
5 |Aluminio N.A B: Bajo
- — - — M: Me
3 [Potasio 0,77 Ko
= L i
Calcio ! 943 Referante a serviio solicitado:
M.L: Muestra Insuficient
 [CICE (mearioog) 233 NA:No Analzado
& [camg 227 [Referente al informe:
= ————{ | Fecha de ingreso se refiere a la fecha en
g [CaK 122 que el laboratorio codifica Ia muestra.
2 Mg/ 5 -
& Mg O 5’,39 = || Todos los valores con calificacion
(Ca+Mg)/K 128 £ han sido verificados
El presente certificado no puede ser parcial o salvo expresa por parte del laboratorio AGRILAB S AS.
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Figura S7. Informes de algunos resultados analisis de suelo.



Material suplementario

Servicios ambientales y agricolas

CERTIFICADO DE ANALISIS
FERTILIDAD DEL SUELO

Propietario: Sr(a) SIERVO SANCHEZ

[II_-lemitente: COMPANIA NACIONAL DE CHOCOLATES S.A.S = |
Niimero de Certificado: ASU 167593 [ Fecha Ingreso =
Cultivo / Variedad CACAO / NO ESPECIFICADO 13/06/2017
Municipio /Departamento / Finca SANTANDER / SAN VICENTE DE CHUCURI / MIRAFLORES | Fecha Emisién I
Identificacion VDA. EL CENTRO 30/06/2017

F 0 Valor Calificacién ion / Método analitico / Referencia
pH 457 B Pasta Saturacién/Potenciométrico/Método Intemo
C.E (dS/m) 0,16 = R D Exiracto Saturacién/Conductimetro/Método intemo
%Carbono Organico 0,99 D Walkley-Black / Colorimétrico / Método Interno
%Materia Organica T 1,74 D Calculo

FRANCO-ARCILLO-ARENOSO =
Textura % Arena I % Limo I % Afcilla |
60 | 20 [ 20 |
= ltados Obtenid
P meq/100g mg/Kg (p.p.m) Calificacion Extraccion / Método analitico /
Potasio intercambiable 0,46 179 M Ac. NH. / Absorcion Atbmica / Método Intemo
Calcio intercambiable 4,75 950 M Ac. NH, / Absorcion Atmica / Método Intemo
Magnesio intercambiable 0,54 64,8 D Ac. NH, / Absorcin Atémica / Método Intemo
Sodio intercambiable 0,13 29,9 ] M Ac. NH, / Absorcion Atémica / Método Intemo
Acidez intercambiable 2,56 BES30 E KCI / Volumetria / Método Interno
Hierro 523,0 E Mezcla 4cida / Absorcion Atomica / Melhich i
Manganeso e 16 M Mezcla 4cida / Absorcién Atémica / Melhich i
Cobre 3 A Mezcla acida / Absorcion Atomica / Melhich i
| Zinc 2.4 M Mezcla acida / Absorcion Atomica / Melhich i
Boro 0,05 D Ca(OH)PO,, / Colorimétrico / Método Intemno
Fosforo 8,1 B Sin. Bray Il / Colorimétrico / Método Intemo
}\’Z’u‘fr-ew e r 10 i > B Ca(OH)PO4 / Turbidimétrico / Método Interno
Este documento registra fielmente el Itado de las ici Los en el presente, hacen ia a la(s) en las fechas
indicadas. El laboratorio no presta el servicio de muestreo en campo, en consecuencia no se responsabiliza de los perjuicios derivados de dicho proceso, asi como de errores en la
delos La fecha de ej i6n de los ensayos, al periodo p entre la fecha de ingreso y la fecha de emision.

Los valores de referencia estan tomados de bases de datos internas de Agrilab S.A.S. y de las referencias: "Fertilizacion de cultivos en clima frio (1998), Fertilizacion de cultivos en clima
medio (1995) y Fertilizacién de cultivos en clima calido, editados por Guerrero R. y publicados por Monémeros Colombo Venezolanos S.A."

Calculos 3
- [Magnesio 6,40 l Claves
=] & T Calificacion segin cultivo:
S Sodio 1,54 D: Deficiente
5 [Aluminio 30,3 z l::l‘;
: Medio

2‘: Potasio 5,45 A: Allo
3 = £: Excesivo

Calcio 56,3 Referente al servicio solicitado:

M.1.: Muestra Insuficiente

C.L.C.E. (meq/100g) 8,44 N.A.: No Analizado
§ CalMg 8,80 Referente al informe:
H Fecha de ingreso se refiere a la fecha en
S CalK 10,3 que el laboratorio codifica la muestra
= ;
& [Mg/K 1.17 Todos los valores con calificacion

(Cat+Mg)/K 14,5 E han sido verificados

El presente certificado no puede ser reproducido parcial o totalmente, salvo autorizacon expresa por parte del laboratorio AGRILAB S.A.S
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Figura S8. Informes de algunos resultados andlisis de suelo.






Material suplementario

AGRILAB AGRILAB’

Servicios ambientales y agricolas Servicios ambientales y agricolas

COMPANIA NACIONAL DE CHOCOLATES S.A.S

ANALISIS DE MATERIAL FOLIAR
CULTIVO : CACAO - DEPARTAMENTO: SANTANDER
Remitente: COMPANIA NACIONAL DE CHOCOLATES S.A.S/ Ing. PEDRO FELIPE FERIA - Fecha de Recepcién : 23 de Junio de 2017

No. Identificacic cd
ARG i - e Municipio Finca o
Cascara 0,33
102940 Vda. El Centro SAN VICENTE DE CHUCURI GRANJA MIRA FLORES
Pulpa 0,24
Cascara 1,72
102941 Vda. El Pertrecho SAN VICENTE DE CHUCURI GRANJA AGUA DULCE
Pulpa 142
Cascara 3,10
102942 Vda. Santa Ines SAN VICENTE DE CHUCURI GRANJA EL LLANITO
Pulpa 2,48
Cascara 6,65
102943 Vda. Alto Viento SAN VICENTE DE CHUCURI GRANJA SAN JOSE
Pulpa 5,30
ATENTAMENTE, Bogota, julio 12 de 2017
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Figura S9. Informes de algunos resultados andlisis de material vegetal.



170 Estudio de la diversidad microbiana asociadas a suelos cacaoteros con presencia de
cadmio (Cd?*) y evaluacion de su potencial biorremediador

AGRILAB AGRILAB

Servicios ambientales es y agricolas agricolas Servicios ambientales y agricolas

COMPANIA NACIONAL DE CHOCOLATES S.A.S

ANALISIS DE MATERIAL FOLIAR
CULTIVO : CACAO - FINCA: LA ARGENTINA - MUNICIPIO: NO ESPECIFICADO - DEPARTAMENTO: NO ESPECIFICADO
Remitente: COMPARNIA NACIONAL DE CHOCOLATES S.A.S/ Ing. PEDRO FELIPE FERIA - Fecha de Recepcion : 11 de Abril de 2017

No. Identificacion N Pk ealmallllls Fo!!|iMn | cul[llzal| cd!]lIB] Na
Laboratorio Lote Variedad % p-p.m.

101455 Vda. Llana fria No Especificado | 2,01 0,16 1,37 1,23 048 020 | 45 332 11 99 13 38 85

Nivel Medio 2,00-2,50 | 0,180,386 | 1,30-2,20 | 0,40.0,80 0,45-0,90 ] 0,18-0,30 | 60,0-200 | 50,0-300 | 8,00-12,0 20,0100 " 25,0-70,0 i 100-200
Rango Pat. Teérico 163 1,57-493 | 0,18:0,22 | 3,35-394 | 270-312 = 0,45-0,53 i 051064 | 134198 2834 8511 90-102 - 36,9-49.4 ! 31,5143
Pat. Experimental 163 1,85 02 382 2% | 0 062 165 32 9,54 99 - 425 98,6
Nota: El Patr6n 163 corresponde a una muestra del Programa de Intercambio Analitico con la Universidad de Wageningen en Holanda y se utiliza para evaluar la exactitud de los anallsls
quimicos.
ATENTAMENTE, Bogota, mayo 05 de 2017
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Figura S10. Informes de algunos resultados analisis de material vegetal.



