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RESUMEN

CARACATERIZACION DE MICROBIOMAS BACTERIANOS PRESENTES EN
SUELOS CACAOTEROS CON ALTA Y BAJA CONCENTRACION DE CADMIO
DEL MUNICIPIO DE YACOPI- CUNDINAMARCA

El cadmio (Cd) es un metal pesado altamente toxico presente en el suelo que puede alterar la
comunidad microbiana y las plantas que habitan en él. En América Latina, se han reportado
altas concentraciones de este elemento en los suelos y granos de cacao, lo que representa una
gran preocupacion debido al impacto potencial en la salud humana, la seguridad alimentaria
y la economia del cacao. Entre las estrategias para mitigar la absorcion de Cd por parte de la
planta se encuentra el uso de bacterias nativas tolerantes al Cd. Sin embargo, se desconoce
el efecto que pueda causar el Cd en los microbiomas bacterianos. Con el objetivo de estudiar
el efecto del Cd en la estructura y funcion de las comunidades bacterianas presentes en los
suelos cacaoteros, se muestrearon tres fincas productoras de cacao en el municipio de
Yacopi-Cundinamarca (F1, F2 y F3). En cada finca, se seleccionaron dos lotes de muestreo,
uno con cultivo de cacao (SCC) y otro sin cultivo de cacao (SWC). En cada lote, se
seleccionaron tres puntos de muestreo y para cada punto se recolecto suelo rizosférico (RZ,
solo para SCC, y suelo a dos profundidades diferentes (D1: 0-30 cm; D2: 31-100 cm). En
total se recolectaron 36 muestras de suelo, de las cuales 24 correspondieron a SCCy 12 a
SWC. Todas las muestras se sometieron a analisis fisicoquimicos (textura, pH, Cd total, Cd
disponible, Ca, Mg, K, CICE, P, Fe, Cu, Mn, Zn, CO). Las concentraciones de Cd total y
disponible variaron entre lotes, fincas y nivel de profundidad. Se encontrd una concentracion
significativamente més alta de Cd total en las muestras de suelo RZ, y los niveles promedio
de Cd en las fincas fueron: F1 > F3 > F2. La extraccion del ADN comunitario se realiz6 con
el kit DNeasy® PowerSoil®; la amplificacion y secuenciacion de la hipervariable 4 del gen
16S RNAr se realizO mediante PCR de punto final y la plataforma Illumina MiSeq
respectivamente. Las curvas de rarefaccion indicaron que la mayoria de las muestras fueron
secuenciadas con suficiente profundidad y los indices de diversidad alfa evaluados (Chaol,
Shannon y Gini-Simpson) reflejaron comunidades altamente diversas con valores promedio
de 973, 5.9 y 0.98 respectivamente. El Anélisis de Componentes Principales (PCoA) basado
en la metrica Unifrac ponderado revel6 que las comunidades de F1 son significativamente
diferentes a F2 y F3, y hay mayor similitud entre F2 y F3. A nivel taxondmico se identificaron
39 filos bacterianos, donde los méas abundantes correspondieron a: Proteobacteria (36,5%),
Acidobacteria (15,0%), Firmicutes (9,8%), Planctomycetes (8,6%), Verrucomicrobia (6,0),
Chloroflexi (6,0%) y Nitrospirae (5,1%). A nivel de género se identificaron 122, entre los
que se destacaron Bradyrhizobium (13,0%), Bacillus (8,8%), DA101 (4,5%), Nitrososphaera
(1,8%) y Nitrospira (1,2%), algunos de los cuales se han relacionado con procesos de
tolerancia a Cd. Por otra parte, las vias funcionales identificadas con mayor abundancia



relativa estaban involucradas con la tolerancia al Cd. Esta investigacion proporciona
informacion valiosa sobre la comunidad bacteriana presente en el cultivo del cacao y su
posible papel en la bioacumulacion de Cd presente en el suelo.

Palabras claves: metal pesado, cacao, diversidad, comunidad bacteriana, metagenémica.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BACTERIAL MICROBIOMES PRESENT IN CACAO
SOILS WITH HIGH AND LOW CADMIUM CONCENTRATION IN THE
MUNICIPALITY OF YACOPI - CUNDINAMARCA

Cadmium (Cd) is a highly toxic heavy metal present in soil that can alter the microbial
community and the plants that inhabit it. In Latin America, high concentrations of this
element have been reported in cacao soils and beans, which is of great concern due to the
potential impact on human health, food safety and the cocoa economy. Strategies to mitigate
Cd uptake by the plant include the use of native Cd-tolerant bacteria. However, the effect of
Cd on bacterial microbiomes is unknown. In order to study the effect of Cd on the structure
and function of bacterial communities present in cocoa soils, three cocoa farms in the
municipality of Yacopi-Cundinamarca (F1, F2 and F3) were sampled. On each farm, two
sampling plots were selected, one with cocoa cultivation (SCC) and one without cocoa
cultivation (SWC). In each lot, three sampling points were selected and for each point
rhizospheric soil (RZ, only for SCC, and soil at two different depths (D1: 0-30 cm; D2: 31-
100 cm) were collected. A total of 36 soil samples were collected, of which 24 corresponded
to SCC and 12 to SWC. All samples were subjected to physicochemical analysis (texture,
pH, total Cd, available Cd, Ca, Mg, K, ECEC, P, Fe, Cu, Mn, Zn, CO). Total and available
Cd concentrations varied among plots, farms and depth level. A significantly higher
concentration of total Cd was found in the RZ soil samples, and the average Cd levels in the
farms were: F1 > F3 > F2. Community DNA extraction was performed using the DNeasy®
PowerSoil® kit; amplification and sequencing of the 16S rRNA gene hypervariable 4 was
performed using endpoint PCR and the Illumina MiSeq platform respectively. Rarefaction
curves indicated that most samples were sequenced with sufficient depth and the alpha
diversity indices evaluated (Chaol, Shannon and Gini-Simpson) reflected highly diverse
communities with mean values of 973, 5.9, and 0.98 respectively. Principal Component
Analysis (PCoA) based on the weighted Unifrac metric revealed that F1 communities are
significantly different from F2 and F3, and there is greater similarity between F2 and F3. At
the taxonomic level, 39 bacterial phyla were identified, where the most abundant
corresponded to: Proteobacteria (36.5%), Acidobacteria (15.0%), Firmicutes (9.8%),
Planctomycetes (8.6%), Verrucomicrobia (6.0), Chloroflexi (6.0%) and Nitrospirae (5.1%).
At the genus level, 122 were identified, among which Bradyrhizobium (13.0%), Bacillus
(8.8%), DA101 (4.5%), Nitrososphaera (1.8%) and Nitrospira (1.2%), some of which have
been related to Cd tolerance processes. On the other hand, the functional pathways identified
with higher relative abundance were involved with Cd tolerance. This research provides
valuable information on the bacterial community present in the cocoa crop and its possible
role in the bioaccumulation of Cd present in the soil.
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1. INTRODUCCION

Los metales pesados son elementos quimicos de alta densidad que se encuentran
naturalmente en diversos ecosistemas, incluidos los suelos. El nivel de concentracion
presente en los suelos puede aumentar como consecuencia de la practica indiscriminada de
actividades antropogénicas como la mineria, la galvanoplastia, la incineracion de desechos,
la aplicacion de pesticidas y fertilizantes con alto contenido de fosfato, entre otros (Bigalke
etal., 2017; Liu et al., 2013); o por causas geogénicas, propias de la formacién de los suelos
como la composicion del material parental (Gramlich et al., 2018; Quezada-Hinojosa et al.,
2015). Algunos metales pesados como el zinc (Zn), el cobre (Cu), el manganeso (Mn), el
cobalto (Co), el hierro (Fe), el molibdeno (Mo) y el niquel (Ni) son esenciales para el
desarrollo, crecimiento y diferenciacion de microorganismos, plantas y animales (Suryawati,
2021; Tiwari y Lata, 2018). Sin embargo, cuando se encuentran en altas concentraciones,
pueden causar efectos negativos en estos (Pérez et al., 2020). Dentro de los metales pesados
no esenciales que representan un peligro potencial para los ecosistemas se encuentra el
cadmio (Cd), el cromo (Cr), el plomo (Pb), el mercurio (Hg), el estafio (Sn), la plata (Ag), el
berilio (Be), el antimonio (Sb), el titanio (Ti), y el talio (TI) (Pérez et al., 2020; Rosales-
Huamani et al., 2020).

El Cd no tiene una funcidn biolégica conocida, se caracteriza por ser altamente toxico a bajas
concentraciones para los organismos vivos (Haider et al., 2021) y muy movil en el sistema
suelo — planta (Chen et al., 2016), lo que facilita su translocacion y acumulacién en los
diferentes tejidos de las plantas (raices, tallos, hojas, frutos y semillas) ( Chavez et al., 2015;
Gramlich et al., 2017; Montafia Lara, 2015). Estudios de caso realizados en varios cultivos
incluidos arroz, trigo, tomate y cacao han demostrado que altas concentraciones de Cd
afectan la fisiologia y bioquimica de las plantas (Abbas et al., 2017; Baruah et al., 2019;
Kanu et al., 2017; Oliva et al., 2020). Se ha reportado alteracién en la absorcion de nutrientes
minerales debido a que el Cd tiene la capacidad de reemplazar o desplazar otros elementos
quimicos inhibiendo su funcionamiento, también afecta la actividad de las enzimas del ciclo
de Calvin, la fotosintesis, el metabolismo de los carbohidratos y antioxidantes causando una
reduccion en la productividad del cultivo (Chellaiah, 2018; Edwards et al., 2013). Sin
embargo, el efecto del Cd sobre la planta depende del genotipo y la disponibilidad del Cd en
el suelo (Zulfigar et al., 2021). Adicionalmente, el Cd puede alterar la diversidad estructural
y funcional de la comunidad bacteriana que habita en estos agroecosistemas (Guo et al.,
2017; Salam et al., 2020; Shentu et al., 2008).

El cultivo tradicional de cacao es considerado en varios paises un componente dinamizador
de la economia (Sanchez et al., 2019). Su importancia se ve reflejada en los 5,024 millones
de toneladas que se produjeron a nivel mundial durante el periodo 2020-2021 (ICCO, 2021).
Paises como Costa de Marfil, Ghana, Camerun, Nigeria e Indonesia tienen la mayor
produccion (78,1%), seguidos de Ecuador, Brasil, Perd, Republica Dominicana (14,8%) y
Colombia (1,3%) (ICCO, 2021). Para Colombia, la produccion de cacao ha aumentado de
37.719 a 69.040 toneladas durante los afios 2008 al 2021 (FEDECACAO, 2021). Los



departamentos de mayor produccion son Santander (41%), Antioquia (9%), Arauca (8%),
Huila (8%), Tolima (7%), Narifio (5%) y Cundinamarca (3%) (FEDECACAO, 2021).
Caparrapi es el municipio méas sobresaliente de Cundinamarca, seguido de Yacopi con una
produccion de 1.148 toneladas por afio (Plan Departamental de Extension Agropecuaria-
PDEA, 2020).

El cacao es un cultivo importante para el pais. Se caracteriza por tener un fino sabor y aroma,
por lo que es muy apetecido a nivel mundial ya que solo el 5% del cacao en el mundo posee
dichas cualidades (FINAGRO, 2020). Ademas, el cultivo representa una fuente importante
de ingresos para alrededor 65.000 familias colombianas (FINAGRO, 2020) y es considerado
una alternativa promisoria para sustituir los cultivos ilicitos (Sanchez et al., 2019). Para
exportar el grano, es importante asegurar que éste esté libre de contaminantes; pero, existen
reportes que muestran que el cacao colombiano contiene Cd a concentraciones mayores a los
limites permitidos por la Comision Europea (Bravo et al., 2018; Gil et al., 2022; Soler, 2017).
Estos limites dependen del porcentaje de cacao presente en el chocolate o productos
derivados y van desde 0.1 - 0.8 mg Kg* de Cd (Zug et al., 2019). Este problema también lo
tienen otros paises de Centro y Sur América (Mite et al., 2010; Villa et al., 2014), lo que
dificulta su comercializacion y afecta la economia de la cadena productiva del cultivo.

Entre los métodos reportados para disminuir la disponibilidad de metales pesados del suelo,
se encuentran: la oxidacion y la precipitacion quimica, la electrodiélisis, la ultrafiltracion, la
floculacion y el intercambio idnico, entre otros (Al-Dhabi et al., 2019; Gupta'y Diwan, 2017).
Sin embargo, en estos métodos la eliminacion del metal es incompleta y pueden generar
subproductos altamente toxicos que contaminan el ambiente, como los que se presentan
durante los procesos de floculacion en donde se genera una enorme cantidad de lodo (Gupta
y Diwan, 2017). En contraste, el uso de bacterias con capacidad de tolerar concentraciones
elevadas de metales pesados se ha convertido en una alternativa que permite disminuir la
concentracion de metales pesados en el suelo sin generar toxicidad en el medio ambiente
(Fauziah et al., 2017; Nwaebhiri et al., 2020).

Las bacterias han desarrollado mecanismos de tolerancia intra y extracelulares que les
permiten tolerar el estrés causado por altas concentraciones de metales pesados. Entre los
mecanismos reportados se encuentran: el secuestro extracelular, la biosorcion (quimiosorcion
y adsorcion), la expulsion del metal fuera de la célula mediante bombas de eflujo, la
precipitacion y bioacumulacion dentro de las células (Abbas et al., 2017; Bravo et al., 2022;
Jebril et al., 2022). En lo que respecta a las bombas de eflujo, se han descrito principalmente
tres familias: las ATPasas de tipo P, que utilizan energia ATP para bombear iones metalicos
desde el citoplasma al exterior (Icgen y Yilmaz, 2016); los transportadores compuestos por
la familia RND (resistencia, nodulacion, divisién celular), que actdan como un sistema de
exportacion impulsado por protones (Zeng et al., 2012); y los facilitadores de difusién
catiénica (CDF), que funcionan como un intercambiador quimiosmotico de iones y protones
(Fierros-Romer et al., 2016). Sin embargo, para usar la comunidad bacteriana como
estrategia de remediacion del metal pesado es importante identificar filogenéticamente las
bacterias que habitan en los suelos cacaoteros y estudiar como estas se ven afectadas por la
presencia de Cd a diferentes concentraciones.



Para el estudio de microorganismos se han desarrollado métodos dependientes e
independientes del cultivo de microorganismos (Hinsu et al., 2021). Los métodos
dependientes de cultivo son empleados para investigar los microorganismos viables y
cultivables presentes en una muestra ambiental. Sin embargo, estos métodos tienen sus
desventajas debido a que menos del 0,1% de los microorganismos pueden ser cultivados e
identificados en condiciones de laboratorio, quedando un 99% sin identificar; por lo tanto, la
identificacion de microorganismos se ha visto limitada mediante ensayos dependientes del
cultivo (Altowayti et al., 2020). Por otra parte, los métodos independientes de cultivo que se
basan en la secuenciacién de nueva generacion (NGS) como la metagendmica (Feng et al.,
2018; Salam et al., 2020) y la metataxonomica (Céaceres et al., 2021; Liu et al., 2020; Luo et
al., 2019) se han convertido en herramientas Utiles para la deteccion e identificacion de
comunidades bacterianas presentes en los suelos que se detectan y no se detectan mediante
el cultivo en placas, siempre que la eficiencia de la amplificacion sea lo suficientemente alta
(Liu et al., 2020).

En Colombia, la mayoria de los estudios se han centrado en la identificacidn de la comunidad
bacteriana cultivable presente en suelos cacaoteros contaminados con Cd (Bravo et al., 2018;
Caceres, 2017; Cordoba-Novoa et al., 2021; Quiroga-Mateus et al., 2022) y muy pocos en la
comunidad bacteriana no cultivable (Céceres et al., 2021), lo que indica que hay informacion
limitada con relacién a la ecologia microbiana de los suelos cacaoteros y que existe la
necesidad de ampliar la informacién para disefiar estrategias de biorremediacion de suelos
cacaoteros contaminados con Cd. En esta investigacion se seleccionaron tres fincas
cacaoteras con suelos que presentaban diferentes concentraciones de Cd total (F1, F2 y F3),
se muestrearon tres tipos de suelo (suelo rizosférico y suelo a dos profundidades) en dos tipos
de lote (con cultivo y sin cultivo de cacao) y se realiz la secuenciacion de la region
hipervariable V4 del gen 16S ARNr para evaluar y comparar el efecto del Cd y las
propiedades fisicoquimicas de los suelos cacaoteros sobre la diversidad de la comunidad
bacteriana y también predecir la posible funcién que estd cumpliendo la comunidad en estos
ecosistemas.



2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las propiedades fisicoquimicas y las concentraciones variables de Cd natural generan
cambios en la diversidad de la comunidad microbiana presente en los suelos cacaoteros
estudiados?



3. HIPOTESIS

Las diferentes concentraciones de Cd natural presentes en suelos cacaoteros del municipio
de Yacopi-Cundinamarca ejercen presion selectiva sobre la estructura de las comunidades
bacterianas, lo que puede evidenciarse por la disminucién en su riqueza y el aumento en la
abundancia de poblaciones bacterianas mejor adaptadas a suelos con alta concentracion de
Cd.



4. OBJETIVOS

4.10BJETIVO GENERAL

e Caracterizar la diversidad de la comunidad bacteriana presente en suelos cacaoteros
con diferentes concentraciones de cadmio natural del municipio de Yacopi-
Cundinamarca.

4.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la diversidad estructural de la comunidad bacteriana presente en suelos
rizosféricos y suelos a dos profundidades con diferentes concentraciones de cadmio.

e Evaluar el efecto de las concentraciones de cadmio y las propiedades fisicoquimicas
sobre la diversidad estructural de las comunidades bacterianas identificadas presentes
en los suelos cacaoteros.

e Realizar una aproximacion funcional de la comunidad bacteriana presente en los
suelos cacaoteros muestreados.



5. MARCO TEORICO

5.1SUELOS AGRICOLAS Y EL CULTIVO DE CACAO

5.1.1 Definicién de suelo

Segun el Servicio de Conservacion de Recursos Naturales (NRCS) el suelo es definido como:
“Un cuerpo natural compuesto de s6lidos (materia mineral y organica), liquidos y gases que
se encuentra en la superficie de la tierra, ocupa espacio y se caracteriza por uno o ambos
de los siguientes componentes: horizontes o capas que se distinguen del material inicial
como resultado de adiciones, pérdidas, transferencias y transformaciones de energia y
materia o la capacidad de soportar plantas enraizadas en un entorno natural " (Schoonover
& Crim, 2015).

Los horizontes o capas individuales son un componente comun de la mayoria de los suelos
tipicos. Cada una de estas capas estan organizadas de forma secuencial (una encima de la
otra) para formar lo que se conoce como “perfil del suelo”, y se clasifican de acuerdo con sus
propiedades como: O (capa organica), A (capa superficial), E (capa de eluviacion), B
(subsuelo), C (roca madre) y R (base) (Ver Fig. 1) (Schoonover y Crim, 2015; Soil Survey
Staff, 2014).

El suelo no sélo les proporciona apoyo a las raices de las plantas, sino también les otorga
minerales, nutrientes esenciales y, ademas, las protege de la erosion y otras actividades fisicas
y quimicas. El suelo es un ecosistema en el que también habitan una amplia variedad de
organismos Vivos como insectos y microorganismos. Estos ultimos desempefian una
importante funcién en la estabilidad de dicho ecosistema, ya que participan en el proceso de
formacion de su estructura, la descomposicion de la materia organica, y también juegan un
papel importante en el ciclaje de nutrientes (Kaviya et al., 2019).

Aungue el suelo es muy variable, existen cuatro fracciones que son compatibles con todos
los tipos de suelo. Dentro de estas fracciones se encuentran los minerales (45 al 48%), la
materia organica (2 al 5%), el agua (25%) y el aire (25%). Estas cuatro fracciones a su vez,
se dividen en dos categorias: sélidas (materia mineral y organica) y no sélidas (agua y aire)
(Soil Survey Staff, 2014).



Figura 1. Perfil de suelo tipico. Fuente: USDA NRCS. Adaptado por Schoonover & Crim (2015).

5.1.2 Propiedades fisicas y quimicas del suelo

Dentro de las propiedades fisicas del suelo se incluyen el color, la textura, la estructura, la
porosidad, la densidad, la consistencia, la temperatura y el aire (FAO, 2015; Osman, 2012).
Con respecto al color, este puede variar ampliamente en cada suelo y refleja propiedades tan
importantes como la materia organica, el agua y las condiciones redox (Kekane et al., 2015).
La textura, estructura, porosidad, densidad y consistencia del suelo estan principalmente
relacionadas con el material parental (por ejemplo, lecho rocoso erosionado, limo edlico,
sedimento marino o lacustre, entre otros). Por otra parte, la pendiente, la elevacion, el clima
y la meteorizacion otorgan a cada suelo una combinacion y disposicion distintiva de
diferentes tipos de particulas (arena, limo y arcilla), que puede incluir o no, fragmentos mas
grandes de roca (Callaham y Stanturf, 2021). Estas propiedades afectan directamente la
cantidad y composicién del aire del suelo y su renovacion (Osman, 2012). Se ha establecido
que los suelos arenosos contienen mas aire en comparacion con los suelos arcillosos, pues lo
primeros poseen poros mas grandes que contribuyen en la aireacion y el drenaje, y también,
permiten que haya un intercambio de gases mas rapido (Kekane et al., 2015; Osman, 2012).

La textura del suelo tiene efecto sobre la aireacion y la penetracion de las raices (Kekane et
al., 2015). Esta propiedad determina en gran medida la capacidad de retencién de agua, y a
su vez, la cantidad de agua esta fuertemente relacionada con el nimero y tipo de organismos
(macroscopicos y microscopicos) que habitan e interactdan con el suelo (Callaham y Stanturf,
2021). Por tanto, la diversidad microbiana varia con respecto a la textura del suelo (Naorem
et al., 2021). Estudios de caso, indican que los suelos arenosos benefician a la comunidad
fangica, mientras que los suelos arcillosos son propicios para la comunidad bacteriana (Li et
al., 2018; Naorem et al., 2021).

La temperatura del suelo es levemente mayor (rango de temperatura: entre -20 a 60 °C) que
la temperatura del aire en un lugar e influye en los procesos vitales de la biota que se



encuentra presente alli, incluidas las plantas (Kekane et al., 2015; Osman, 2012). Por su parte,
el aire, es retenido en los poros del suelo y su composicion es variable; se ha demostrado que
posee un contenido méas elevado de didxido de carbono y una menor concentracion de
oxigeno en comparacion con el aire atmosférico (Kekane et al., 2015). El aire del suelo
cumple un papel importante en el proceso de respiracién de las plantas y los microorganismos
y también, en la transformacion de la materia mineral y organica (Osman, 2012).

El pH, la capacidad de intercambio cationico (CIC), la conductividad eléctrica (CE) y la
materia orgénica son consideradas propiedades quimicas del suelo (FAO, 2015; Lépez y
Estrada, 2015). Estas propiedades reflejan el comportamiento de las sustancias, los elementos
y los componentes que integran el suelo (Lopez y Estrada, 2015). EI pH es una medida que
permite determinar la concentracion de iones hidrégeno cargados positivamente (H+) en la
solucion del suelo e indica la alcalinidad o acidez de un suelo (FAO, 2015; Kekane et al.,
2015; Lopez y Estrada, 2015). La escala de pH va de 0 a 14 (USDA, 2014). Se considera que
un suelo es acido cuando su pH es inferior a 6; es normal cuando su pH estaentre 6a 8,5y
alcalino cuando es superior a 8,5 (Kekane et al., 2015). Asi mismo, seguin la FAO, esta
propiedad determina la disponibilidad, movilidad, solubilidad y absorcion de nutrimentos
para las plantas (FAO, 2015).

La CIC (capacidad de intercambio cationico) refleja la capacidad de retencidn de cationes
totales en el suelo (incluidos los nutrientes) (FAO, 2015) y, por lo tanto, la disponibilidad y
cantidad potencial de nutrientes para la planta (L6pez y Estrada, 2015). Algunos nutrientes y
metales pesados se encuentran como iones cargados positivamente o "cationes" en el entorno
del suelo (USDA, 2014). Entre los cationes mas encontrados en el suelo se encuentran el
hidrogeno (H"), el aluminio (AI*®), el calcio (Ca*?), el magnesio (Mg*?) y el potasio (K*)
(USDA, 2014). Por otro lado, la conductividad eléctrica (CE), es una medida de los iones
presentes en la solucién acuosa del suelo y refleja su capacidad para transportar corriente
eléctrica (Tale et al., 2015), la cual es directamente proporcional al contenido de sales
disueltas o ionizadas contenidas en el suelo (Doerge et al., 2015).

Los residuos vegetales y animales son el componente principal de la materia organica (MO)
(Kekane et al., 2015). Tanto las interacciones fisicas, como quimicas y bioldgicas que
ocurren en el suelo se ven influenciadas por la cantidad y el tipo de MO (Mayer et al., 2020).
La MO se clasifica de acuerdo con su grado de descomposicion en labil y recalcitrante (FAO
2015). La materia organica labil tiene un periodo de permanencia corto en el suelo y es mas
facil de digerir por los microorganismos, mientras que la MO recalcitrante 0 humus es mas
estable y permanece por mas tiempo en dicho ecosistema, pues estd compuesta
principalmente de compuestos quimicos complejos como acidos humicos, acidos falvicos y
huminas (Lopez y Estrada, 2015). ElI humus interviene en algunos procesos como la
regulacion del pH, la lixiviacion de nutrientes, la retencion del agua, la integracion de acidos
organicos que favorecen que haya una mayor disponibilidad de nutrientes para las plantas,
entre otros (FAOQ, 2015; Hazelton y Murphy, 2016).



En el suelo, también se encuentran sustancias quimicas denominadas nutrientes, las cuales
contribuyen al desarrollo y crecimiento de las plantas (L6pez y Estrada, 2015). Dichas
sustancias se clasifican en macro y micronutrientes (Jhonson, 2009). Dentro de los
macronutrientes se incluyen el nitrégeno (N), el fésforo (P), el potasio (K), el calcio (Ca), el
magnesio (Mg) y el Azufre (S) (FAO, 2019). Por otra parte, el hierro (Fe), el zinc (Zn), el
manganeso (Mn), el boro (B), el cobre (Cu), el molibdeno (Mo) y el cloro (Cl) se consideran
micronutrientes (FAO, 2019). La disminucion de estos nutrientes dentro del ecosistema del
suelo causa un déficit en el desarrollo de las plantas y hace que estas se vuelvan mas
propensas a enfermedades y ataques por parte de insectos (Hall, 2008; Jhonson, 2009).

5.1.3 Suelos contaminados con metales pesados

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
y el Grupo Técnico Intergubernamental de Suelos (GTIS) el término contaminacion del suelo
se refiere a: “La presencia en el suelo de un quimico o una substancia fuera de sitio y/o
presente en una concentracion mas alta de lo normal que tiene efectos adversos sobre
cualquier organismo al que no estan destinados ” (Rodriguez et al., 2019).

En los suelos agricolas, se ha detectado la presencia natural de metales pesados en cantidades
minimas. Sin embargo, cuando su concentracidn excede el nivel maximo permitido a causa
de multiples factores, como la polucion del sistema fluvial y el aire originado por la industria,
y la mineria contamina el cultivo y también los productos agricolas. Entre estos metales
pesados se encuentra el cobre (Cu), el cadmio (Cd), el arsénico (As), el zinc (Zn), el plomo
(Pb), el mercurio (Hg), el antimonio (Sb) y el cromo (Cr). En particular, el Cd es uno de los
metales pesados mas nocivos (Genchi et al., 2020) (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracidn total de algunos metales pesados de interés agricola.

Metal pesado Esencial | Rango normal en Rango normal en Suelos toxicos para las
plantas (mg-Kg™) suelos (mg-Kg?) plantas (mg-Kg™)
Zinc (Zn) Si 1-160 90 70 — 400
Cobre (Cu) Si 0.4-45.38 30 60— 125
Hierro (Fe) Si 640 — 2486 - -
Manganeso Si 15-100 1000 1500 — 3000
(Mn)
Molibdeno Si 0.1-0.5 <1-5 —
(Mo)
Niquel (Ni) Si 01-37 50 100
Cobalto (Co) Si 0.1-10 8 -
Selenio (Se) Si 0.002 - 0.08 - -
Arsénico (As) Si 5 6 20




Cadmio (Cd) No 2 0.35-0.37 3-8
Cromo (Cr) No 0.006 — 18 70 75100
Plomo (Pb) No 3 35 100 — 400

Mercurio (Hg) No <0.1-0.5 1 -
Plata (Ag) No 0.01 - -

Nota. Adaptada de Hajar et al. (2014).

El Cd (nimero atomico 48, peso atomico 112,41) es un metal blando y de color blanco
plateado fisico-quimicamente similar al Zn 'y al Hg (Genchi et al., 2020). Su presencia en el
ecosistema del suelo se debe principalmente a factores geogénicos y antropogénicos (Kubier
et al., 2019). EIl origen geogénico se le atribuye a la descomposicion de las rocas, los
incendios forestales y las erupciones volcéanicas (Gramlich et al., 2018), y el antropogénico
a la industria metaldrgica, la mineria, el uso de fertilizantes fosfatados y otras actividades
industriales (Bigalke et al., 2017). Esto indica que su concentracién en el suelo va a depender
del origen y de las practicas agricolas que se realicen en él.

En muchas partes del mundo, la concentracion natural de Cd en el suelo se encuentra entre
0,07 y 1,1 mg Kg?, con un nivel base natural que no excede de 0,5 mg Kg, sin embargo,
esta varia de acuerdo con el tipo de suelo (Charrupi & Martinez, 2017; Rofner, 2021). Se ha
observado que en suelos ubicados sobre rocas sedimentarias y suelos tratados con
fertilizantes fosfatados contienen concentraciones mas altas de Cd que oscilan entre 0.3 a 15
mg Kg*! (Shahid et al., 2017). A pesar de ello, se han establecido niveles que permiten
determinar el grado de contaminacion por dicho metal pesado en donde suelos con
concentraciones inferiores a 0,41 mg-Kg™ se consideran no contaminados; asi mismo, los
suelos que presentan concentraciones entre 1 y 3 mg-Kg?! se denominan levemente
contaminados y los que presentan concentraciones entre 3 y 10 mg-Kg™* se clasifican como
severamente contaminados (Rodriguez-Albarrcin et al., 2019). EI cadmio (Cd) esta presente
principalmente como iones de Cd o formando complejos, es decir, organicos e inorganicos
en la solucion del suelo (Zulfigar et al., 2021). Tanto las formas anionicas (CdCls~, Cd
(OH);~, Cd (OH)4 % y Cd (HS)42") como las catiénicas (CACI*, CAOH*, CdHS" y CdHCO®*")
del metal existen en los suelos (Zulfigar et al., 2021).

El Cd total presente en el suelo, abarca las tres fracciones en las que se encuentra el Cd en el
suelo y que se clasifica de acuerdo con su biodisponibilidad en: fraccion no intercambiable,
fraccion intercambiable y la fraccién en la solucion de suelo (Meter et al., 2019). La fraccion
no intercambiable es aquella donde el Cd esta unida a minerales primarios y secundarios, y
no se espera que ingrese en la fraccion intercambiable durante décadas o siglos. La fraccion
intercambiable, consiste en iones Cd relativamente disponibles para la absorcion por la
planta, pues se encuentran unidos a superficies solidas como la materia organica del suelo,
los 6xidos metalicos hidratados, los carbonatos y la arcilla, y, por lo tanto, se libera facilmente
en la solucion del suelo. La fraccion en la solucion de suelo se compone de iones Cd*? libres
o formando complejos metalicos solubles como CdCI*, CdCl;, CdSOs (complejos



inorganicos) o fitometaloforos (complejos organicos) que estdn completamente listos para
ser directamente absorbidos por la planta (Irfan et al., 2013; Meter et al., 2019). Se ha
encontrado que el 99% de Cd esté presente en la solucion del suelo como forma idnica libre
(Zulfigar et al., 2022). EI movimiento de la fraccion intercambiable hacia la porcién soluble
del suelo se ve influenciado por varios factores dentro de los que se incluye el pH, el
contenido de materia organica, el contenido de arcilla, la capacidad de intercambio catidnico,
la presencia de microorganismos, los exudados de las raices, entre otros. Estos factores
cambian con el tiempo, el climay la profundidad del suelo (Shahid et al., 2017).

A pesar de que el Cd se presenta en varias formas en los suelos, muchas de estas no estan
disponibles para ser adsorbidos por las plantas (Liu et al., 2018). Se ha descrito que las raices
son la principal via a través de la cual el Cd entra a la planta (Ge et al., 2012), sin embargo,
para ser absorbido por estas, el metal debe estar en su forma divalente (Cd?*), lo que depende
de la especiacion del metal, las especies de plantas y las condiciones fisicoquimicas del suelo
(El-Rasafi et al., 2022; Rizwan et al., 2018). La captacion de iones Cd por las raices de la
planta se puede producir a través de transportadores implicados en la captacion de Ca?*, Fe?*,
Mg?*, Cu?*y Zn?* (Haider et al., 2021; Ismael et al., 2019) o a través de las paredes celulares
mediante transporte pasivo (difusion) (Rog-Young et al., 2015) (Fig. 2). La absorcién de Cd
a través de la membrana plasmatica de las células de la raiz esta regulada por la diferencia de
potencial electroquimico entre la actividad de Cd en el citosol y el apoplasto de la raiz (Haider
et al., 2021). El potencial de membrana proporciona suficiente energia para impulsar la
captacion de Cd incluso a concentraciones muy bajas del metal (Haider et al., 2021). A bajas
concentraciones de Cd en la rizosfera, la raiz retiene la mayor parte del Cd que ingresa a la
planta, pero la fraccion retenida por las raices disminuye a medida que aumenta la
concentracion de Cd en la rizosfera (Lux et al., 2011). La concentracién de Cd en la raiz esta
influenciada por la concentracion de Cd en el sustrato, la fitodisponibilidad de Cd, y la
duracién de la exposicion al metal (Lux et al., 2011). Por otra parte, se ha descrito que la
acidificacion de la rizosfera y la exudacion de carboxilatos son considerados factores que
potencian la acumulacién de metales pesados (Heider et al., 2021). En especial, se ha
investigado el papel de los carboxilatos, por su impacto potencial en la biogeoquimica de los
metales a través de procesos acuosos de complejacion e intercambio de ligandos (Seshadri et
al., 2015). Entre la gama de carboxilatos exudados en la rizosfera, el malato, el citrato y el
oxalato tienen el efecto mas drastico debido a su capacidad para formar complejos de
metaloides (Seshadri et al., 2015).
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Figura 2. Absorcion de cadmio por las raices en las plantas. EI Cd (amarillo) en el medio ambiente puede
ingresar a las plantas a través de las raices de las plantas (A); cuando la concentracién de Cd es baja, se consume
ATP para transporte activo, y cuando la concentracién es alta, entra directamente a las células para absorcién
pasiva (B); El Cd es transportado entre células por las vias de apoplasto y simplasto (C). Tomado de Yang et
al. (2021).

Una vez el Cd es absorbido se traslada al citosol y luego a las células del periciclo, llegando
finalmente al xilema, para ser transportado a las partes aéreas de la planta (Wu et al., 2015).
La entrada y acumulacién de Cd en las células vegetales conduce a la activacion de la via del
calcio-calmodulina, la sintesis de fitohormonas y la sefializacion mediada por ROS (especies
reactivas de oxigeno) (Bali et al., 2019).

Estudios previos han investigado sobre el origen (geogénico o antropogénico) y la
concentracion de Cd en diversos suelos, dentro de los que se incluyen los usados para cultivos
agricolas. En Suiza, Quezada-Hinojosa et al. (2015) realizaron un anélisis mineraldgico y
geoquimico en seis tipos de suelo naturalmente enriquecidos con Cd, en donde detectaron
concentraciones maximas de hasta 16,3 mg-Kg~ ! en diferentes plantas perennes. Este alto
contenido de Cd lo relacionaron principalmente con el material parental del suelo. Por otra
parte, Gramlich et al. (2018), llevaron a cabo un estudio en suelos cultivados con cacao en
Honduras, y detectaron contenidos de 0.25 y 0.14 mg-Kg™ !, de Cd total y disponible
respectivamente, lo que los clasifica como suelos no contaminados por dicho metal. En
Colombia, Soler (2017) reportd concentraciones de Cd total superiores a 2.2 mg-Kg~*y 3.3
mg-Kg~ ! en regiones productoras de cacao ubicadas en el departamento de Cundinamarca
(Nilo y Yacopi respectivamente), las cuales se atribuyeron al material de la roca madre vy al
uso de fertilizantes contaminados por Cd. Por otro lado, Gil et al. (2020), reporta
concentraciones de Cd total de 1.22 y 2.03 mg-Kg* en suelos de fincas cacaoteras ubicadas
en el departamento de Antioquia, Estos autores indican que los niveles de Cd encontrados se
debian no solo al uso de fertilizantes sino también a la descomposicién de la hojarasca. Por
otra parte, Aguirre-Forero et al. (2020) y Bravo et al. (2021b) reportaron bajos y altos
contenidos del metal en Magdalena (Cd total 0.19 mg-Kg™) y Santander (Cd total: 3.50
mg-Kg?) respectivamente. La Fig. 3 muestra la distribucion geografica del Cd basada en



muestras de suelo tomadas en varias areas de produccion de cacao en Colombia (Bravo et
al., 2021a).
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Figura 3. Distribucion de Cd total en el suelo de fincas cacaoteras en Colombia. La escala de colores muestra
los niveles de concentracion de Cd. Los distritos de Santander y Boyacé presentan los valores mas altos de Cd
(puntos rojos). Antioquia, Caqueta, Guaviare, Huila, Meta, Risaralda y Tolima presentan concentraciones de
Cd <2 mg-Kg™ (puntos verdes y amarillos). Tomado de Bravo et al., 2021a.

El Cd no tiene ninguna funcidn bioldgica conocida y puede causar efectos toxicos en plantas,
animales y humanos. Se ha demostrado que la exposicién a bajas concentraciones de este
metal, puede ocasionar alteraciones en la salud humana tales como cancer, insuficiencia
renal, osteoporosis, anemia, diabetes mellitus y problemas pulmonares cronicos
(Rahimzadeh et al., 2017). En las plantas, el Cd las afecta a nivel morfologico, fisioldgico,
bioquimico y molecular (El-Rasafi et al., 2022) alterando la fotosintesis, la fijacion del
carbono y del nitrogeno, la asimilacién del amoniaco y la absorcion, transporte y uso de
minerales, agua y varios elementos como Ca, Zn, Mg, P y K (Haider et al., 2021). La
toxicidad del Cd en las plantas puede evidenciarse por la aparicion de clorosis, enrollamiento
de las hojas, retraso en el crecimiento y necrosis (Bagheri et al., 2014).



La capacidad de absorcion de Cd varia entre especies y genotipos de plantas debido a la
variacion morfoldgica, las caracteristicas fisioldgicas (Gupta et al., 2019; Yadav et al., 2018)
y las etapas de crecimiento de la planta (Manousaki y Kalogerakis, 2009). Algunas plantas,
Ilamadas hiperacumuladoras, son especies 0 genotipos que absorben activamente grandes
cantidades de metales toxicos y los almacenan en sus tejidos superficiales sin sufrir ningn
efecto fitotoxico perceptible (Kipper y Leitenmaier, 2013). Las plantas hiperacumuladoras
de Cd se caracterizan porque pueden tolerar y acumular Cd en niveles superiores a 100
mg-Kg™ (peso seco) en los brotes (He et al., 2017; Meter et al., 2019; Peng et al., 2019). A
la fecha, son pocas las especies que han sido descritas como hiperacumuladoras de Cd
(Ismael et al., 2019). Dentro de estas se destacan Sedum alfredii y Arabis gemmifera, las
cuales pueden llegar a acumular hasta 9.000 y 6.000 mg-Kg de Cd en los brotes (peso seco)
respectivamente (Ismael et al., 2019; Lin et al., 2020).

La mayoria de las plantas hiperacumuladoras de Cd, bajo estrés por el metal (toxicidad
moderada a alta) no muestran sintomas tdxicos como necrosis, clorosis y disminucion
significativa en la biomasa de los brotes, incluso, a veces se observa una correlacion positiva
entre las concentraciones de Cd y la planta (Ismael et al., 2019). A diferencia de las
hiperacumuladoras de Cd, las no acumuladoras sufren varios sintomas toxicos que flucttan
de acuerdo con el grado de contaminacién del suelo, el periodo y el momento de la
exposicion, las especies de plantas, los cultivares y la presencia de otros cationes y nutrientes,
que pueden afectar la absorcion o el transporte del metal (Ismael et al., 2019). Los
experimentos de laboratorio con plantulas de cacao utilizando suelos enriquecidos con 50 y
100 mg-Kg?! de Cd informaron cambios ultraestructurales y dafios en la maquinaria
fotosintética y el metabolismo antioxidante (Castro et al., 2015; Pereira et al., 2017), lo que
sugiere que el cacao no puede ser considerado como un hiperacumulador. Sin embargo,
Pereira et al. (2017) interpretaron el hecho de que las plantas translocasen Cd a los tejidos
aéreos como una sefial de tolerancia al Cd, ya que las plantas no tolerantes tienden a tener
una mayor acumulacion en las raices (Verbruggen et al., 2009). Estos estudios también
reportaron evidencia de diferencias genotipicas en la tolerancia al Cd (Castro et al., 2015;
Pereira et al., 2017).

5.1.4 Cultivo de cacao

Theobroma cacao L. (familia Malvaceae, subfamilia Sterculioideae), fruto de los dioses o
méas comunmente conocido como cacao, es una planta que se encuentra naturalmente en el
Amazonas y el Orinoco. Fue descrita, clasificada y nombrada en primera instancia por el
naturalista Carl Linneo en el afio 1.735 (Rojas y Sacristan, 2013). Se han descrito tres
variedades del Theobroma cacao L. conocidas como: cacao criollo (T. Cacao ssp. cacao),
cacao forastero (T. Cacao ssp. sphaerocarpum) cacao trinitario (producto del cruce entre
criollo con forastero).



El cacao criollo es originario de Centroamérica, Colombia y Venezuela, se distingue por
tener frutos alargados con surcos pronunciados, superficie aspera o verrugosa, cascara blanda
y semillas grandes y redondeadas, rojas/verdes cuando no estan maduras, amarillas/naranja
cuando estdn maduras con hojas blancas o de color violeta palido (Arizo et al., 2019; De-
Souza et al., 2018). Por su parte, el cacao forastero, es el que mas se cultiva en las regiones
cacaoteras de Africa occidental y Brasil, tiene frutos de color verde o amarillo, redondeados
con surcos escasamente evidentes y semillas planas de color pdrpura y finalmente el cacao
trinitario, por ser una variedad hibrida, tienen mazorcas y semillas parecidas a los dos grupos
mencionados anteriormente (Jahurul et al., 2012; Rojas y Sacristan, 2013). Los arboles de
cacao trinitario se cultivan principalmente en el Caribe, pero también en Camerdn y Papua
Nueva Guinea (De-Souza et al., 2018).

A nivel mundial, en el mercado comercial se reconocen dos grandes categorias de cacao en
grano: el cacao “fino o de aroma” y el cacao “al granel” o “comun”. Generalmente, el cacao
fino o de aroma es producido por arboles de cacao de variedad Criollo o Trinitario, mientras
que el cacao al granel proviene de la variedad de arbol Forastero (Arizo et al., 2019).
Colombia tiene varias regiones productoras de cacao con diversas caracteristicas
agroecologicas, incluidas las condiciones climaticas, los tipos de suelo y los sistemas de
cultivo (Gil et al., 2020). Esto ha resultado en la produccion de granos de cacao finos,
principalmente derivados de las variedades de cacao “Criollo” y “Trinitario” en todo el pais
(Barrientos et al., 2019; Gil et al., 2020).

Los granos de cacao tienen varios usos, como la elaboraciéon de chocolates y grasas por
industrias alimentarias o cosmetoldgicas (Sanchez et al., 2017). Muchas regiones de Africa,
Asia'y América Latina se dedican a la produccidn de cacao. En el continente africano, Costa
de Marfil es el mayor productor, seguido de Ghana, Camerdn y Nigeria. Por su parte, en Asia,
se destaca Indonesia y en América Latina Ecuador, Brasil, Per(, Republica Dominicana y
Colombia, quien se ubica en el décimo lugar (ICCO, 2021) (Fig. 4).
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Figura 4. Principales paises productores de grano de cacao. Tomado de ICCO (2021).

En Colombia, el cacao es un cultivo de gran importancia para la agricultura, pues ocupa el
segundo lugar en el ranking nacional, después del café (Feola et al., 2015). Durante el periodo
comprendido entre los afios 2020 al 2021 se produjeron aproximadamente 70.205 toneladas
de grano de cacao (FEDECACAO, 2021). Santander se destaca por ser el departamento con
mayor produccion (41%) a nivel nacional, seguido de Antioquia (9%), Arauca (8%), Huila
(8%), Tolima (7%), Narifio (5%) y Cundinamarca (3%) (FEDECACAO, 2021) (Fig. 5a). En
Cundinamarca, para el afio 2020, se estimd una produccion de 2.127 toneladas que
contribuyeron al mejoramiento de la economia regional y al sustento de las méas de 4.400
familias que se dedican a la siembra de este fruto (Plan Departamental de Extension
Agropecuaria — PDEA, 2020). En el departamento, municipios como Caparrapi, Yacopi y
Sasaima se destacan por ser los mayores productores de cacao (Fig. 5b) (Plan Departamental
de Extension Agropecuaria — PDEA, 2020).

Dentro de las condiciones climaticas que favorecen los cultivos de arboles de cacao se
encuentran: la temperatura (entre 23 'y 28 °C), el gradiente de altitud (entre 400 a 1200 m por
encima nivel del mar), la humedad relativa (entre 70 y 80%) y la precipitacién anual (entre
1500-2500 mm) (Bravo et al., 2018).
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Figura 5. (a) Distribucion por Departamento de las areas sembradas con cacao en Colombia. Fuente:
FEDECACAQ, 2021 (b) Produccion de cacao por municipio (toneladas/afio). Tomado de: Plan Departamental
de Extensién Agropecuaria- PDEA, 2020.

En la actualidad, existe una seria preocupacion por la presencia de concentraciones elevadas
de metales pesados en los tejidos de la planta de cacao, especialmente en el grano, porque
pone en riesgo la salud humanay la productividad del cultivo (Maddela et al., 2020) . Se ha
detectado la presencia y acumulacién de Bi, As, Cd, Cry Pb en los granos y céscaras de las
mazorcas de cacao, asi como en los productos derivados (Maddela et al., 2020). Chavez et
al. (2015), realizaron un estudio en el sur de Ecuador, en donde determinaron como se
distribuia el Cd en las diferentes partes de los arboles de cacao (hojas, granos y céscaras).
Los resultados indicaron que el Cd se acumula mas en los granos (entre 0,02 y 3.00 mg-Kg*,
con un valor medio de 0.94 mg-Kg 1), sequido de la céscara (entre 0,02 y 0,46 mg-Kg con
un valor medio de 0,09 mg-Kg™) y las hojas (por debajo de 0,1 xg L™). Ademas, indicaron
que la concentracion de Cd en el grano se correlaciond estrechamente con el Cd disponible
en el suelo. En Per(, Oliva et al. (2020), evaluaron las concentraciones de Cd en muestras de
suelo, raiz, hoja, testa y cotiledén en 29 fincas cacaoteras de la provincia de Bagua,
encontrando la mayor concentracion media en hoja (2,53 mg-Kg™), suelo (1,7 mg-Kg™),
raiz (1,6 mg-Kg™?), cotiledén (0,99 mg-Kg™) y testa (0,49 mg-Kg ). En Colombia, Soler
(2017), también evalué la concentracion de Cd en el tejido vegetal de plantaciones de cacao
ubicadas en los municipios de Nilo y Yacopi. El orden de concentracién de Cd en el tejido
vegetal encontrado fue: hojarasca > hoja > testa y almendra. Mas del 70% de los cultivos
muestreados en ambos municipios produjeron almendras con contenidos de Cd mayor de 0.6
mg-Kg. La concentracion del metal en los diferentes tejidos de la planta esta relacionado
con diferentes factores, dentro de los que se encuentra: el genotipo de cacao cultivado
(Arévalo-Gardini et al., 2017; Barraza et al., 2019; Lewis et al., 2018) , los sistemas de
produccién (Gramlich et al. 2017), los factores fisicos y quimicos del suelo, que pueden
mantener el control de la movilizacién y bioacumulacién de metales (Bravo et al., 2014;
Florida et al., 2019; Pereira et al., 2017), entre otros.

En América del Sur, se han detectado concentraciones de Cd hasta 12,56 mg-Kg * en el
cacao en polvo (Zug et al., 2019), lo que ha generado una seria preocupacion en los



agricultores, debido a que la Comision Europea en el afio 2014 establecio algunos limites
maximos permitidos en los productos derivados del cacao para el consumo humano que
entraron en vigor en el afio 2019 (Tabla 2). En este reglamento se establecid que los productos
a base de cacao, especificamente el polvo, no deben contener una concentracién mayor a 0,6
mg -Kg L. Debido a que el cacao en polvo es utilizado para preparar chocolate fino y que es
ampliamente consumido por toda la poblacion mundial. Por lo tanto, es de gran importancia,
crear estrategias que reduzcan la absorcion y acumulacion de Cd por parte de la planta de
cacao.

Tabla 2. Concentraciones maximas de Cd permitidas en productos derivados del cacao segln la Comisién
Europea.

Productos Nivel maximo de Cd mg-Kg*
Chocolate con Leche con un contenido de materia 0.10
seca total de cacao <30%.
Chocolate con un contenido de materia seca total

de cacao <50%, chocolate con leche con un 0.30
contenido de material seca total de cacao >30%.
Chocolate con un contenido de materia seca total 0.80

de cacao >50%.
Cacao en polvo vendido al consumidor final o
como ingrediente en cacao en polvo edulcorado
vendido al consumidor final (Chocolate para 0.60
beber).
Nota. Tomado de Zug et al. (2019).

5.2COMUNIDAD BACTERIANA DEL SUELO

5.2.1 Funcion de la comunidad bacteriana en el suelo

El suelo es un recurso bioldgico natural no renovable involucrado en importantes funciones
ecosistémicas y ciclos biogeoguimicos en la tierra. En este entorno habitan una amplia
variedad de microorganismos (bacterias, arqueas, hongos y protistas) responsables de la
mayoria de las trasformaciones bioldgicas que contribuyen a la formacion de nutrientes
(Aislabie et al., 2013). Los factores bioticos y abioticos, incluidos el pH del suelo, la
temperatura, el tipo de suelo, las condiciones geogréficas y climaticas, dan forma al
microbioma del suelo a granel y rizosférico (Santoyo et al., 2017).

Las bacterias, son los microorganismos mas abundantes y diversos en el suelo (Gagelidze et
al., 2018). Estos microorganismos cumplen importantes funciones en dicho habitat como la
descomposicion de la materia organica, los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno,
fosforo, azufre, entre otros, y la estructura y fertilidad del suelo (Wei et al., 2018). La
descomposicion es un proceso bioldgico que incluye la descomposicion fisica y la
transformacion bioquimica de moléculas organicas complejas de material muerto en



moléculas organicas e inorganicas mas simples (Khatoon et al., 2017). Los heterotrofos
bacterianos y flngicos dominan las comunidades de descomponedores microbianos. Los
hongos actian como degradadores primarios de carbono particulado y las bacterias acttan
como recicladores rapidos de compuestos de materia orgdnica (MO) rica en nutrientes
simplemente estructurados (Fabian et al., 2017). Por otra parte, el proceso de fijacion del
nitrégeno es llevado a cabo por las bacterias, quienes genéticamente codifican complejos
enzimaticos de nitrogenasa formados por la proteina dinitrogenasa de hierro y molibdeno y
la proteina dinitrogenasa reductasa de hierro o vanadio. En el proceso de nitrificacion, las
bacterias se encargan de convertir el amoniaco (NH*") en nitrito (NO?) y luego en nitrato
(NO*) y en el proceso de desnitrificacion, permiten que el nitrato (NO*) se convierta en
oxido nitroso (N20) o dinitrégeno (N2) (nitrégeno atmosférico) (Stein y Klotz, 2016). En
cuanto a la estructura del suelo, el microbioma presente en él contribuye potencialmente en
su proceso de agregacion de varias formas a diferentes escalas. Las bacterias exudan
biopolimeros que actian como agentes aglutinantes para formar agregados a escala
micromeétrica, y por otra parte, los hongos, con ayuda de sus hifas, pueden enredar particulas
para mantenerlas juntas (en escala micrométrica a milimétrica) (Lehmann et al., 2017).

La rizosfera, definida por primera vez por el cientifico alemén Lorenz Hiltner (1904) y
derivada de la palabra griega “Rhiza” que significa raices (Brahmaprakash et al., 2017), es
la region del suelo influenciada por las raices de las plantas donde hay una interaccion
estrecha con los microorganismos (Bakker et al., 2013; Tang et al., 2022). En esta interfaz
del suelo, el microbioma de la rizosfera puede promover la descomposiciéon de la materia
organica, la formacién de humus y también, contribuye en la transformacion y absorcién de
nutrientes por parte de la planta (Bonanomi et al., 2016; Mendes et al., 2013; Tang et al.,
2022).

Se ha descrito que en un suelo rizosférico tipico hay hasta 10° células por gramo, que
comprende hasta 10° taxones microbianos (Brahmaprakash et al., 2017; Lakshmanan et al.,
2017). El aumento del ndmero y las actividades microbianas en la rizosfera se debe
principalmente a la liberacion de grandes cantidades de carbono organico por parte de las
raices de las plantas (Bakker et al., 2017). Se ha descrito que, en la rizsfera, existe una gran
cantidad y variedad de géneros bacterianos (Ahemad y Khan, 2012; Brahmaprakash et al.,
2017; Tang et al., 2022). EI mayor nimero de bacterias ocurre en la profundidad de arado
del suelo cultivable a una profundidad de hasta ~30 cm, en capas mas profundas, su nimero
se reduce gradualmente (Brahmaprakash et al., 2017).

De acuerdo con el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (afio 2015), las bacterias
del suelo pertenecen predominantemente a los filos Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteroidetes y Acidobacteria; 6rdenes Pseudomonadales, Eubacteriales y
Actinomycetales y a los géneros Arthrobacter, Pseudomonas, Clostridium, Achromobacter,
Sarcina, Enterobacter, entre otras, al igual que las bacterias de Myxobacteria pertenecientes
a los géneros Micrococcus, Chondrococcus, Archangium, Polyangium y Cyptophaga



(Rainey et al., 2015). Arthrobacter es la bacteria autéctona mas comun en el suelo y
constituye del 2 al 60 % de la poblacion total del microbioma del suelo; se caracteriza por su
tendencia a formar ramificaciones y cocos (Brahmaprakash et al., 2017). Se ha descrito que
las Proteobacterias se consideran el filo bacteriano méas abundante en la rizosfera debido a su
capacidad de responder a fuentes l&biles de C, mostrando un rapido crecimiento y adaptacion
a las diversas rizosferas vegetales (Chaparro et al., 2014). A las proteobacterias le siguen las
acidobacterias, a las que se les ha atribuido un papel importante en el ciclo del C en los suelos
debido a su capacidad para degradar la celulosa y la lignina (Lagos et al., 2015). En relacién
con las actinobacterias, se han asociado con suelos supresores de enfermedades y su
capacidad para aumentar la nodulacién de raices y promover el crecimiento de las plantas
(Mendes et al., 2011).

Los cambios fisicos y quimicos causados por la contaminacion de un ecosistema ocurren
rapidamente, afectando en gran medida la funcionalidad de los servicios del ecosistémicos
(Wang et al., 2021). Por ejemplo, los efectos negativos de los metales pesados sobre los
microorganismos del suelo han sido ampliamente documentados (Fashola et al., 2016; Jebril
et al., 2022). Metales como el Cd, el Cr y el Pb pueden causar un fuerte impacto en la
estructura y funcién de la comunidad, afectado su diversidad y actividad metabdlica (Beattie
et al., 2018; Deng et al., 2018; Lin et al., 2019). Las bacterias pertenecientes a los filos
Proteobacteria, Acidobacteria y Bacteroidetes son los principales filos reportados en suelos
contaminados con metales pesados (Qin et al., 2020; Rogiers et al., 2021). Las bacterias
pueden contrarrestar los efectos toxicos de los metales pesados a traves de mecanismos de
adsorcion, oxidacion y reduccion (Girdhar et al., 2022) y también mediante la salida activa
de los iones usando bombas de eflujo (Khan et al., 2022).

Se ha descrito que el Cd tiene un efecto mucho més toxico sobre las bacterias Gram-positivas
que sobre las bacterias Gram-negativas debido a la composicién de la pared celular (Jebril et
al., 2022) y a los mecanismos usados para tolerar Cd. En las bacterias Gram-negativas, la
pared celular se compone principalmente de peptidoglicano, fosfolipidos y lipopolisacaridos
(LPS) (Jebril et al., 2022; Khan et al., 2022). Los LPS llevan carga negativa manteniendo asi
la pared celular de naturaleza anionica general (Khan et al., 2022). En las bacterias Gram-
positivas, la pared celular constituye casi la misma cantidad de peptidoglicano y acidos
teicoicos (TA) vy, a pH neutro, ambos llevan carga anidnica; sin embargo, son los TA
(polimero lineal anionico basado en fosfato) los que juegan un papel clave en la retencion
neta de carga negativa en la superficie bacteriana (Khan et al., 2022). Principalmente debido
a estos grupos funcionales anidnicos, las bacterias confieren capacidad de union a metales,
cautivando asi los iones metalicos cationicos (Cd?*) mediante fisisorcion o quimisorcion
(Khan et al., 2015; Khan et al., 2022). Por tanto, las bacterias Gram-positivas parecen
acumular concentraciones mas altas de metales pesados en sus paredes celulares en
comparacion con las bacterias Gram-negativas (Biswas et al., 2021). En cuanto a los
mecanismos usados para sobrevivir en ambientes con altas concentraciones de Cd, las
bacterias Gram-negativas, expulsan el Cd** y el Zn?* mediante sistemas impulsados por



transportadores de la familia de resistencia-nodulacion-division (RND) como el sistema Czc
(tolerancia al Cd?*, Zn?* y Co?*) (Sowmya y Hatha, 2017). En contraste, en las especies
Gram-positivas, la eliminacion de Cd?* del interior de la célula estd mediada, entre otras, por
la bomba CadA, que actiia como ATPasa tipo P exportadora de Cd (Hrynkiewicz et al., 2015;
Sowmya y Hatha, 2017). Se han informado proteinas Mts (smt) en cianobacterias para
determinar la tolerancia al Cd (Nanda et al., 2019).

5.2.2 Mecanismos de tolerancia al Cd presente en las bacterias

Las altas concentraciones de metales pesados pueden afectar negativamente la comunidad
bacteriana cambiando su estructura debido a una reduccion de la biomasa total o a una
disminucion en el numero de poblaciones especificas (Ahemad, 2012; Chu, 2018). Los
efectos adversos del metal pesado en las bacterias se han relacionado con varios procesos a
nivel celular dentro de los que se encuentra el reemplazo de grupos glutation y sulfhidrilo,
que forman parte de las proteinas, o grupos hidroxilo, que forman parte de los fosfolipidos
por iones Cd, la produccion de especies reactivas del oxigeno y la inactivacion de las
metaloproteinas (Fashola et al., 2016; Jebril et al., 2022), lo que consecuentemente causa
desnaturalizacion de las proteinas, alteracion de la membrana celular, dafio del acido nucleico
e inhibicion de la division celular, las actividades enzimaticas y la transcripcion (Fashola et
al., 2016; Salam et al., 2020). La toxicidad del Cd en la célula depende de la composicion de
acidos grasos y proteinas de su pared celular, ademas de la concentracion de Cd.

Las bacterias mayor adaptadas han desarrollado mecanismos de tolerancia que les permitan
sobrevivir a la toxicidad causada por los metales pesados (Abbas et al., 2018; Chu, 2018;
Osman et al., 2019). Por lo tanto, la tolerancia se ha definido como la respuesta de las células
a la perturbacion ambiental causada por la contaminacion y esta relacionada con la activacion
de mecanismos protectores o adaptativos para sobrevivir a estos ambientes (Bravo &
Braissant, 2021).

Dentro de los mecanismos de tolerancia que han desarrollado las bacterias para contrarrestar
los efectos nocivos del Cd se destacan (Fig. 6):

+ Sustancias poliméricas presentes en la pared celular y el espacio extracelular
(Biosorcion): Algunas bacterias tienen la capacidad de producir capas de
exopolimeros alrededor de su superficie celular con las que logran evitar la entrada
del metal pesado dentro de la célula, mediante su secuestro extracelular (biosorcion
superficial) a través de varios mecanismos que incluyen el intercambio de protones y
la microprecipitacion de metales (Jebril et al., 2020). Las sustancias poliméricas
extracelulares se componen principalmente de carbohidratos, polisacéaridos (ESP),
acidos grasos y algunas veces, acidos nucleicos; estas sustancias generalmente se
encuentran cargadas negativamente, lo que consecuentemente genera que la eficacia
de la unidn metal-exopolimero dependa directamente del pH. Dentro de sus funciones



se encuentra, la proteccion contra la desecacion, la fagocitosis y el parasitismo, y
también, contribuye a la formacion de biopeliculas (Al-Dhabi et al., 2019).

Estudios previos infieren que la capacidad de biosorcion por parte de algunos géneros
bacterianos puede verse influenciada por la composicién de los exopolisacaridos,
especialmente por la presencia de sulfatos y acido uronico, pues estos forman geles en
presencia de iones metalicos y, por lo tanto, ayudan a eliminar el Cd de entornos
contaminados (Sowmya & Hatha, 2017). Mathivanan y Rajaram (2014), aislaron
bacterias de un ecosistema contaminado industrialmente y detectaron su tolerancia
méaxima al Cd. Sus resultados indicaron que el género Pseudomonas sp., a diferencia de
los géneros Bacillus sp., Enterobacter sp., Aeromonas sp. podia tolerar hasta 500 mg/L
de iones Cd (Il), y tener una capacidad de biosorcion del 99% (100 mg/L Cd (I1)). Por
otra parte, Long y colaboradores (2021), demostraron que las cepas de Microbacterium
sp. D2-2 y Bacillus sp. C9-3 exhibieron una capacidad maxima de biosorcion de 222.22
y 163.96 mg de Cd2+ por gramo de biomasa respectivamente (pH: 5.0) y concluyeron
que los principales sitios de union al metal eran los grupos hidroxilo, carboxilo, carbonilo
y amino en la biomasa de ambas cepas.

El papel clave de la produccion de EPS es el secuestro de Cd, lo cual reduce la
biodisponibilidad del metal en el suelo (Bravo & Braissant, 2021). Sin embargo, vale la
pena mencionar, que el porcentaje de Cd adsorbido por algunas bacterias tolerantes (P.
putida, S. oneidensis, R. tropici y Agrobacterium sp.) aumenta en funcion del pH (Kenney
y Fein, 2011).

+ Sistemas de eflujo (Quimiosorcién): Los sistemas de eflujo se encargan de
transportar los cationes metalicos desde el interior de la célula hacia el exterior a través
de proteinas integrales ubicadas en la membrana celular, y por tanto, los secreta
(Sowmya y Hatha, 2017). Estas proteinas trasportadoras también son Utiles para la
expulsion de biocidas, antibioticos y otros agentes toxicos (Abbas et al., 2018).

En la tolerancia al Cd se han identificado tres sistemas de eflujo: los facilitadores de difusion
de cationes (CDF), las ATPasas tipo P y los transportadores compuestos por miembros de la
familia RND ( Abbas et al., 2018; Bravo & Braissant, 2021; Marrero-Coto & Coto-Pérez,
2010; Sowmya & Hatha, 2017).

Las ATPasas tipo P son una familia de proteinas de transporte que funcionan mediante la
hidrolisis del ATP. Su mecanismo de accién se basa en la importacion del sustrato desde el
exterior o desde el periplasma al citoplasma (ATPasa tipo P importadora) o la exportacion
desde el citoplasma al periplasma (ATPasa tipo P exportadora). En este sentido, se relaciona
a la ATPasa tipo P importadora con el transporte de macroelementos como el Mg (11) y de
metales pesados y las ATPasas tipo P exportadoras con la detoxificacién de los cationes de
metales pesados a través de su eflujo (Abbas et al., 2018; Bravo & Braissant, 2021). La



proteina CadA codificada en el plasmido pl258 de Staphylococcus aureus es la ATPasa tipo
P mas estudiada en bacterias (Sochor et al., 2011).

El transporte de metales llevado a cabo por los facilitadores de difusion de cationes (CDF)
es dirigido por un gradiente de concentracién quimiosmotico Ay, de pH o de potasio. El ion
Zn (1) es el sustrato primario, pero también puede transportar iones Co (1), Ni (1), Fe (I) y
Cd (I). En esta familia se destaca la proteina CzcD descrita ampliamente en la bacteria C.
metallidurans CH34. Esta proteina fue inicialmente como un regulador de la expresion del
sistema CzcCBA, sin embargo, estudios recientes indican que también confiere un pequefio
grado de tolerancia a Zn(lIl), Co(ll) y Cd(Il) en ausencia del sistema CzcCBA, disminuyendo
la concentracién citoplasmatica de estos (Marrero-coto & Coto-pérez, 2010; Osman et al.,
2019).

Las proteinas pertenecientes a la familia RND, han sido mayormente descritas en bacterias
Gram-negativas (Sowmya y Hatha, 2017). Las proteinas RND actlan como sistemas de
exportacion impulsados por protones, donde la mitad de la proteina es un canal de sustrato y
la otra mitad es un canal de protones, cooperando como un antiportador protén-sustrato. Las
bombas de RND en conjunto con una proteina OMF (factor de membrana externa) y una
MFP (proteina de fusion de membrana) forman un canal de envoltura trans que permite la
extrusion del sustrato hacia la luz extracelular desde el citoplasma. Estas proteinas no solo
estan involucradas en la tolerancia a metales pesados, sino que también contribuyen en la
resistencia a maltiples farmacos en las bacterias y en la desintoxicacion de los inhibidores de
betalactamasa (Osman et al., 2019). Dentro de esta familia se destaca el transportador de
bomba de eflujo CzcCBA (donde CzcA es la proteina RND, CzcC es la proteina OMF y
CzcB es la proteina MFP) responsable de la desintoxicacion de Zn?*, Co?* y Cd?* (Zeng et
al., 2012).

+ Capturaintracelular mediada por proteinas: Las bacterias tolerantes al Cd también
han adoptado la estrategia de unir el Cd con proteinas de unidn intracelulares ricas en
cisteina (metalotioneinas bacterianas). La funcion principal de las metalotioneinas es
reducir las concentraciones de iones libres dentro del citoplasma y las proteinas de
union a cationes metalicos citoplasmaticos (actividad secuestrante y desintoxicante).
La primera metalotioneina bacteriana conocida fue smtA, la cual se caracterizo
inicialmente en Synechococcus PCC 7942, y después fue descrita en Anabaena PCC
7120, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida (Abbas et al., 2018) y
Salmonella enterica 43C (Khan et al., 2016).
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Figura 6. Representacion esquematica de los mecanismos de tolerancia bacteriana a Cd. (A) Defensa bacteriana
contra Cd. (1) Las bacterias pueden desactivar Cd mediante la unién con metalotioneina para facilitar el
secuestro. (2) El transporte de Cd desde el citoplasma a los espacios extracelulares mediante bombas de eflujo.
(3) el Cd se puede desactivar mediante la unién con S?*, OH- 0 PO** para facilitar la precipitacion de Cd o (4)
sustancias extracelulares fuera de las células para facilitar la adsorcion de Cd en la pared bacteriana (intercambio
i6nico, formacion de complejos y adsorcion fisica). (5) La sustancia polimérica extracelular sirve para la unién
de Cd. (B) Resistencia al Cd mediada por eflujo en bacterias. Cd entra en la célula a través de un transportador.
Ante la presencia de transportadores de eflujo: ATPasa de tipo P, RND y CDF, los transportadores comienzan
a bombear iones Cd hacia la célula exterior. Abreviaturas: ATPasa (trifosfato de adenosina), RND (division
celular de nodulacion de resistencia) y CDF (facilitador de difusion de cationes). Tomado de Jebril et al. (2022).



53METODOLOGIAS PARA ESTUDIAR LA COMUNIDAD
BACTERIANA

Se ha descrito que las bacterias cumplen un importante papel en el ecosistema del suelo, y es
por esta razon que se hace necesario estudiar su estructura y funcionamiento a nivel de
comunidad, asi como también, la variacidn en su composicion debido a cambios provocados
en su habitat. Para ello, se han implementado varios métodos que contribuyen a la obtencion
de esta informaciéon que se clasifican de manera general en: métodos dependientes e
independientes de cultivo.

5.3.1 Meétodos dependientes de cultivo

Los métodos dependientes de cultivo se basan principalmente en el aislamiento y
mantenimiento de las bacterias en medios liquidos, solidos o semisolidos que les
proporcionan los nutrientes necesarios para su crecimiento y posterior identificacion
(Salmonova et al., 2017). Estos métodos son sensibles, econémicos y proporcionan
informacion cualitativa y cuantitativa de manera especifica, diferenciando una bacteria o
grupo poblacional de otro gracias al uso de medios de cultivo diferenciales (Fakruddin,
2013). Sin embargo, estos métodos presentan desventajas, dentro de las que se destaca
principalmente la falta de informacion sobre los requerimientos nutricionales y fisioldgicos
de las bacterias para lograr su éptimo crecimiento, el riesgo de contaminacion, entre otros
(Mandal et al., 2011). En la actualidad, menos del 1 % de las bacterias pueden cultivarse con
los medios de cultivo actualmente disponibles (Salmonova et al., 2017). A pesar de que los
microorganismos cultivados representan solo una pequefia proporcion de la diversidad
microbiana en la naturaleza, el cultivo es esencial para aislar células bacterianas vivas en
cultivo puro y determinar sus rutas metabdlicas, por lo tanto, el cultivo sigue siendo una de
las técnicas clave utilizadas en microbiologia (Salmonova et al., 2017; Uhlik et al., 2013).

En Colombia, han sido varios los estudios realizados sobre la comunidad bacteriana
cultivable presente en suelos cacaoteros con concentraciones variables de Cd. Por ejemplo,
Bravo et al. (2018) aislaron ciento veintinueve bacterias del suelo tolerantes al Cd en 26
fincas ubicadas en Arauca, Boyaca y Santander. De ellos, 77 eran Gram-positivos y 47 Gram-
negativos. En Antioquia, Cérdoba- Novoa et al. (2021) aislaron y caracterizaron treinta
morfotipos bacterianos diferentes de suelos con concentraciones naturales de Cd de los
municipios de Yacopi y Nilo ubicados en el departamento de Cundinamarca utilizando
medios de cultivo con 6 mg-Kg™ de Cd. Los morfotipos mas abundantes con capacidad para
tolerar Cd fueron Gram-negativos pertenecientes al filo Proteobacteria (90%) y casi la mitad
de ellos mostraron capacidad para fijar nitrogeno, solubilizar fosfatos y degradar celulosa.
Por otra parte, en Cundinamarca, Quiroga-Mateus et al. (2022) aislaron cinco cepas



bacterianas tolerantes al metal de los suelos recolectados; tres de ellas se obtuvieron de las
capas superficiales del suelo (0 a 20 cm de profundidad), mientras que los dos aislamientos
restantes correspondieron a las muestras tomadas en capas mas profundas (20 a 40 cm de
profundidad). Las cinco cepas aisladas en este estudio pertenecian al género Bacillus sp.
dentro de los que se encontraron las especies rugosus y aryabhattai.

5.3.2 Métodos independientes de cultivo: Metagenomica

Debido a que solo una pequefia proporcion de los microorganismos es cultivable (0.1%) se
tiene informacion limitada sobre la comunidad microbiana que habita un ecosistema. Sin
embargo, los avances que se han venido dando durante los ultimos afios en el campo de la
biologia molecular y en especial de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS)
han proporcionado una alternativa prometedora para estimar la diversidad microbiana sin
tener que aislar los microorganismos y de esta forma conocer el 99% restante (Hermans et
al., 2020).

El término “metagendmica” fue propuesto inicialmente por Handelsman et al. en el afio 1998,
y hacia referencia a “los genomas colectivos de la microflora del suelo”. Posteriormente fue
definido por Cowan et al (2004), y Allen y Banfield (2005) como “el analisis funcional
basado en la secuencia de los genomas microbianos colectivos que estan contenidos en una
muestra ambiental” (Salmonova & BuneSova, 2017). Desde su primera aplicacion, hasta la
actualidad, la metagendmica, también conocida como gendmica ambiental o comunitaria, se
ha utilizado de manera integral para estudiar la diversidad microbiana en una determinada
comunidad ambiental mediante el andlisis de genes especificos, como el ARNr 16S para
bacterias, y el ARNr 18S y las regiones espaciadoras transcritas internas (ITS) del ribosoma
para organismos eucariotas. Estos marcadores funcionan adecuadamente para la elaboracion
de perfiles filogenéticos debido a que estan presentes de forma ubicua en la poblacion, y a
que tienen regiones hipervariables que diferencian los microbiomas a nivel de género,
principalmente. Adicionalmente, estos marcadores estdn flanqueados por regiones
conservadas que pueden ser el objetivo para disefiar cebadores "universales" (Kumar-
Awasthi et al., 2020).

El gen 16S ARNTr tiene una longitud aproximada de 1500 pares de bases e incluye nueve
regiones variables (V1-V9) e hipervariables (H1-H9) intercaladas a lo largo de la secuencia
16S altamente conservada (Ver Fig. 7) (Abellan-Schneyder et al., 2021). La eleccion de
regiones variables "éptimas" es un debate en curso que depende tanto de la tecnologia de
secuenciacion disponible, la pregunta de investigacion y la capacidad de comparar los
resultados obtenidos para las comunidades microbianas recolectadas de diversos entornos
por multiples investigadores (Willis et al., 2019). Generalmente, uno de los conjuntos de
cebadores mas utilizados para la investigacion de la diversidad bacteriana en varios entornos,
incluido el suelo, es el 341F/785R (dirigido a las regiones variables V3-V4 del gen 16S
RNAr) que fue desarrollado por Klindworth et al. (2013).
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Figura 7. Representacion esquematica del complejo ribosémico y el gen 16S ARNTr y los diversos pares de
cebadores utilizados para la secuenciacion metagendémica. Las regiones conservadas se representan en blanco,
las regiones variables en azul y las regiones hipervariables en rojo. Los cebadores estan disefiados en una region
conservada para obtener un producto de PCR que abarque una o mas regiones hipervariables. Adaptado de
Abellan-Schneyder et al. (2021).

La metagendmica se divide en dos areas de investigacion. La primera se basa en la
amplificacion de un gen determinado presente en una muestra objetivo y su posterior
secuenciacion (secuenciacion de amplicon o metataxondmica) y la segunda en la
secuenciacion de todo el ADN gendmico presente en una muestra, es decir de todos los genes
sin realizar una amplificacion previa (metagenomica ‘“escopeta” 0 shotgun).
Independientemente de la estrategia, se debe hacer una extraccion y purificacion del ADN
total de la muestra problema, una preparacion de librerias metagendmicas a partir de los
productos amplificados o del ADN total extraido, secuenciacion y analisis de los datos. Los
resultados obtenidos proporcionaran informaciéon genética valiosa con respecto a la
diversidad y prediccion funcional de los microorganismos presentes en la muestra objetivo
(Salmonova y Bunesova, 2017).

5.3.3 Procesamiento de datos de secuenciacion de amplicon.

El paso inicial del procesamiento de los datos obtenido de la secuenciacion de las librerias
metagenomicas es el filtrado y la eliminacion de las bases de baja calidad, adaptadores,
dimeros de cebadores, entre otros; a este proceso se le denomina limpieza de las secuencias
(Hugerth y Andersson, 2017). FastQC (Andrews, 2009) o MultiQC (Ewels et al., 2016) son
los programas bioinformaticos que se pueden utilizar para evaluar la calidad de los datos



antes y después del filtrado de calidad, incluso si los errores se distribuyen aleatoriamente o
se agrupan en ciertas bases o regiones de la celda de flujo (Hugerth y Andersson, 2017).
Luego, para lecturas de finales pareados, es comun fusionarlas en sus regiones superpuestas
(Liu et al., 2021). El siguiente paso suele ser escoger las secuencias representativas como
representantes de una especie (OTU—del inglés Operational Taxonomic Unit— y ASV—
del inglés Amplicon Sequence Variant) (Liu et al., 2021). El algoritmo UPARSE agrupa
secuencias con un 97% de similitud en OTU (Edgar, 2013). Sin embargo, este método puede
no detectar diferencias sutiles entre especies o cepas (Liu et al., 2021). DADA2 (Divisive
Amplicon Denoising Algorithm 2 por sus siglas en inglés) es un algoritmo de eliminacion de
ruido desarrollado recientemente que genera ASV como secuencias representativas mas
exactas (Callahan et al., 2016). Finalmente, se puede obtener una tabla de caracteristicas
(tabla OTU/ASV) cuantificando la frecuencia de las secuencias de caracteristicas en cada
muestra (Lucaciu et al., 2019) y al mismo tiempo, a las secuencias de las caracteristicas se
les puede asignar una taxonomia, generalmente a nivel de reino, filo, clase, orden, familia,
género y especie, lo que proporciona una perspectiva de reduccion de la dimensionalidad del
microbioma (Liu et al., 2021) (Fig. 8). La asignacion taxonomica se logra mediante la
comparacion directa de las secuencias obtenidas con secuencias de genes de ARNr 16S de
genomas de referencia en una base de datos como SILVA (Quast et al., 2012), Greengenes
(De-Santis et al., 2006), entre otras (Hugerth y Andersson, 2017).

Los datos obtenidos a partir de la secuenciacion de los amplicones del gen 16S ARNr se
utilizan para obtener informacién sobre la composicion taxondémica de las muestras objeto
de estudio (Liu et al., 2021). No obstante, se han desarrollado varios paquetes de software
utiles para predecir informacién funcional (Mongad et al., 2021; Liu et al., 2021). El
principio detrés de esta prediccion es vincular las secuencias de ARNr 16S o la informacion
taxondmica con descripciones funcionales basadas en la literatura (Liu et al., 2021). Por
ejemplo, PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of
Unobserved States por sus siglas en inglés) que se basa en la tabla OTU de la base de datos
Greengenes (McDonald et al., 2011) utiliza un algoritmo de reconstruccién de estado
ancestral extendido para predecir qué familias de genes estan presentes y luego combina
familias de genes para estimar el metagenoma compuesto (Langille et al., 2013). El algoritmo
utiliza un arbol filogenético de secuencias de genes 16S rRNA para vincular las OTU con
contenido genético. Por lo tanto, las predicciones de PICRUSt dependen de la topologia del
arbol y la distancia al siguiente organismo secuenciado. Debido a que siempre existe un
vecino mas cercano dentro de la topologia de arbol, PICRUSt vincula todas las OTU, incluso
si las distancias son grandes (AlRhauer et al., 2015; Langille et al., 2013). Por otra parte, en
Tax4Fun (ABhauer et al., 2015), la vinculacion de las secuencias del gen 16S ARNr con la
anotacion funcional de los genomas procariotas secuenciados se realiza con una
identificacion de vecino més cercano basada en una similitud minima de secuencia de 16S
ARNr (ARhauer et al., 2015). Tax4Fun puede predecir las capacidades funcionales KEGG



(Enciclopedy of Kyoto of Genes and Genomes por sus siglas en inglés) (Kanehisa y Goto,
2000) de los microbiomas segun la base de datos SILVA (Quast et al., 2012).
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Figura 8. Flujo de trabajo de los métodos cominmente utilizados para la secuenciacion de amplicon (A) y
metagenomica (B). Los bloques azul, naranja y verde representan archivos de entrada, intermedios y de salida,
respectivamente. El texto junto a la flecha representa el método, con el software de uso frecuente que se muestra
entre paréntesis. Las tablas taxondmicas y funcionales se conocen colectivamente como tablas de

caracteristicas. Tomado de Liu et al. (2021).

5.3.4 Andlisis de diversidad, abundancia y prediccion funcional.

La diversidad biologica o biodiversidad, se define como la variabilidad entre organismos
vivos significativamente diferentes y su abundancia en un conjunto o comunidad presente en
un ecosistema, incluido el terrestre, el marino y el acuético ( Breitwieser et al., 2018;
Hermans et al., 2020).

La diversidad microbiana comprende tres niveles de estudio de la diversidad bioldgica:
diversidad genética dentro de las especies, nimero de especies y la diversidad comunitaria a
nivel de ecosistema (ecoldgica) (Hermans et al., 2020). El término diversidad de especies
esté constituido principalmente por dos componentes, el primero de ellos hace referencia al
numero total de especies presentes en un ecosistema dado (riqueza de especies) y el segundo
a la distribucion de los individuos entre estas especies (uniformidad o equidad de especies)
(Hermans et al., 2020).

En el afio 1972 Whittaker establecid tres enfoques para medir la diversidad de especies,
denominados: diversidad alfa (a), diversidad beta (B) y diversidad gama (y). La alfa, también
Ilamada diversidad comunitaria hace referencia a la diversidad de especies dentro de un
habitat determinado (intracomunitario), e involucra dos componentes: riqueza de especies y
uniformidad. La riqueza de especies se refiere al nUmero de especies diferentes presentes en



un determinado nicho; por ejemplo, si hay mas especies presentes en “A” que en “B”, “A”
es mas rica que “B” (Kim et al., 2017). La forma mas sencilla de medir la riqueza microbiana
es contar cuantas especies, representadas por unidades taxonémicas operativas (OTU) o
variantes de secuencia de amplicon (ASV), se observan dentro de una muestra (Li et al.,
2022). Por otra parte, la uniformidad hace referencia al tamafio (abundancia relativa o
absoluta) de la poblacién de cada una de las diferentes especies que se encuentran presentes
(Kim et al., 2017). En general, cuando aumenta la riqueza y la uniformidad de las especies,
también lo hace la diversidad (Kim et al., 2017). Por su parte, la diversidad beta es definida
como la diferencia en la composicion de especies entre habitats o comunidades que se
encuentran en areas distintas, y la diversidad gama es la medida que representa la riqueza
total de especies a nivel de paisaje, en la que se involucran tanto las diversidades alfa como
las beta (Agrawal et al., 2011; Thukral, 2017).

Para evaluar y comparar la diversidad de las comunidades microbianas a partir de diferentes
muestras, se han desarrollado una variedad de medidas ecologicas y herramientas
bioinformaticas (Kim et al., 2017). En lo que respecta a diversidad alfa, el calculo de la
riqueza total puede tener dos enfoques: el primero es un enfoque asintético basado en
estimadores de riqueza de especies. Por ejemplo, algunos indicadores infieren la riqueza
teniendo en cuenta las especies raras presentes en la cola de la distribucion de la abundancia,
como Chaol, ACE y abundancia-Jackl (Estimador de cobertura basado en la abundancia)
que podria clasificarse en una evaluacion basada en el individuo (Li et al., 2022). El segundo
es un enfoque no asintotico basado en rarefaccion y extrapolacion. Se ha propuesto y
recomendado la rarefaccion basada en el tamafio de la muestra y la extrapolacion de la
riqueza de especies, que se pueden enrarecer a muestras de tamafio pequefio o extrapolar a
muestras de gran tamario (Li et al., 2022).

En los andlisis de diversidad de la comunidad microbiana, no existe un acuerdo general sobre
qué indice de diversidad es el mejor para usar (Kim et al., 2017). Sin embargo, se ha
recomendado el uso de los indices de diversidad de Shannon-Weaver y Simpson para medir
de forma robusta la alfa diversidad microbiana (Haegeman et al., 2013; Kim et al., 2017). A
pesar de que ambos indices contemplan la riqueza y abundancia de especies, tienen sesgos
especificos. El indice de Shannon-Weaver otorga mayor peso a la riqueza de especies,
mientras que el indice de Simpson considera la uniformidad de las especies mas que la
riqueza de especies en su medicion (Kim et al., 2017).



Tabla 3. Medidas de diversidad ecoldgica cominmente utilizadas en estudios de ecologia microbiana.

Indices de diversidad

Descripcion

Férmula

Indice de diversidad de
Shannon (H)

Estimador de riqueza de especies y
equidad de especies: mas peso en la
riqueza de especies.

H= _i(}-’f ll'l PJ)
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donde “s” es el niUmero de OTU y
“pi” es la proporcion de la
comunidad representada por OTU

ey

]

indice de Simpson (D)

Estimador de la riqueza de especies
y la uniformidad de las especies: mas
peso en la uniformidad de las
especies.

1
El;:l}-’f
donde “s” es el numero total de
especies en la comunidad y “pi” es la

proporcion de la  comunidad
representada por OTU “i”.

D=

ACE

Estimador de cobertura basado en la
abundancia de la riqueza de especies.

Sm.rf -Fl 2
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donde “Sapbund” y “Srare” son el
namero de OTU abundantes y raras,
respectivamente, “Cace” es el
estimador de  cobertura de
abundancia de la muestra, “F1” es la
frecuencia de singletons, y “p?ace”
es el coeficiente de variacion
estimado para OTU raros.

El coeficiente de variacién estimado
(v?ace) se define como:

z = max Syare E‘}Eli“_lej 1.0
Tace CACE(N!RH‘)(NMH‘_]') !

Chaol

Estimador de riqueza de especies
basado en la abundancia.

SCJnrDl = Suf.ls M
2(F,+1)
donde “F1”y “F>” son el conteo de
singletons y doubletons,
respectivamente, y “Sons” es el
namero de especies observadas.

Nota. Tomado de Kim et al. (2017).

En el suelo, la diversidad microbiana es alta. Una muestra tipica de dicho ecosistema contiene
miles de taxones individuales de Bacterias, Arqueas y Hongos. Se ha estimado que puede
haber méas de 10® OTU a nivel de especie (Jurasinski et al., 2009). Para caracterizar
estructural y taxondmicamente dicha diversidad microbiana, las técnicas de alto rendimiento,




como la secuenciacion del gen 16S ARNry los métodos de analisis de datos se han convertido
en herramientas Utiles y novedosas (Li et al., 2022).

5.4ESTUDIOS METAGENOMICOS EN SUELOS CACAOTEROS CON
Cd.

La metagendmica ha sido aplicada en varios estudios de suelos contaminados con Cd (Tabla
5). Las comunidades bacterianas son un componente importante del suelo que se ve afectado
por la presencia de Cd (Guo et al., 2017, Sun et al., 2022). Varios estudios han demostrado
que el metal afecta significativamente la diversidad y composicién microbiana del suelo (Luo
et al., 2019; Salam et al., 2020; Sun et al., 2022). Por ejemplo, Luo et al., (2019)
determinaron que el porcentaje de abundancia de algunos filos bacterianos variaba con
relacién a la concentracion de Cd presente en el suelo, observando un aumento en la
abundancia del filo Actinobacteria (tolerante al Cd) y una disminucién en los filos
Proteobacteria, Verrucomicrobia y Nitrospirae (sensibles al Cd) a medida que aumentaba la
concentracion del metal; lo que indico que los sitios con niveles altos de Cd tenian indices
de diversidad méas bajos que los grupos con niveles bajos. Sus resultados coinciden con los
obtenidos por Salam et al., (2020) y Sun et al., (2022). En la Tabla 5 se presenta un resumen
de los principales estudios basados en el uso de la metagendmica para el analisis de suelos
contaminados con Cd.

Tabla 5. Estudios basados en el uso de metagenémica como herramienta para el analisis de suelos contaminados
con Cd.

Cebadores utilizados Método de Referencia
secuenciacion

Estudio Lugar Técnica

Metagendmica integrada y
andlisis de redes ecol6gicas
moleculares de la
composicion de la
comunidad bacteriana
durante la
fitorremediacion de suelos
contaminados con cadmio
por cultivos bioenergéticos.

Nanyang,
China.

Metataxonémica.

338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3")
806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3")

Illumina MiSeq.

Chen et al.
(2017).

Analisis metagenémico de
la comunidad microbianay
la funcion involucrada en
suelos contaminados con
Cd.

Shuangsheng,
China.

Metagendmica.

Illumina cBot.

Feng et al.
(2018).

La exposicion al cadmio y
las interacciones de
plantacion de  Sedum
alfredii dan forma a la
comunidad bacteriana en
la rizosfera de la planta
hiperacumuladora.

Quzhou, China.

Metataxondmica.

341F (5"-CCTACGGGNGGCWGCAG-3")
805R (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3')

Illumina MiSeq.

Hou et al.
(2018).




Respuesta de la comunidad
bacteriana a la
contaminacién por cadmio
del suelo de arroz agricola.

XiangTan,
China.

Metataxonémica.

Region V4
515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3)
806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3)

Illumina MiSeq.

Luo et al.
(2019).

Efectos de la perturbacion
del cadmio en la estructura
de la comunidad
microbiana y resistoma de
metales pesados de un suelo
agricola tropical.

llorin, Nigeria.

Metagendémica.

Illumina MiSeq.

Salam et al.
(2020).

Caracterizacion y
comparacion de las
comunidades bacterianas
de la rizosfera y suelos a
granel de campos de trigo
contaminados con cadmio.

Xushe, China.

Metataxonémica.

Region V3-V4
343F (5'-TACGGRAGGCAGCAG-3")
798R (5'-AGGGTATCTAATCCT-3")

Illumina MiSeq.

Song et al.
(2020)

El crecimiento de las
plantas y la comunidad
bacteriana autdctona se
vieron significativamente
afectados por la
contaminacion con cadmio
en el sistema suelo-planta.

Hunan, China.

Metataxonémica.

Region V5-V6
799F (5'-AACMGGATTAGATACCCKG-3')
1115R (5'-AGGGTTGCGCTCGTTG-3")

Illumina MiSeq.

Duetal.
(2021).

Identificacion de
microorganismos
resistentes al Cd a partir de
suelo contaminado con
metales y su potencial para
promover el crecimiento y
la acumulacién de Cd en
bermudagrass.

Zhuzhou,
China.

Metataxonémica.

Region V3-V4
338F (5'-barcode + ACTCCTACGGGAGGCAGC
AG-3")
806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3")

Illumina MiSeq.

Xie et al.
(2021).

Impacto de la
contaminacion por cadmio
en la estructura de la
comunidad bacteriana del
suelo cultivable y el
aislamiento de bacterias
resistentes al cadmio.

Xiangtan,
China.

Metataxondémica.

Region V3-V4
338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3")
806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3")

Illumina MiSeq.

Yuetal.
(2021).

Efectos de la
contaminacién por cadmio
en las comunidades
bacterianas y fangicas en el
suelo de cultivo de Panax
ginseng.

Changchun,
China

Metataxonémica.

Illumina HiSeq.

Sun et al.
(2022).

Nota. Tabla realizada por la autora.

En Colombia, los estudios basados en la identificacion molecular de la comunidad bacteriana
cultivable y no cultivable presente en suelos cacaoteros contaminados con Cd son pocos. Se
destaca el realizado por Céaceres et al. (2021), cuyo objetivo fue examinar la composicion




taxondémica de la comunidad microbiana y sus posibles relaciones con las propiedades
fisicoquimicas del suelo utilizando métodos dependientes e independientes de cultivo
(secuenciacion de amplicon del gen 16S ARNFr). En este estudio, los filos que se destacaron
en todas las muestras fueron: Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia, Myxococcota,  Chloroflexi, Planctomycetes, Bacteroidetes,
Gemmatimonadetes, Nitrospira, Firmicutes y NB1_J; y los géneros Nitrospira, candidatus
Udaeobacter, Haliangium, Cupriavidus, MND1, Bacillus, Kitasatospora, Niveibacterium,
Acidothermus, Burkholderia, Acidibacter, Terrimonas, Gaiella, candidatus Solibacter,
Kitasatospora, Sphingomonas, y Streptomyces.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Descripcion del sitio y disefio del muestreo

El muestreo se realizé en el municipio de Yacopi, Cundinamarca (5°27° 58” Ny 74° 20’ 20”
0). Esta region presenta climas de bosque himedo premontano tropical (precipitaciones entre
1000 y 2000 mm/afio) y bosque muy humedo premontano tropical (precipitaciones entre
2000 y 4000 mm/afio) con temperaturas entre 18 °C y 24 °C (EOT Yacopi, 2005). Con base
en el estudio realizado por Rodriguez Albarrcin (2019) se seleccionaron tres fincas cacaoteras
con diferentes concentraciones naturales de Cd total (Cdt) >5 mg-Kg™* (F1) y < 2 mg-Kg*
(F2 y F3). La seleccion de los sitios de muestreo en cada finca se realiz6 por medio del
método hipercubo latino condicionado (McKay et al., 1979; Minasny & McBratney, 2006)
con correcciéon en campo. En cada finca se selecciond un lote cultivado con el mismo
genotipo de cacao (CCN 51) en etapa productiva (designado como suelo con cacao, SCC) y
un lote sin cultivo de cacao (designado como suelo sin cacao, SWC). En el lote con cultivo
de cacao se seleccionaron tres puntos de muestreo por finca. En cada punto, se seleccionaron
tres arboles y se colectaron cuatro submuestras de suelo de aproximadamente 0,5 kg por arbol
auna profundidad de 0a30cm (D1) ya31a100cm (D2). Las submuestras fueron mezcladas
para obtener una mezcla compuesta por punto de muestreo (una réplica bioldgica, en total se
realizaron tres réplicas por lote). Adicionalmente, se tomaron tres muestras de suelo
rizosférico (RZ) en F1y F2. En los lotes SWC de cada finca, también se seleccionaron tres
puntos de muestreo para colectar suelo D1y uno para D2. En total se colectaron 36 muestras
de suelo, 24 para SCCy 12 para WC (Fig. 9). Una parte de las muestras de suelo previamente
tamizado a través de un tamiz de 6.3 mm se almacené en tubos falcon® de 50 ml en hielo
seco y se llevo al laboratorio de Agrobiotecnologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Colombia para la extraccion del ADN total y el resto de las muestras
se conservo a temperatura ambiente para realizar los andlisis fisicoquimicos de los suelos y
la determinacion de los niveles de Cdt y Cd disponible (Cda) en el laboratorio de suelos y
aguas de la misma Facultad. En la Tabla 6 se describe el significado de las abreviaciones de
las muestras de suelo usadas en el texto.

Tabla 6. Lista de las abreviaciones usadas en el texto.

Abreviacion Significado
F1CD1 Finca 1- Cultivo- Profundidad 1 (Farm 1-Crop-Depth 1)
F1CD2 Finca 1- Cultivo- Profundidad 2 (Farm 1-Crop-Depth 2)
F1CRz Finca 1- Cultivo- Rizosférico (Farm 1-Crop-Rhizospheric)
F1WCD1 Finca 1- Sin Cultivo- Profundidad 1 (Farm 1-Without Crop-Depth 1)
F1WCD?2 Finca 1- Sin Cultivo- Profundidad 2 (Farm 1-Without Crop-Depth 2)




(b)

F2CD1 Finca 2- Cultivo- Profundidad 1 (Farm 2-Crop-Depth 1)
F2CD2 Finca 2- Cultivo- Profundidad 2 (Farm 2-Crop-Depth 2)
F2CRz Finca 2- Cultivo- Rizosférico (Farm 2-Crop-Rhizospheric)
F2wCD1 Finca 2- Sin Cultivo- Profundidad 1 (Farm 2-Without Crop-Depth 1)
F2WCD2 Finca 2- Sin Cultivo- Profundidad 2 (Farm 2-Without Crop-Depth 2)
F3CD1 Finca 3- Cultivo- Profundidad 1 (Farm 3-Crop-Depth 1)
F3CD2 Finca 3- Cultivo- Profundidad 1 (Farm 3-Crop-Depth 1)
F3WCD1 Finca 3- Sin Cultivo- Profundidad 3 (Farm 3-Without Crop-Depth 1)
F3WCD2 Finca 3- Sin Cultivo- Profundidad 3 (Farm 3-Without Crop-Depth 2)

(a) Studio location
Sampling points (c) Type of sample
SCC SWC
Clone

CCN-51
‘ Rz (n:
/ Fre i ] D1(n18)
‘ Total

samples:
31-1uoan]»02 (n:12) 36
AR

Figura 9. Descripcion general del disefio de muestreo del suelo. (a) Ubicacion geogréfica de la zona de estudio
en donde se visualizan las fincas evaluadas: Finca 1: F1; Finca 2: F2 y Finca 3: F3. (b) Puntos de muestreo de
las fincas con cultivo (SCC) y sin cultivo (SWC). El tridngulo representa la seleccidn de tres arboles, cada uno



con una submuestra compuesta de suelo y la mezcla entre estas representa una réplica biolégica. (c) Tipos de
muestra colectada (Rz: suelo rizosférico; D1: 0-30 cm; D2: 31-100 c¢cm); n=3 (ndmero de réplicas bioldgicas
por finca). Mapa realizado por Camilo Bustos Linares.

6.2 Analisis fisicoquimico de las muestras de suelo y determinacion de Cdt y Cda.

Las propiedades de los suelos se determinaron a partir de los siguientes métodos: textura
(método de Bouyoucos), pH en suspension suelo: agua (relacion peso: volumen 1:1),
porcentaje de carbono organico (CO) (Walkley & Black), calcio (Ca), magnesio (Mg) y
potasio (K) intercambiables (acetato de amonio 1M pH 7.0), Capacidad de Intercambio
Catidnico Efectiva (CICE) (desplazamiento del NH4 intercambiado con NaCl), manganeso
(Mn), hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu) disponibles (extraccion con DTPA) y fésforo (P)
aprovechable (método de Bray Il) (Rodriguez et al., 2019).

La determinacion de Cdt se realizd por extraccion con agua regia (HCI:HNO3-3:1)
(Rodriguez et al., 2019) y el Cda se determind usando 0.05M DTPA (Chavez et al., 2015;
Rodriguez et al., 2019). Estos ensayos se realizaron en el laboratorio de Suelos y Aguas de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

6.3 Extraccién de ADN de suelos

La extraccion de ADN de las muestras de suelo se realizé con el Kit DNeasy® PowerSoil®
(Qiagen, Inc, Hilden, Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion
y calidad del ADN total extraido se determind utilizando el Kit Qubit™ dsDNA HS
(Invitrogen™) y electroforesis en gel de agarosa al 0,9% (p/v), respectivamente (Salam et
al., 2020). El protocolo de extraccion y cuantificacion de ADN se describe en el Anexo 1.

6.4 Amplificacion y preparacion de librerias metagendmicas

La amplificacion y preparacion de librerias metagendmicas se realiz6 siguiendo la
metodologia propuesta por Faith et al, (2013) en el laboratorio de Agrobiotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota. Esta
metodologia emplea dos ciclos de PCR. La primera PCR se basé en el uso de cebadores
degenerados que amplificaron la secuencia de la region V4 usando cebadores 515F y 806R
unidos a secuencias adaptadoras que contenian una fase y una region de unién que fue
reconocida por un nuevo conjunto de cebadores unidos a diferentes cddigos de barras (66 -
71 nt). Estos nuevos cebadores se utilizaron en una segunda PCR para el multiplexado de las
diferentes muestras.



La primera PCR se realiz6 en un volumen final de reaccion de 25 pl. La mezcla estuvo
compuesta por 0,1 ul de Platinum™ Tagq DNA Polimerasa High Fidelity (Invitrogen
Carlsbad, CA, EE. UU.), 0,75 ul de MgS0O4 50 mM, 2,5 ul de tampon-Mg 10X, 0,2 ul de
dNTP 10 mM, 0,5 ul (10 uM) de cada uno de los cebadores (directo e inverso) unidos a
secuencias adaptadoras, 2 pl (25 ng) de muestra de ADN y 18,45 ul de agua destilada
ultrapura (Invitrogen Carlsbad, CA, EE. UU). Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94
°C durante 45 segundos, 50 °C durante 60 segundos y 72 °C durante 90 segundos, terminando
con un paso de extension final a 72 °C durante 10 minutos. Seguidamente, se verifico su
calidad y concentracion mediante el uso de geles de agarosa al 1,8% y con el fluorémetro
Qubit (Invitrogen).

Los amplicones de la primera PCR previamente obtenidos se usaron como plantilla para una
segunda ronda de amplificacion. Este proceso se llevé a cabo agregando 5 pl del producto de
PCR, 1 pl (10 uM) de cada uno de los cebadores directo e inverso con cddigos de barras, 0.1
ul Platinum ™ Taq DNA Polimerasa High Fidelity (Invitrogen Carlsbad, CA, EE. UU.), 1,5
pl de MgS0O4 50 mM, 2,5 pl de tampoén 10X, 0,5 pl de ANTP 10 mM (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE. UU.) y 13,40 ul de agua destilada ultrapura (Invitrogen Carlsbad, CA, EE. UU.). La
segunda PCR se realiz6 bajo las mismas condiciones de reaccion descritas anteriormente, a
excepcion de los ciclos (en este caso se usaron 12 ciclos). Los productos obtenidos tanto de
la primera como la segunda PCR se purificaron con perlas AMPure XP (Beckman Coulter)
utilizando una concentracion de 0,8X (es decir, se adicionaron 8 pl de perlas a 10 pul de
muestra). La concentracion del amplicon y la verificacion del tamafio del fragmento obtenido
se realiz6 en un fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen) y en un analizador de fragmentos de ADN
QSEP-100 (BiOptic) respectivamente, en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia (IBUN)- Sede Bogota. Cada muestra se ajust6 a una concentracion de
6 nM, y posteriormente, todas las muestras se mezclaron y secuenciaron en modo de extremo
emparejado (2x300 pb) utilizando un sistema MiSeq (lllumina, Inc.). El proceso de
secuenciacion se realizé en la Unidad de Genética y Resistencia Antimicrobiana de la
Universidad El Bosque (UGRA)- Sede Bogota. Los cebadores (directo e inverso) que se
utilizaron en esta investigacion, asi como una breve descripcion del protocolo de limpieza de
las librerias metagenémicas y analisis de fragmento se presentan en el Anexo 2.

6.5 Procesamiento y analisis de secuencias

Los datos de las secuencias fueron inicialmente sometidos a control de calidad en FastQC v
0.11.9 (Andrews, 2010) y MultiQC v1.11 (Ewels et al., 2016). Los adaptadores y las bases
ambiguas (N) fueron eliminadas mediante Trimmomatic v0.39 (Bolger, Lohse y Usadel,
2014) y Sickle v1.33 (Joshi y Fass, 2011) respectivamente. Las secuencias obtenidas se
procesaron en la plataforma Qiime2™-2021.11 (Bolyen et al., 2019), donde Dada2 permitid



la eliminacion de cebadores, la filtracion de secuencias quiméricas y de baja calidad, ademas,
el recorte de las lecturas a una longitud minima de 230 pb. Todas las lecturas representativas
se agruparon en variantes de secuencia de amplicon (ASVs) y se compararon con la version
138 de la base de datos SILVA (ARNTr 16S) utilizando un clasificador Naive-Bayes entrenado
(NBC). Todos los ASVs que se asignaron taxondmicamente a las mitocondrias y los
cloroplastos se eliminaron del conjunto de datos. La prediccion del potencial funcional de las
comunidades bacterianas identificadas se realizé con TAX4Fun (ARhauer et al., 2015). Las
funcionales se asignaron utilizando la base de datos de la Enciclopedia de Genes y Genomas
de Kioto (KEGG) para generar tablas de conteo funcional por muestra (Kanehisa y Goto,
2000) (Anexo 3).

6.6 Analisis estadistico

Los valores de las propiedades fisicoquimicas y las concentraciones de Cdt y Cda de las
muestras de suelo con relacion a las variables: tipo de finca (F1, F2, F3), tipo de lote (con y
sin cultivo de cacao) y tipo de muestra colectada (D1, D2 y Rz) se analizaron mediante las
pruebas no paramétricas Kruskal- Wallis y Wilcoxon (p<0.05). La significancia de las
propiedades fisicoquimicas entre grupos (F1, F2 y F3) se evalu6 mediante la prueba
estadistica no paramétrica Wilcoxon. Luego, se evaluo la correlacion entre las propiedades
que fueron significativas (p=0.01) con el coeficiente de Spearman (relaciones lineales) en R
Studio (v4.1.1).

Se estimaron los indices de Chaol, Shannon y Gini-Simpson para evaluar alfa diversidad y
la distancia Unifrac ponderado para evaluar la diversidad beta de las diferentes muestras de
suelo. Los indices de diversidad, la abundancia relativa y diferencial de taxones (LEfSe), el
analisis de redundancia (RDA), las correlaciones de Spearman entre los taxones (abundancia
relativa >5%), las vias metabolicas y las propiedades fisicoquimicas, incluida la
concentracion de Cd se realizaron en R Studio (v4.1.1) utilizando el paquete Microeco (v.
0.13.0) (Liu et al., 2021).



7. RESULTADOS

7.1 Anélisis fisicoquimico de los suelos y concentracion de Cdt y Cda.

Los suelos de F1 se caracterizaron por presentar texturas francas a arcillosas, mientras que
en F2, las muestras correspondientes a RZ y D1 con cultivo (SCC) se clasificaron como
franco-arcillosas y las muestras de D2 como franco-arcillo-arenosas. En lo que respecta a las
muestras sin cultivo (SWC), F2WCD1 se caracterizo por presentar textura francay F2WCD2
franco-limosa. Por otra parte, en F3 los suelos D1 (SCC) se clasificaron como franco-
arenosa, D2 (SCC) como franco-arcillo-arenosa y SWC (D1 y D2) como areno-francosa
(Anexo 4).

Las muestras de suelo de F1 presentaron mayores valores de CICE, Ca, Cu, Mny Zn (p<0.05)
en comparacion con F2 y F3. En lo que respecta a las muestras de F2, el N se caracteriz6 por
ser significativamente menor (p<0.05) respecto a F1 y F3; y las muestras de F3 se
caracterizaron por tener alto contenido de P y CO y bajo contenido de arcillas. Por otra parte,
en los suelos con cultivo (SCC) se obtuvieron valores més altos de Ca, Mg y K en
comparacion con los suelos sin cultivo (SWC). En estos Ultimos se detectdé un mayor
contenido de CO en las muestras de F2 y F3 (Anexo 4). La comparacion entre profundidades
mostro que el suelo rizosférico se caracteriz6 por tener valores mas altos de Ca, Mg, K, CICE
y CO respecto a D1y D2. Por otra parte, el contenido de Ca, Mg, K, N 'y CO fue mayor en
la superficie (D1), con excepcion del Ca en F1 (Anexo 4).

La concentracion de Cdt en el suelo varié entre las tres fincas (p<0.05), encontrandose un
valor promedio para F1 de 6,68, F2 de 1,63 y F3 de 3,41. En lo que respecta a las muestras
con cultivo, F1 presento diferencias con F2 y F3, sin embargo, estas dos Gltimas no
presentaban diferencias entre si. Por otra parte, en las muestras sin cultivo, F3 presentd
diferencias con F1y F2. La comparacion entre el suelo RZ y a dos profundidades mostr6 que
el suelo rizosférico de F1 es diferente a D1 y D2 para ambos suelos con y sin cultivo (SCCy
SWC); en contraste, los suelos F2 y F3 solo presentaron diferencias en suelos sin cultivo para
D1. Adicionalmente, el suelo D2 (SCC) de F1 present6 diferencias con los suelos D2 (SCC)
de las demaés fincas. Al igual que el Cdt, el Cda fue significativamente mayor en F1 con
respecto a F2 y F3, quienes no presentaron diferencias estadisticas entre si. También se
observd el mismo comportamiento del Cda en los suelos con cultivo (F1>F2-F3). En las
muestras sin cultivo (SWC) se observé que F3, presentod diferencias estadisticamente
significativas con F2, pero no con F1. La comparacion entre tipo de muestra colectada revelo
que en F1 el suelo rizosférico tiene mayor contenido de Cda en la rizosfera que F2 y que
F1CDL1 es diferente a F2CD1 y F3CD1. En suelos D1 sin cultivo F3 es estadisticamente
diferente a F1y F2 (Fig. 10).

Los suelos de las F2 y F3 son fuertemente &cidos, con pH menor a 5, significativamente
menores a F1 (p<0.05), que son ligeramente acidos a neutros. En lo que respecta al tipo de
lote (SCC y SWC), el comportamiento fue distinto en cada finca: en F1 el pH fue



significativamente mayor en suelos con cultivo, contrario a F3, donde el pH fue mayor en
suelos sin cultivo; en F2 no se evidenciaron diferencias significativas. Con base a la
profundidad, se observd que independientemente de la finca, los suelos rizosféricos no
mostraron diferencias significativas en los suelos con y sin cultivo, sin embargo, se observé
que a mayor profundidad habia mayor pH tanto en los lotes con cultivo como los lotes sin
cultivo en F1y F2. En F3 esta tendencia s6lo se observo en los lotes sin cultivo (Fig. 10).
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Figura 10. Concentracion de pH, Cdt, Cda, Ca, CICE, P, Mn y Cu con relacidn a tipo de Finca (F1, F2 y F3),
SCC (con cultivo); SWC (sin cultivo) y al tipo de muestra colectada [Rz (suelo rizosférico); D1 (0-30 cm); D2
(31-100 cm)]. Las letras mayusculas representan las diferencias entre fincas; las letras minusculas subrayadas
representan las diferencias entre las muestras con y sin cultivo de cacao; las letras mindsculas representan las
diferencias entre tipo de muestra colectada. Cada color representa una finca: F1 (verde), F2 (naranja), F3
(violeta). Las cajas etiquetadas con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05), segln lo
evaluado por el analisis con Kruskal- Wallis y Wilcoxon.

7.2 Correlacion entre las propiedades fisicoquimicas del suelo, el Cdty el Cda.

Utilizando el anélisis de correlacién de Spearman, se encontraron relaciones positivas
significativas entre el pH y el Cdt (corr: 0.614, p<0,01) y también, entre el pH y el Cda (corr:
0.464, p<0,01) (Fig 2). Asi mismo, se hallaron relaciones positivas significativas entre Cdt y
Cda (corr: 0.943, p<0,01), asi como entre Cdt y Cu (corr: 0.774, p<0,01) (Fig. 10), con
concentraciones de Cd aumentando significativamente con Cu y viceversa. Otras
propiedades del suelo, como Ca, CICE y Mn se correlacionaron significativamente con Cdt
y Cda. Por otra parte, el P también se correlacion6 con Cdt (corr: 0.119) y Cdd (corr: -0.018),
sin embargo, esta no fue significativa (Fig. 11).

En lo que respecta a la correlacion de las propiedades evaluadas en cada finca, se evidencio
que en F1, el Cdt y el Cda se relacionan positivamente con el Ca (corr: 0.765; corr: 0.686),
CICE (corr: 0.810; corr: 0.746), pH (corr: 0.301; corr: 0.112), Cu (corr: 0.681; corr: 0.534),
P (corr: 0.335; corr: 0.120) y Mn (corr: 0.133; corr: 0.121). Sin embargo, estas correlaciones
solo fueron estadisticamente significativas entre el metal (Cdt y Cda) y el Ca (p<0.01) la
CICE (p<0.01) y el Cu (p<0.05). En F2, el Cdt se relacioné negativamente con el pH (corr:
-0.716), el Cu (corr: -0.666), Mn (corr: -0.557), Ca (corr: -0.141) y CICE (corr: -0.113), pero
solo hubo significancia estadistica entre el Cdt y el pH (p<0.01). El Cda tuvo correlacién
positiva con todas las propiedades, excepto con el pH (corr: -0.005). En F3, el Cdt tuvo una
correlacion positiva con el pH (corr: 0.688), el Mn (corr: 0.269), el Cu (corr: 0.265) y el P
(corr: 0.230) y negativa con Ca (corr: -0.113) y CICE (corr: -0.068), evidenciandose s6lo una
leve relacion estadistica significativa entre el pH y el Cdt (p<0.05). El Cda tuvo una
correlacion positiva con todas las propiedades, pero sélo significativa con el Cdt (corr: 0.736,
p<0.05) (Fig. 11).
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Figura 11. Correlaciones entre las propiedades fisicoquimicas de los suelos discriminado por finca. Cada color
representa una finca (F1: verde; F2: naranja y F3: morado). Cdt (Cadmio total); Cda (Cadmio disponible); Ca
(Calcio), CICE (Capacidad de intercambio cationico efectiva); Cu (Cobre); Mn (Manganeso); P (Fésforo); Corr
(resultado del valor P de Spearman). Diferencias significativas indicadas con asteriscos: *, p < 0,05; * ** p <
0,001.

7.3 Datos de secuenciacion y diversidad bacteriana en los suelos.

7.3.1 Vision general de la secuenciacion.

Para las 36 muestras de suelo se obtuvo un total de 7.995.444 lecturas crudas (forward y
reverse) de la region V4 del gen ARNr 16S, con valores minimos y maximos de 59.112 y
387.910 respectivamente y una media de 222.096. Una vez analizada la calidad de las lecturas
mediante FastQC v 0.11.9 (Andrews, 2010) y MultiQC (Ewels et al., 2016) se decidi
continuar el flujo bioinformatico con las lecturas “forward” y se procedié a ejecutar
Trimmomatic v0.39 (Bolger, Lohse y Usadel, 2014) y Sickle v1.33 (Joshi y Fass, 2011) para
la eliminacion de adaptadores, lecturas de baja calidad (Phred Score: <20) e
indeterminaciones (N) respectivamente. Después del preprocesamiento quedaron un total de
3.922.020 lecturas de buena calidad, con valores minimos de 28.893, maximos de 190.216 y
una media de 108.889. Posteriormente se importaron los datos a Qiime2-2021.11 (Bolyen et
al., 2019), donde se ejecuto la herramienta Dada2 para la eliminacion de lecturas quiméricas,
la desreplicacion y la construccion de tablas de caracteristicas. En total quedaron 2.268.395
lecturas (longitud promedio: 230 bps) con valores minimos de 13.420, maximos de 101.178
y una media de 62.707 que se agruparon en 18.616 ASVs (Anexo 6).
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7.3.2 Andlisis de diversidad alfa.

Las curvas de rarefaccion obtenidas indican que la mayoria de las muestras se secuenciaron
con la profundidad suficiente para estimar la diversidad de las comunidades bacterianas. Esto
se puede decir porque las lineas en los graficos de rarefaccion resultantes logran llegar a la
asintota (Fig. 12). Asi mismo en la figura se observa que la muestra F3CD1R1 es la mas
diversa, ya que el numero de ASVs diferentes es mayor en comparacion que las otras
muestras. Por el contrario, la muestra FICD2R2 es la menos diversa, ya que el nimero de
ASVs no aumenta mucho independientemente del nimero de secuencias analizadas.

bl
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Depth

Species Richness

B i1 o —

Sequence Sample Size

Figura 12. Curvas de acumulacion de ASVs discriminadas por profundidad (D1: rojo, D2: verde y Rz: azul).
Cada linea representa una muestra.

Los indices de alfa diversidad evaluados, Chaol, Shannon y Gini-Simpson indicaron
comunidades altamente diversas con valores promedio de 975,5.90y 0.98 paraF1, F2y F3,
respectivamente. A pesar de que no se evidenciaron diferencias significativas entre las
distintas agrupaciones evaluadas (Tipo de finca; con y sin cultivo de cacao; tipo de muestra
colectada; Rz y profundidad D1 y D2), se observaron las sigientes tendencias: a nivel de
finca, se observd una ligera disminucion en la riqueza (Chaol) y diversidad (Shannon) de F1
con respecto a F3; a nivel de cultivo, se observé que las muestras con cultivo (SCC)
presentaron una mayor diversidad (Chao 1, Shannon) en comparacién con las muestras sin
cultivo (SWC) en F1 y F2; a nivel de profundidad, la diversidad (Chaol, Shannon) de la
comunidad bacteriana de las muestras de suelo de F1 fue similar en D1 (SCC), D2 (SCC) y
D2 (SWC). En F3 se observo el mismo comportamiento. Sin embargo, en F2, el D2 (SSC)
presento la mayor diversidad, sequido del D1 (SCC), Rz (SCC) y D2 (SWC). A nivel de
muestra, FICRz y F2WCDL presentaron la mayor y la menor diversidad respectivamente,
pero no se presentaron diferencias significativas entre las muestras (Fig. 13). En lo que
respecta al indice de Gini-Simpson, todas las muestras obtuvieron valores cercanos a 1 (entre



0.95-0.99) (Fig. 13). El andlisis de correlacion de Spearman entre las variables y el indice de
Shannon indic6 que tiene una correlacién positiva con Cdt, Cda, CICE., P y negativa con pH,
Ca, Cu y Mn, no obstante estas correlaciones no fueron estadisticamente significativas
(Anexo 7).
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Figura 13. indices de diversidad alfa evaluados a nivel de ASVs (Chaol, Shannon y Gini-Simpson (1-D)).
Cada color representa una finca (F1: azul; F2: verde y F3: naranja). Las cajas resaltadas con el rectangulo rojo
representan las muestras con mayor y menor diversidad. FICD1: Farm 1-Cacao-Depth 1; F1CD2: Farm 1-
Cacao-Depth 2; F1ICRz: Farm 1-Cacao- Rhizospheric, FAWCD1: Farm 1-WithoutCacao-Depth 1; F2CD1.:
Farm 2-Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2CRz: Farm 2-Cacao- Rhizospheric, F2WCD1: Farm

2-WithoutCacao-Depth 1; F2CD1: Farm 2-Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2WCD1: Farm
2-WithoutCacao-Depth 1.

7.3.3 Anadlisis de diversidad beta.

Se realiz6 un analisis de coordenadas principales (PCoA) para investigar los patrones de
separacion de comunidades bacterianas entre las muestras de suelo analizadas utilizando el
indice de disimilitud UniFrac Ponderado y el analisis de permutacion multiple
PERMANOVA (Fig. 14). Los ejes del PCoA (Axis 1: 40,2%; Axis 2: 19,6%) mostraron que
las muestras se agruparon por finca (F1:13; F2:13y F3:10) y que las comunidades bacterianas
presentes en estas estaban significativamente separadas entre los tres sitios de muestreo (p =
0,001). Asi mismo, los resultados indicaron que las muestras de F2 y F3 tienden a agruparse
mas en comparacion con F1 (Anexo 8).
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Figura 14. Distancia Unifrac Ponderada a nivel de ASVs. Cada color representa una finca (F1: azul; F2: verde
y F3: naranja) y cada forma el tipo de muestra colectada (rombo: D1; triangulo: D2 y cuadrado: Rz).

7.2.3 Abundancia relativa de ASVs a nivel de filo y género.

Se identificaron 39 filos bacterianos en la totalidad de las muestras de suelo de las fincas
cacaoteras, de los cuales los de mayor abundancia relativa fueron: Proteobacteria (38%),
Acidobacteriota (15%), Firmicutes (12%), Verrucomicrobia (7%), Planctomycetes (6%),

Nitrospirae (6%), Chloroflexi (5%) (Fig. 15a; 15b).
(a) 100

Relative abundance (%)

Phylum
Others

B Amatmonadetes

W vwes=

W v

B sactercicenes
AD3

B cemmasmonasstes
Actinobacleria

. Crenarchasota
Hitrospirae

W cricnones
Verucomicrobia

Wl Franciomycetss
Firmicutes

W ciconactena
Prateotacieria



00 D1 D2 Rz D1 D2 Rz D1 D2
|| L | - — || L]
—_ — T = B =
— | - = —
— - ..- . — =- N L | L Phylum

- - ||
= -I . --- Others
= il B iz u “A =
-- . . [ ] . . _.- I . . Armatimonadetes
750 = m m . B B wes2
m . I .. .I I | l B wss
I . I . I I II- . Bacteroidetes
AD3

II . Gemmatimonadetes
-. . Actinobacteria
I . Crenarchaeota
I m I Chloroflexi
II II I . Verrucomicrobia

50

Nitrospirae

Relative abundance (%)

. Planctomycetes
Firmicutes

. Acidobacteria
Proteobacteria

& & &
SRR PP KL FF TS F e T IS I F IS
G‘E"'f‘@!‘dﬂqxﬂ ¢¢¢‘<§ ST @@@J“ @ﬂ @@@Jﬂ & ET @@@@!‘@!\@ﬁ @{’4"@“

Figura 15. Histograma de la abundancia relativa de los filos bacterianos identificados en los diferentes sitios
de muestreo discriminado por finca (F1: Finca 1, F2: Finca 2 y F3: Finca 3) y tipo de muestra colectada (Rz:
suelo rizosférico, D1: 0-30 cm y D2: 31-100 cm). F1CD1: Farm 1-Cacao-Depth 1; FICD2: Farm 1-Cacao-
Depth 2; F1CRz: Farm 1-Cacao- Rhizospheric, FIWCD1: Farm 1-WithoutCacao-Depth 1; F2CD1: Farm 2-
Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2CRz: Farm 2-Cacao- Rhizospheric, F2WCD1: Farm 2-
WithoutCacao-Depth 1; F2CD1: Farm 2-Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2WCD1: Farm 2-
WithoutCacao-Depth 1.

A nivel de género, fueron identificados 122 en el total de las muestras estudiadas. En la figura
16 se muestran los 15 géneros con mayor abundancia relativa.
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Figura 16. Histograma de la abundancia relativa de los géneros bacterianos identificados en los diferentes sitios
de muestreo discriminado por finca (F1: Finca 1, F2: Finca 2 y F3: Finca 3) y tipo de muestra colectada (Rz:
suelo rizosférico, D1: 0-30 cm y D2; 31-100 cm). F1CD1: Farm 1-Cacao-Depth 1; FICD2: Farm 1-Cacao-
Depth 2; FICRz: Farm 1-Cacao- Rhizospheric, FIWCD1: Farm 1-WithoutCacao-Depth 1; F2CD1: Farm 2-
Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2CRz: Farm 2-Cacao- Rhizospheric, F2WCD1: Farm 2-
WithoutCacao-Depth 1; F2CD1: Farm 2-Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2WCD1: Farm 2-
WithoutCacao-Depth 1.

7.2.4 Andlisis de abundancia diferencial.

El analisis de abundancia diferencial realizada con LEfSe identificéO varios taxones
bacterianos que se enriquecieron en suelos que contenian una mayor concentracioén de Cd
(F1) en comparacion con suelos con una concentracion menor (F2 y F3) (Fig. 17). Se
evidencid que, a nivel de filo, los suelos sin cultivo de F1 tenian mayor abundancia de
Verrucomicrobia y Chloroflexi en comparacion con los suelos con cultivo de esta finca. En
lo que respecta al tipo de muestra colectada, se observé que en FLCRz hay mayor abundancia
de Cyanobacteria y Bacteroidetes que D1y D2 (SCC, SWC). En F2 se observo una mayor
abundancia de Firmicutes en F2CRz y F2WCD1 con respecto a las demas muestras, inclusive
las correspondientes a F1 y F2. En F3, Chloroflexi fue el filo mas abundante en D1 y D2
(SCC).

A nivel de género, en F1 se observo que Nitrospira presentd mayor abundancia en los suelos
con cultivo que en los suelos sin cultivo y que DA101 es méas abundante en los suelos sin
cultivo. Gemmatimonas, Brachymonas y A17 son méas abundantes en el suelo rizosférico en
comparacion con D1 (SCC) y D2 (SWC) en esta finca. En F2, Bacillus estd mas abundante
en F2CRz y F2WCD1 que en las deméas muestras y DA101 es méas abundante en los suelos
sin cultivo. Por otra parte, Azospirillum es mas abundante en D1SCC en comparacion con las



demas muestras de F2. En F3, Gemmatimonas y Azospirillum fueron mas abundantes en
F3CD1y Al7 en F3WCD2.
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Figura 17. Gréfica del andlisis discriminante lineal (LDA) muestra la diferenciacion en el patron taxondmico
de las muestras a nivel de filo y género. La escala de color representa la abundancia de cada filo en las fincas,
rojo indica alta abundancia y azul baja abundancia. FLCD1: Farm 1-Cacao-Depth 1; F1ICD2: Farm 1-Cacao-
Depth 2; F1CRz: Farm 1-Cacao- Rhizospheric, FIWCD1: Farm 1-WithoutCacao-Depth 1; F2CD1: Farm 2-
Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2CRz: Farm 2-Cacao- Rhizospheric, F2WCD1: Farm 2-
WithoutCacao-Depth 1; F2CD1: Farm 2-Cacao-Depth 1; F2CD2: Farm 2-Cacao-Depth 2; F2WCD1: Farm 2-
WithoutCacao-Depth 1.

7.3 Correlacion entre las propiedades fisicoquimicas y las comunidades bacterianas.

Se utiliz6 el analisis de redundancia (RDA) para determinar la correlacion entre las variables
fisicoquimicas, incluido el Cdt y Cda en la abundancia de la comunidad microbiana basada
en la métrica Bray-Curtis (Fig. 18). Los resultados muestran que para el primer (RDA1L:
60.1%) y segundo eje (RDA2: 15.3%) los valores ponderados explican 78% de la variacion.
El analisis de ANOVA indico6 que el modelo fue estadisticamente significativo (p=0.001), la



prueba de Mantel reveld correlaciones significativas entre las variables ambientales y la matriz
de distancia (p<0.05) y cada eje canonico resultante del RDA también es estadisticamente
significativo (p<0.05). Los resultados del RDA indicaron que Cu, pH, Ca, CICE y Cdt eran
los factores ambientales mas criticos en la abundancia de las comunidades bacterianas. La
mayoria de las muestras de F1 estan positivamente relacionados con altas concentraciones de
Cd, pH, Ca, Cu, Mn y CICE y bajo fosforo. Por el contrario, las muestras de F2 y F3 se
caracterizan por tener una menor concentracion de Cd, pH, Ca, Cu, Mn y CICE y mayor
fosforo (F3).
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Figura 18. Andlisis de redundancia (RDA) de las comunidades bacterianas y las propiedades fisicoquimicas
del suelo incluido el Cdty el Cda. Los circulos de color verde representan la F1, circulos color naranja F2 y
circulos color morado F3. Las lineas rojas representan los géneros bacterianos y las lineas negras las variables
fisicoquimicas abreviadas como Cdt (Cadmio total); Cda (Cadmio disponible), Cu (Cobre), CICE (Capacidad
de intercambio catidnico efectiva); Ca (Calcio); Mn (Manganeso) y P (Fo6sforo).

7.4 Correlacion entre las propiedades fisicoquimicas y la abundancia de taxones.

Para investigar la relacion entre la abundancia relativa de las comunidades bacterianas, las
propiedades de suelo y la concentracion de Cd se utilizd la prueba de correlaciéon de
Spearman (Fig. 19). Los resultados sefialan que los filos Actinobacteria y NKB19
presentaron correlacion positiva con Ca, CICE, Cdt y Cda (p <0.01). En cuanto a la
abundancia del filo WPS-2 present6 correlacion negativa con el pH, Ca y CICE (p<0.05).
Respecto al Cd (total y disponible), se encontré correlacion positiva a nivel de filo con
Actinobacteria, NKB19, FCPU426, OP3, GN02 y WS2 (p<0.05) y a nivel de género con
Acidaminobacter, Coxiella, Tumeriella, Plesiocystis, Leptonema, Brachymonas, Al7 y
Candidatus Entotheonella.
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Figura 19. Mapa de calor de agrupamiento que muestra la correlacion de Spearman entre la abundancia de los
filos (a) y géneros (b) bacterianos identificados y las propiedades fisicoquimicas del suelo incluido el Cdt y el
Cda. Las variables fisicoquimicas se encuentran abreviadas como Cdt (Cadmio total); Cda (Cadmio disponible),
Cu (Cobre), CICE (Capacidad de intercambio cationico efectiva); Ca (Calcio), P (Fésforo) y Mn (Manganeso).
Diferencias significativas indicadas con asteriscos: *, p < 0,05; * **, p < 0,001.

A nivel de filo, en F1 el Cda se correlaciond significativamente (p<0.05) con OP3, FCPU426
y Bacteroidetes, y a nivel de género con Tumeriella, Salsuginibacillus, Opitutus,
Agrobacterium y Acidaminobacter (p<0.01). En F2, a nivel de filo: WS3, SBR1093, GN04
y Gemmatimonadetes, y a nivel de género con Suterella, Rodhoferax, Rodhobium,
Plesiocystis, Pelotomaculum, Leptospira, Desulfovibrio y Desulfitobacter (p<0.05). En F3,
solo se observé correlacion estadisticamente significativa entre el Cdt, Bacteroidetes (filo) y
Bhachymonas (género) (Fig. 20).
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Figura 20. Correlaciones entre los filos (a) y géneros (b) bacterianos y las propiedades fisicoquimicas del suelo.
Los colores rojo y azul indican relaciones positivas y negativas, respectivamente. EI * y ** indican una
correlacion significativa para los niveles de P < 0,05 y P < 0,01, respectivamente. Cdt = Cadmio total; Cda =
Cadmio disponible; Cu= Cobre, CICE= Capacidad de intercambio cationico efectiva; Ca= Calcio, P= Fosforo;
Mn= Manganeso.

7.5 Prediccién funcional de las comunidades bacterianas presentes en los suelos.

En general, los grupos metabdlicos mas abundantes (>75%) en orden fueron: metabolismo,
procesamiento de informacién ambiental, procesamiento de informacion genética y procesos



celulares. En el nivel 3, se destacaron los transportadores ABC, sistemas de dos componentes
y metabolismo de purinas (Fig. 21).
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Figura 21. Abundancia relativa de las principales vias metabélicas predichas por Tax4Fun y anotadas en KEGG
para los sitios de muestreo. Cada color representa un grupo diferente.

La caracterizacién funcional reveld diferencias significativas en algunos grupos entre las
fincas, tal como se puede observar en la Fig. 22.
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Figura 22. Abundancia diferencial de las principales vias metab6licas predichas por Tax4Fun discriminado por
finca: F1 (verde); F2 (naranja); F3(morado).



8. DISCUSION

8.1 Analisis fisicoquimico de los suelos y concentracion de Cdt y Cda.

En esta investigacion se evaluaron las propiedades fisicas y quimicas de diferentes muestras
de suelo de tres fincas cacaoteras ubicadas en el municipio de Yacopi, Cundinamarca. En
general, el 42,8% de los suelos fueron clasificados como franco-arcillosos, el 14,3% como
franco-arcillo-arenosos y asi mismo, el 14,3% como franco-arenosos (Anexo 4). Se ha
descrito que los sistemas agroforestales de cacao se establecen tipicamente en suelos limosos
y franco arcillosos (Pratama et al., 2022; Soler et al., 2017), lo que indica que las clases de
textura determinadas en los suelos estudiados son adecuadas para una éptima produccion de
cacao, ya que estas texturas permiten el adecuado movimiento de agua y nutrientes en el
suelo. Asi mismo, lo determinaron varios autores en investigaciones previas realizadas en
suelos cultivados con cacao en Nigeria (Azeez et al.,, 2021; Kekong y Ndifon, 2020),
Indonesia (Pratama et al., 2022) y Colombia (Ledn- Moreno et al., 2019). La textura del
suelo no solo influye en la capacidad de este para almacenar agua y nutrientes (Pratama et
al., 2022) sino que también afecta la disponibilidad del Cd?* en este agroecosistema (Adamu,
2019). Generalmente, los suelos con altos contenidos de arcillas tienen alta capacidad de
adsorcion y retencién de cationes metalicos, lo que se refleja en una baja disponibilidad del
metal (Adamu, 2019; Prakash et al., 2013; Silva et al., 2020). Varios estudios han descrito la
relacion positiva entre el Cd y las arcillas (Chavez et al., 2015; Srinivasarao et al., 2014;
Sukarjo et al., 2019), sin embargo, en la presente investigacion dicha correlacion no fue
significativa.

Las concentraciones de microelementos y bases intercambiables obtenidas siguen el rango
normal reportado para suelos cultivados con cacao (Van-Vliet y Giller, 2017), siendo los
niveles medios de hierro los mas altos (160, 96 mg-Kg™). El contenido de Cu para F2 y F3
se encuentra dentro del rango establecido para suelos colombianos (1-3 mg-Kg?) (Osorio,
2012) y coindice con lo reportado en estudios realizados previamente en suelos cacaoteros
(Arévalo- Gardini et al., 2016; Azeez et al., 2021; Charrupi-Riascos y Martinez-Novoa,
2017). Sin embargo, es posible denotar en F1 una anomalia en el contenido de Cu mostrando
valores por encima (entre 1,33 y 10,95 mg-Kg™) de las medias de F2 (0,91 mg-Kg™') y F3
(0,94 mg-Kg?), dicho patron se puede observar también para Mn. Segln el Servicio
Geoldgico Colombiano (2018) en la zona existen anomalias geoquimicas para dichos
elementos, encontrando valores en sedimentos que superan los 332 mg-Kg* de Mn.

Por otra parte, el fosforo, en general presentd un comportamiento contrastante debido a que
el 51,4% de los suelos cacaoteros presentd concentraciones altas (>40 mg/Kg) comparado
con un 40% que presentaron concentraciones bajas (<20 mg/Kg) de acuerdo con la
clasificacion definida en el estudio de suelos del IGAC (2000), donde F3 presentd el mayor
valor medio (142,42 mg-Kg™), sequido de F1 (44,93 mg-Kg™?) y F2 (15,96 mg-Kg™) (Anexo
4). Dicha variabilidad es atribuida al material parental (presencia o ausencia de fosforitas) y
a la fertilizacion fosforada (DAP).



En lo que respecta al pH, el 62,9% de los suelos muestreados tienen pH inferior a 5,5. Este
hallazgo concuerda con lo descrito en las unidades cartograficas de suelos del municipio de
Yacopi, los cuales indican que pertenecen a la categoria que va de moderada a
extremadamente &cidos. Sin embargo, es importante mencionar que los suelos de F1
presentaron un pH moderadamente neutro (valor medio: 6,18). El pH es una variable
fundamental debido a que define la solubilidad de los nutrientes y otros elementos presentes
en la matriz del suelo (Husson, 2013). El pH &cido caracteristico de los suelos del municipio
de Yacopi favorece la disponibilidad de nutrientes como el Fe?*, Mn?*, Cu®*, Zn** y B*" e
inclusive de elementos toxicos para la planta como el Cd?* (Jaramillo, 2011), razon por la
cual el 66,6% de los productores evaluados usan enmiendas calcéareas. Esta aporta Ca®* y
Mg?* a los suelos y actia como corrector de pH con el fin de mejorar la disponibilidad de
nutrientes, para obtener altos rendimientos y una mejor productividad (Ibarra et al., 2009;
Osorno, 2012; Soler, 2017). El pH regula también la actividad microbiana del suelo, por lo
general la descomposicion de materia organica es mas eficiente en pH neutro y a su vez los
procesos de descomposicion de la materia organica favorecen la acidificacion del pH en el
suelo (Jaramillo, 2011).

En este estudio, la concentracion de Cdt en los suelos de las tres fincas cacaoteras evaluadas
fueron variables y mayores a los reportados a los niveles normales para suelos agricolas (0,43
mg-Kg?) (Chavez et al., 2015) y para zonas productoras de cacao de América Latina:
Ecuador 0,40 mg-Kg™ (Chavez et al., 2015), Per(i 0,53 mg-Kg™ (Huamani-Yupanqui et al.,
2012), Honduras 0,25 mg-Kg? (Gramlich et al., 2018). Asi mismo, los resultados obtenidos
en esta investigacion estan de acuerdo con lo reportado por Soler (2017) y Rodriguez-
Albarrcin (2017), en estudios realizados en el municipio de Yacopi Cundinamarca.

Varios estudios han descrito que las concentraciones de Cdt en suelos no contaminados
oscilan entre 0,07 y 1,1 mg-Kg™ con un nivel de base natural de 0,5 mg-Kg™ (Chavez et al.,
2015; Charrupi y Martinez, 2017; Rofner, 2021), sin embargo, en esta investigacion las
concentraciones obtenidas se encontraron por encima de este rango (Fig. 10), lo que sugiere
que los suelos cacaoteros muestreados se catalogan como leve a severamente contaminados
con el metal pesado (Rodriguez y Rodriguez, 1982; Rodriguez et al., 2019). En Colombia,
Gil et al. (2020), Aguirre-Forero et al. (2020) y Bravo et al. (2021b) reportaron
concentraciones de Cdt de 2.03 mg-Kg ™, 0.19 mg-Kg* y 3.50 mg-Kg* en suelos de fincas
cacaoteras ubicadas en Antioquia, Magdalena y Santander respectivamente.

La presencia de diferentes concentraciones de Cd en el suelo esta principalmente relacionada
con su origen: geogénico o antropogénico (Liu et al., 2013). Se ha evidenciado que en los
suelos ubicados sobre rocas sedimentarias y suelos tratados con fertilizantes fosfatados
contienen las concentraciones mas altas de Cd que oscilan entre 0.3 a 15 mg/kg (Shahid et
al., 2016). Un enfoque comUnmente utilizado para identificar la fuente de contaminacion es
evaluar la distribucion vertical de Cd a lo largo de un perfil de suelo hasta una determinada
profundidad (Chavez et al., 2015); en donde una concentracién mas alta de Cd en los
materiales originales que en las capas de suelo suprayacentes puede sugerir una posible
fuente geogénica de contaminacion (Buccolieri et al., 2010 ), en contraste, la contaminacion
antropogénica ocurre lo contrario, es decir mayores concentraciones de Cd en la superficie



del suelo (Caridad-Cancela et al., 2005). En este estudio, la concentracion de Cd vari6 con
respecto a la profundidad y al tipo de lote donde fue recolectada la muestra. En los lotes con
cultivo (SCC), en F1 y F2 la concentracion de Cdt fue mayor en el suelo rizosférico (RZ)
(FICRz: 14,96 mg-Kg!; F2CRz: 1,75 mg-Kg 1), seguido de la profundidad uno (D1: 0-30
cm) (FICD1: 7,03 mg-Kg?; F2CD1: 1,39 mg-Kg™?) y dos (D2: 31-100 cm) (FICD2: 6,93
mg-Kgt; F2CD2: 1,38 mg-Kg ). Sin embargo, en los lotes sin cultivo (SWC), se presentd
una distribucién distinta, en F1 el contenido fue mayor en D2 que en D1 y en contraste, en
F2 fue mayor en D1. En lo que respecta a F3, tuvo la misma distribucidn tanto en lotes con
cultivo como en lotes sin cultivo (D2>D1). A pesar de la variabilidad en la distribucién del
Cd en el perfil del suelo, s6lo se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
F1Rz con respecto a F1D1 y F1D2 (SCC, SWC) y ausencia de diferencias entre D1y D2 en
todas las fincas. Este hallazgo sugiere que en F1 (SCC) hay una posible contaminacion de
origen antropogénico, no obstante, en esta finca, el suministro de nutrientes en los cultivos
de cacao depende principalmente de la descomposicion de los desechos de las plantas y los
residuos de la cosecha, por lo que es poco probable que la contaminacion del suelo con Cd
sea el resultado del uso de fertilizantes y/o abonos. Asi mismo lo reporté Chavez et al. (2015),
Gramlich et al. (2018) y Aguirre-Forero et al. (2020).

La distincion entre fuentes geogénicas y antropogénicas es importante para el manejo de
suelos contaminados. Sin embargo, la relacién entre el metal pesado y las propiedades
fisicoquimicas del suelo permiten determinar su biodisponibilidad, lo cual es relevante desde
una perspectiva bioldgica (Shahid et al., 2016). En esta investigacion no se pudo determinar
el posible origen del Cd en los suelos cacaoteros estudiados. Sin embargo, investigaciones
previas realizadas en la zona han reportado que la presencia de Cd a altas concentraciones
esta asociada al material parental (origen geogénico) (Rodriguez et al., 2019). Se ha descrito
que esta region esta compuesta por varios tipos de rocas sedimentarias como lutitas, calizas,
areniscas, pedernales y fosforitas (Servicio Geoldgico Colombiano, 2015). Las rocas
sedimentarias (0,01 a 2,6 mg-Kg™) exhiben niveles mas altos de Cd en comparacion con las
rocas igneas (0,07 a 0,25 mg-Kg™) y metamorficas (0,11 a 1,0 mg-Kg™) (Kubier et al., 2020).

En los suelos, la biodisponibilidad de los metales esta controlada por varios factores, como
el contenido total y disponible del metal, el pH, la materia organica del suelo, la capacidad
de intercambio catidnico, el contenido de arcillas y la cantidad de Mg y Zn (Alloway, 2013;
Bravo et al., 2014; Gramlich et al., 2018; He et al., 2015; Zug et al., 2019). En este estudio,
la correlacion entre las variables fisicoquimicas y el Cdt reveld que éste se correlaciona
positivamente con el Cda, Cu, CICE, Ca y pH con valores cercanos a 1 (Fig. 11). Se ha
demostrado que los suelos con concentraciones elevadas de Cd suelen ir acompafiados de un
pH bajo (Luo et al., 2019). Sin embargo, en el presente estudio se evidencio lo contrario.
Este hallazgo coincide con lo reportado por Chavez et al. (2015), Rodriguez et al. (2019) y
Bravo et al. (2021). Asi mismo, como se menciond anteriormente, el uso de enmiendas
calcareas suministradas al suelo con el fin de alcanzar el pH optimo para la produccion de
cacao explicaria en cierta medida el aumento del pH en las zonas estudiadas.

El Cd se encuentra en el suelo asociado a diferentes fases: intercambiable, 6xidos,
carbonatos, materia orgénica, sulfuros y la fraccion residual que no es disponible por las



plantas y microorganismos (He et al., 2005; Kubier, 2019). En esta investigacion se evidencio
una correlacion significativa entre el Cdty Ca en F1, lo que indica posiblemente una estrecha
relacion del metal a la fraccidn unida a carbonatos. Segin Chavez et al. (2016) la fraccion de
carbonatos es sensible al cambio de pH, por tanto, es facilmente disponible en condiciones
acidas, como lo es la rizosfera donde hay liberacion de acidos organicos. Estos resultados,
concuerdan con lo encontrado por Rodriguez (2017) en suelos del municipio de Yacopi,
donde la fraccién unida a carbonatos alcanzo niveles de 13,25 mg-Kg™, asi mismo con lo
reportado por el SGC (2015) y IGAC (2002) que mencionan predominancia de material
parental sedimentario especialmente calizas. El Cd puede sustituir a cationes divalentes como
el Ca, Fe, Zn, Pb y Co en diferentes minerales como consecuencia de su radio i6nico similar
enriqueciendo carbonatos y fosfatos, aumentando el contenido del metal en el suelo en el
proceso pedogenético (Kubier et al., 2019; Smolders y Mertens, 2013). En cuanto a la CICE
también se encontrd correlacion positivay significativa con el Cdty Cdaen F1 (p<0.01) (Fig.
11). Resultados similares fueron reportados por Arguello et al. (2018).

8.2 Datos de secuenciacion y diversidad bacteriana en los suelos.

Las comunidades bacterianas se ven afectadas por las propiedades fisicoquimicas del
ecosistema en el que habitan y mas adn, por la presencia de diversos contaminantes como los
metales pesados (Nikolova et al., 2022). indices de diversidad alfa como Chaol, Shannon y
Gini-Simpson se utilizan para evaluar la riqueza, uniformidad y dominancia de las
comunidades microbianas (An et al., 2022; Yuebing et al., 2020). En este estudio, los altos
valores del indice de Shannon (entre 3.58 y 7.03) indicaron alta riqueza y uniformidad de
taxones en las muestras estudiadas, lo que coincide con los valores obtenidos con el indice
de dominancia de Gini-Simpson (entre 0.95-0.99). Resultados semejantes han sido
previamente reportados en otras investigaciones realizadas en suelos contaminados con
metales pesados (Hong et al., 2015; Huang et al., 2021; Wu et al., 2018; Sun et al., 2022). A
pesar de que no se presentaron diferencias significativas en los valores de los indices de
diversidad alfa calculados entre las muestras analizadas, se observo una ligera disminucién
en la riqueza y diversidad de los suelos con cultivo con mayor concentraciéon de Cd (F1) con
respecto a F3, lo que indica que hubo una perturbacion sobre la diversidad bacteriana.

Varios estudios han demostrado que la estructura y funcion de las comunidades bacterianas
del suelo se ven significativamente afectadas por la presencia de altas concentraciones de Cd
en el ecosistema en el que habitan (Guo et al., 2017; Salam et al., 2020; Shentu et al., 2008;
Sun et al., 2022). Esto puede evidenciarse por la disminucion en el nimero de
microorganismos locales de la comunidad con sensibilidad al metal y el incremento de
microorganismos tolerantes (Guo et al., 2017; Liu et al., 2020; Wang et al., 2017). En el
presente estudio, la ausencia de valores diferencialmente significativos en los indices de
diversidad alfa entre las muestras evaluadas sugiere que las comunidades bacterianas se
adaptaron a la presencia natural del metal pesado en el suelo (Azarbad et al., 2014; Epelde et
al., 2015; Céceres et al., 2021; Liu et al., 2020; Wu et al., 2017). La contaminacion a largo



plazo pudo haber permitido la adaptacion local y una mayor diversidad de "especies”
endémicas (Epelde et al., 2015). Se ha descrito que las comunidades bacterianas pueden
adaptarse y sobrevivir a los efectos adversos del Cd mediante diversos mecanismos dentro
de los que se encuentran: (1) secuestro extracelular e intracelular, (I11) exclusién por barreras
de permeabilidad, (I11) detoxificacion enzimatica, (V) bombas de eflujo, entre otros (Abbas
et al., 2018; Bravo & Braissant, 2021; Huang et al., 2021).

Por otra parte, se obtuvo una correlacion negativa entre el indice de diversidad de Shannon
y el pH, el Ca, el Cu, el Mny una correlacion positiva con el metal pesado (Cdt y Cda), la
CICE y el P. Sin embargo, estas correlaciones no fueron estadisticamente significativas
(Anexo 7). Varios autores indican que la correlacion débilmente positiva entre las
comunidades bacterianas del suelo y el metal pesado presente en el ecosistema permitié a
muchas bacterias adaptarse y tolerar diferentes concentraciones de Cd (Céceres et al., 2021;
Liu et al., 2020; Wu et al., 2017). Hallazgo que se relaciona con la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en los analisis de alfa diversidad entre las muestras.

El andlisis de diversidad beta de las comunidades bacterianas se baso en la distancia UniFrac
ponderado. La distribucién de las muestras en los ejes indicd que las comunidades
bacterianas estaban significativamente separadas entre los tres sitios de muestreo (F1, F2 y
F3). Sin embargo, las comunidades no estaban completamente agrupadas con respecto a la
concentracion de Cd, lo que sugiere que otros factores también ayudaron a dar forma a la
estructura de la comunidad bacteriana local. A pesar de que el nivel de Cd es un factor que
influye significativamente en la estructura de las comunidades bacterianas del suelo, se ha
descrito que otras propiedades, tales como la materia organica, el pH y otros nutrientes,
pueden influir méas e incluso, pueden ayudar a contrarrestar los efectos adversos del Cd (Deng
et al., 2022).

En lo que respecta a taxonomia y porcentaje de abundancia relativa, se observd que la
estructura de la comunidad bacteriana presente en suelos cacaoteros con concentraciones
variables de Cd fue diferente y que algunos taxones fueron méas abundantes que otros. En
general, para todas las muestras analizadas, los filos mas representativos en orden de
abundancia fueron Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia,
Planctomycetes, Nitrospirae y Chloroflexi que representaron méas del 75% de la poblacion
total y son consistentes con los de un estudio realizado en suelos cacaoteros por Caceres et
al., (2021). Algunos de estos filos también han sido previamente reportados otros suelos bajo
estrés del metal (Bravo et al., 2021; Deng et al., 2022; Icgen et al., 2016; Song et al., 2018;
Xiaoqi et al., 2017; Yu et al., 2021).

Proteobacteria es un filo ampliamente diverso (Céceres et al., 2021). Se ha informado que
miembros de este filo tienen varias propiedades morfoldgicas, fisiologicas y metabdlicas que
facilitan su adaptacion y predominio en suelos con diversas condiciones ambientales,
incluido el estrés causado por metales pesados (Chen et al., 2018; Guo et al., 2017; Salam et
al. 2020). Por otra parte, los miembros del filo Acidobacteria son microorganismos que se
caracterizan por su preferencia por ambientes &cidos, baja abundancia y dificultad para
aislarse en medios de cultivo tradicionales (Cui et al., 2022). Se ha descrito que la tolerancia



del filo Acidobacteria a los metales pesados esta relacionada con su naturaleza acidofila;
incluso, se ha sefialado que la abundancia relativa de Acidobacteria y el contenido de Cd
tienen una correlacion positiva (Cui et al., 2022; Xu et al., 2021).

A pesar de que Firmicutes fue uno de los filos mas abundantes en la totalidad de las muestras,
se evidencio que este disminuyd conforme aument6 la concentracion de Cd, encontrandose
para F1 un porcentaje de 6, F2: 17% y F3: 11%. Este hallazgo esté acorde con lo reportado
por Céceres et al (2021), quienes documentaron que habia una correlacion negativa entre
Firmicutes y el metal pesado. En contraste, se observo que Nitrospirae aumentd con respecto
a la concentracion del metal (F1>F2 y F3). Nitrospirae es uno de los principales filos
responsable de la oxidacion del nitrito (nitrificacion) que posee tolerancia al Cd (Mertoglu et
al., 2008). Al igual que en el presente estudio, Feng et al., (2018) también reportaron el
aumento en la abundancia de géneros pertenecientes al filo Nitrospirae en suelos
contaminados con Cd (3.63%) en comparacion con suelos no contaminados (0,49%).

A nivel de género se destacaron Bradyrhizobium, Bacillus, DA101, Candidatus
Nitrososphaera y Nitrospira. Se ha descrito que Bradyrhizobium puede acumular Cd dentro
de sus células al aumentar los niveles de glutation intracelular en presencia de altas
concentraciones del metal (Bianucci et al., 2011; Guo et al., 2014). El glutation puede actuar
como un agente desintoxicante al secuestrar iones Cd en centros de sulfuro, tioles y hierro-
azufre (Jan et al., 2019). También juega un papel importante en la defensa contra especies
reactivas de oxigeno (Jan et al., 2019; Nguyen et al., 2019). Bacillus es un género
perteneciente al filo Firmicutes que ha desarrollado tolerancia al Cd y puede desempefiar un
papel importante en los suelos contaminados con el metal (Yu et al., 2021). Dentro de los
mecanismos de tolerancia al Cd ampliamente descrito para este género se encuentra la
biosorcién (Ali et al., 2022; Muzammil et al., 2020; Long et al., 2021). Por ejemplo, un
estudio realizado por Long et al., (2021) demostrd que la cepa de Bacillus sp. C9-3 exhibio
una capacidad méaxima de biosorcion de 163.96 mg de Cd?* por gramo de biomasa a pH 5.
Los autores sugirieron que los grupos hidroxilo, carboxilo, carbonilo y amino en la biomasa
de la cepa eran el principal sitio de union al Cd (Long et al., 2021). Por otra parte, se ha
reportado que algunas especies de los géneros Bradyrhizobium y Bacillus, ademas de
presentar tolerancia al Cd (Pandey et al., 2013; Song et al., 2020), promueven el crecimiento
de las plantas (PGP) (Pandey et al., 2013). Las bacterias PGP tolerantes a los metales pesados
estimulan el crecimiento de los brotes y las raices de las plantas en presencia de niveles
elevados de metales pesados y también ayudan a las plantas a superar el estres causado por
estos (lgiri et al., 2018, Renn et al., 2021). Debido a estas caracteristicas, estas bacterias son
consideradas como potenciales agentes biologicos para la remediacion de suelos
contaminados con Cd (Renn et al., 2021). Un estudio realizado por Arce-Inga et al. (2022)
en Peru reveld que algunos miembros de los géneros Bacillus (S1C2, R1C2) inicialmente
aislados de la rizosfera de cultivos de cacao amazonico redujeron considerablemente el
contenido de Cd en tallos de cacao contaminados con el metal. En Colombia, Quiroga-
Mateus et al. (2022) reportaron que la aplicacion de un inoculo preformulado de la cepa
Bacillus CdTB14 causo la disminucion de 0,30 + 0,1 mg-Kg ™ de Cd en el suelo.



Con el proposito de identificar biomarcadores a nivel de filo y género en las muestras de
suelo de cada una de las fincas objeto de estudio de esta investigacion, se realizé un analisis
con LEfSe (tamafio del efecto del analisis discriminante lineal). De acuerdo con la figura 13a,
Firmicutes fue el filo que se destacd por presentar un puntaje LDA mayor a 3,5. Asi mismo
se evidencio que la mayoria de las muestras correspondientes a F2 presentaron mayor
abundancia de este filo con respecto a las muestras de F3 y F1. A nivel de género, en F1,
Nitrospira (LDA>2,5), fue el taxon con mayor abundancia; en F2, Bacillus (LDA>3,5),
Candidatus xiphinematobacter (LDA>2,5) y en F3, Gemmatimonas (LDA>2,0), Azopirillum
(LDA>2,0). En lo que respecta al tipo de lote y muestra colectada, se observo que los suelos
rizosféricos se caracterizaron por tener abundancia en géneros como Gemmatimonas,
Brachymonas y A17; los suelos 2 con cultivo (SCC) por tener baja abundancia de Bacillus y
DA101. Los resultados obtenidos indican la presencia de filos y géneros bacterianos
tolerantes a varias concentraciones del metal pesado en los suelos cacaoteros estudiados. La
presencia de Cdy las propiedades fisicoquimicas en dicho ecosistema posiblemente ocasiond
el reensamblaje de las comunidades bacterianas, lo que se evidencio con el aumento de
taxones tolerantes al metal, sumado a la pérdida de taxones sensibles; tal como se ha descrito
anteriormente en otras investigaciones (Wang et al., 2017; Luo et al., 2019; Liu et al., 2020).

8.3 Correlacion entre las propiedades fisicoquimicas y las comunidades bacterianas.

Se ha descrito que las variaciones de la comunidad y la composicion microbiana del suelo
estan relacionadas con varios factores bioticos y abidticos (Deng et al., 2017; Liu et al., 2014;
Yi et al., 2019). El anélisis de redundancia con el que se evalud el impacto de las variables
fisicoquimicas sobre las comunidades bacterianas reveld que el Cdt junto al pH, CICE, Cay
Cu eran las variables que mas influian en la abundancia de estas. Los resultados también
indicaron que estas variables, en conjunto, separan las muestras con respecto al sitio de
muestreo (F1 de F2 y F3). Adicionalmente se ha documentado que la contaminacion del suelo
con Cd puede causar un cambio en la composicién de la comunidad microbiana (Luo et al.,
2019; Liu et al., 2020). Sin embargo, en el presente estudio, el Cdt y el Cda no fueron las
variables que tuvieron un mayor impacto en la diversidad beta bacteriana por analisis RDA
(Fig. 18), lo que coincide con lo reportado por Wang et al., (2021).

Por otro lado, el mapa de calor de la correlacion entre la abundancia de los taxones y las
propiedades fisicoquimicas evaluadas indicé que el Cdt y el Cda eran variables que estaban
significativamente correlacionadas con algunos filos y géneros identificados (Fig. 19). A
nivel de filo Actinobacteria, NKB19, OP3 y WS2; a nivel de género, Acidaminobacter,
Coxiella, Tumeriella, Leptonema, Plesiocistys, Brachymonas, A17, Candidatus Entoteonella
tuvieron una correlacién positiva significativa con el Cd. Actinobacteria es un filo que ha
sido ampliamente descrito en varias investigaciones por su tolerancia a los metales pesados
(El-Baz et al., 2015; Huang et al., 2021; Salam et al., 2020). La exhibicion de crecimiento
filamentoso, la posesion de esporas que son recalcitrantes a varios tipos de estrés ambiental
y la secrecion de enzimas hidroliticas extracelulares que degradan los compuestos organicos



del suelo y mejoran el ciclo del carbono, nitrégeno y otros elementos, proporcionan una
ventaja distintiva para los miembros de este filo en el ecosistema del suelo (Salam y Obayori,
2019; Sun et al., 2022). EI mecanismo de tolerancia de Actinobacteria esté relacionado con
el equilibrio precipitacion-disolucion, que limita los cambios dindamicos de los iones
metalicos libres en el suelo (Luo et al., 2019). Por otra parte, el género Acidaminobacter,
pertenece a Clostridiaceae, una familia bacteriana que ha sido relacionada con la tolerancia
a metales pesados (Alexandrino et al., 2014). La correlacion de dichos filos y géneros
bacterianos con el Cd sugieren que estos podrian estar cumpliendo un papel importante en la
remediacion del suelo.

El pH fue uno de los principales factores que determind la diversidad de la comunidad
bacteriana del suelo, tal como se ha descrito previamente en otros estudios (Deng et al., 2022;
Jiang et al., 2019; Liu et al., 2020). EIl pH es una propiedad del suelo que puede influir
directamente en el estado fisiologico de los microbiomas y alterar los nichos ecol6gicos
(Cheng et al., 2020). Sin embargo, en el presente estudio se encontrd que las contribuciones
del pH del suelo a los microorganismos en diferentes niveles de contaminacion por Cd eran
distintas (Fig. 19). Se evidenci6 que la mayoria de los géneros bacterianos presentes en F1
tenian mas correlaciones significativas con el Cda que F2 y F3 y no significativas con el pH,
lo que concuerda con investigaciones previas (Fig. 20b) (Luo et al., 2019; Wang et al., 2021).

Ademaés del Cd y el pH del suelo, otros factores como el Cu, el Ca, la CICE, el Mny el P
también se relacionaron significativamente con las comunidades bacterianas (Deng et al.
2017; Zhang et al. 2019). No obstante, solo se observo que en F1 el Cu tenia una correlacion
negativa significativa a nivel de filo con Verrucomicrobia y a nivel de género con DA101 y
Candidatus Xiphinematobacter. EI Cu?* es un elemento que en niveles moderados es
considerado un micronutriente necesario para que los microorganismos lleven a cabo las
actividades metabdlicas normales (Li et al., 2015). Sin embargo, las concentraciones
excesivas de este elemento en el ecosistema del suelo pueden causar efectos negativos y
toxicos en los microorganismos habitantes y, por lo tanto, afectar el funcionamiento critico
de los procesos en los que intervienen (Li et al., 2015; Nunes et al., 2016). Al igual que el
presente estudio, Nunes et al., (2015) reportaron la disminucion de miembros del filo
Verrucomicrobia en suelos que contenian elevadas concentraciones de Cu.

8.4 Prediccion funcional de las comunidades bacterianas presentes en los suelos.

La exposicion a los metales pesados no solo cambia la estructura de la comunidad bacteriana
del suelo, sino que también puede afectar sus propiedades funcionales (Liu et al., 2018; Singh
et al., 2019; Tipayno et al., 2018). Para caracterizar la distribucion filogenética de las
comunidades bacterianas, el analisis basado en el gen 16S rRNA es un marcador molecular
eficaz que puede complementarse con la prediccion de las capacidades funcionales de una
comunidad microbiana (Tipayno et al., 2018). Usando la prediccion de las funciones de la
comunidad bacteriana, en el presente estudio, se encontro que la mayoria de las anotaciones



en los tres sitios de muestreo (F1, F2 y F3) estaban involucradas con el metabolismo
microbiano (abundancia relativa >50%) (Fig. 21), dentro de los que se encontraron genes
involucrados en las vias del metabolismo de nucleé6tidos (purinas y pirimidinas),
metabolismo del nitrogeno, fosforilacion oxidativa, entre otros. De acuerdo con lo reportado
por Feng et al. (2018), los microorganismos que habitan en suelos contaminados con Cd
suelen presentar un aumento en la abundancia relativa de genes involucrados en el
metabolismo conforme aumenta la concentracion del metal, y que a su vez estos genes
pueden estar relacionados con la potencial tolerancia al metal pesado. A diferencia de este
estudio, los resultados obtenidos en esta investigacion no mostraron cambios drésticos en la
abundancia de dichos genes metabolicos con respecto a la concentracion variable de Cd que
contenian las muestras objeto de estudio, lo que posiblemente estd relacionado con la
adaptacion filogenética y funcional de las comunidades bacterianas a dichos ecosistemas, tal
como lo describe Azarbad et al. (2014). Sin embargo, se requiere realizar estudios de
metagendmica de escopeta y metatranscriptomica.

Dentro del grupo de procesamiento de informacidén ambiental, los transportadores ABC vy el
sistema regulador de dos componentes representaron la mayor abundancia en la prediccién
de la funcion metabdlica (Fig. 21). Los transportadores ABC constituyen una de las familias
de proteinas mas grandes y estan ampliamente distribuidas en casi todos organismos, desde
bacterias, levaduras, hasta plantas y humanos (Ter-Beek et al., 2014; Theodoulou & Kerr,
2015). En bacterias, los transportadores ABC participan en varias funciones bioldgicas,
incluida la importacion de metabolitos primarios como la maltosa, los polioles y la histidina;
la exportacion de antibiéticos y metales pesados, entre otras (Ter-Beek et al., 2014). Se
informd que el transportador CzcABC jugd un papel importante en la tolerancia al Cd en
Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa (Ducret et al., 2020; Liu et al., 2021). Por
otra parte, el sistema regulador de dos componentes permite que las bacterias detecten,
respondan y se adapten a una amplia gama de entornos, factores estresantes y franjas de
crecimiento. Por lo tanto, cuando aumenta la concentracion de iones de metales pesados en
el ambiente exterior, aumenta la proporcién del correspondiente sistema bicomponente de
microorganismos, adaptandose asi ain mas al entorno complejo (Chen et al., 2021; Wu et
al., 2019).

Para determinar si habia diferencias en las abundancias y encontrar las vias de
enriquecimiento importantes entre los suelos de las fincas estudiadas, se realizo un analisis
discriminante lineal junto con el tamario del efecto (LDA-LEfSe). Los resultados obtenidos
indicaron que para F1 las vias méas enriquecidas en orden de abundancia estaban relacionadas
con: el sistema regulador de dos componentes y las estructuras peptidicas no ribosomales
(nivel 3) (Fig. 22). En bacterias, los sistemas reguladores de dos componentes constituyen
una forma dominante de control génico en respuesta a cambios en el entorno de un organismo
(Groisman, 2016). Esta familia de proteinas ha sido implicada en la adaptacion a una variedad
de condiciones de estrés incluido el causado por metales pesados (Bouzat, y Hoostal, 2013;
Liu et al., 2015; Liu et al., 2021; Singh et al., 2014). En estrés por Cd, Liu et al. (2021),
demostraron que CzcR3, el regulador de respuesta del sistema de dos componentes CzcRS3
en el sistema Czc de Pseudomonas putida, activa la expresion de los genes de la bomba de



expulsion czcABC1 y czcABC2 al unirse directamente a sus promotores, lo que ayuda a la
cepa a tolerar el estrés causado por el metal.



9 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio se pudo concluir lo siguiente:

+ Las concentraciones de Cdt presente en los suelos estudiados fueron variables y
superiores a los niveles establecidos para suelos agricolas no contaminados (0,43
mg-Kg™) (USEPA, 2002) y para zonas productoras de cacao de América Latina, lo
que indica que hay un enriquecimiento del metal en la zona.

=+ El suelo rizosférico de F1 se caracterizd por presentar la mayor concentracion del
metal y la mayor diversidad bacteriana.

+ Los resultados de la secuenciacién y los indices de diversidad alfa evaluados indicaron
que las comunidades bacterianas que habitan los suelos cacaoteros estudiados son
altamente diversas y homogéneas. Las ASVs totales fueron asignadas a 39 filos y 122
géneros diferentes. Entre ellos, siete filos (Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes,
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chloroflexi y Nitrospirag) y seis géneros
(Bradyrhizobium, Bacillus, DA101, Nitrososphaera y Nitrospira) fueron los mas
abundantes en todas las muestras.

+ Ladisimilitud de las comunidades bacterianas basada en la métrica Unifrac ponderado
reveld que las comunidades de F1 son significativamente diferentes a F2 y F3, quienes
presentaron mayor similitud entre ellas.

+ Se exploraron y analizaron los cambios en la estructura de la comunidad bacteriana
bajo diferentes propiedades fisicoquimicas y concentraciones de Cd en varios tipos de
suelo y se determind que la variacion en la abundancia de los principales géneros
bacterianos identificados se relacion6 con el pH, seguido del Cu y el Ca. Sin embargo,
se evidencié que algunos géneros bacterianos (Acidaminobacter, Agrobacterium,
Opitutus,  Salsuginibacillus, Tumeriella) se correlacionaron positiva vy
significativamente con el Cd disponible (p<0.05) en la finca que contenia elevadas
concentraciones del metal (F1: 3,54 mg-Kg™). Este hallazgo indica que estos géneros
posiblemente estdn adaptados y poseen la maquinaria metabdlica necesaria para
tolerar el estrés causado por Cd.

+ Los resultados de esta investigacién indican que las comunidades bacterianas estaban
adaptadas a las diferentes concentraciones de Cd presentes en los suelos cacaoteros.
La identificacion de los taxones bacterianos mas abundantes seleccionados en este
estudio permite orientar la seleccion de géneros potenciales para desarrollar productos
biotecnologicos aplicados en la remediacion de suelos contaminados por Cd y para
entender los mecanismos de tolerancia que emplean las bacterias para sobrevivir a este
elemento toxico y de su relacion con la planta.

+ La prediccion del potencial funcional de las comunidades bacterianas del suelo indicé
que las vias metabolicas de mayor abundancia en las muestras objeto de estudio
estaban relacionadas con los transportadores ABC y los sistemas de dos componentes,
las cuales han sido asociadas con la tolerancia al metal pesado.



+ La abundancia de los géneros Bradyrhizobium y Bacillus permite sugerir a estos dos
géneros como potenciales microorganismos para la biorremediacién de suelos
contaminados con Cd.



10RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se hacen las siguientes recomendaciones:

+ EIl presente estudio brinda informacion importante sobre la concentracion de Cd
presente en diferentes muestras de suelo obtenidas de tres fincas cacaoteras del
municipio de Yacopi- Cundinamarca. No obstante, en el suelo también pueden estar
presentes otros metales como el mercurio (Hg), el plomo (Pb), el selenio (Se), el
arsenico (As), el cromo (Cr), entre otros que en altas concentraciones pueden
acumularse y ser toxicos para los organismos vivos. Por tanto, es importante
determinar la concentracion de estos elementos y evaluar sus posibles interacciones
en este ecosistema (suelo-planta).

+ Monitorear el contenido del metal y estudiar la diversidad de la comunidad bacteriana
en los suelos de las fincas cacaoteras evaluadas mediante la toma de muestras en
diferentes tiempos, con el fin de evaluar la dinamica de las comunidades bacterianas
en presencia de Cd respecto al tiempo.

+ Esta investigacion constituye un aporte parcial al conocimiento de la diversidad y
funcionalidad de las comunidades bacterianas presentes en los suelos con cultivo y sin
cultivo de cacao contaminados naturalmente con Cd. Por tanto, para obtener una vision
mas profunda de las alteraciones de la diversidad de las comunidades bacterianas del
suelo, asi como de sus funciones metabdlicas en presencia de diferentes
concentraciones de Cd, se recomienda combinar los enfoques metagendémicos de
amplicén, de escopeta y metatranscriptomica en estudios futuros. Evaluar el efecto del
metal sobre las comunidades bacterianas presentes en suelos cultivados con cacao en
condiciones controladas (fisicas y quimicas), variando las concentraciones de Cd y
tomando muestras en diferentes tiempos.

+ Mediante métodos dependientes de cultivo, se sugiere el aislamiento, identificacion
bioquimica y secuenciacion genémica de bacterias obtenidas a partir de las muestras
de suelo estudiadas con capacidad para tolerar altas concentraciones de Cd con el
objetivo de identificar los genes y las rutas metabdlicas involucradas en la tolerancia
al metal pesado. También, una vez identificadas las bacterias, se pueden realizar
estudios a nivel de laboratorio y de vivero para determinar la concentracion minima
en la que se inhibe su crecimiento (MIC) ante la exposicion al metal y para evaluar su
accionar en presencia de distintos tipos de productos agricolas que contienen Cd
(como fertilizantes fosfatados, entre otros).

+ Realizar estudios a gran escala que involucren muestras de suelos de los demas
departamentos cacaoteros del pais para evaluar su calidad, verificar el contenido de
Cd y estudiar la composicion de las comunidades bacterianas que habitan en estos
ecosistemas con el proposito de obtener mas informacién sobre las comunidades
bacterianas y flngicas presentes en los suelos cultivados con cacao.



11 ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de extraccién y cuantificacion de ADN.

1.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21.

22.
23.
24,

Agregar 0,25 gramos de muestra de suelo al tubo PowerBead proporcionado. Agitar suavemente para
mezclar.

Agregar 60 pl de Solucion C1 y agitar brevemente.

Fijar los tubos PowerBead horizontalmente en un adaptador vortex y mezclar a maxima velocidad
durante 10 minutos.

Centrifugar los tubos a 10.000 x g durante 30 segundos.

Transferir el sobrenadante a un tubo de recogida limpio de 2 mL.

Anadir 250 pl de Solucién C2 y agitar en vortex durante 5 segundos. Incubar de 2 a 8 °C durante 5
minutos.

Centrifugar los tubos durante 1 minuto a 10.000 x g.

Evitando el sedimento, transferir 600 pL. de sobrenadante a un tubo de recoleccion limpio de 2 mL.
Agregar 200 pL de Solucion C3 y agitar brevemente. Incubar de 2—8 °C durante 5 minutos.

. Centrifugar los tubos durante 1 minuto a 10.000 x g.

. Evitando el sedimento, transferir 750 pL de sobrenadante a un tubo de recoleccion limpio de 2 mL.

. Agitar para mezclar la Solucioén C4 y agregar 1.200 mL al sobrenadante. Vortex durante 5 segundos.
. Agregar 675 uL en una Columna MB Spin y centrifugar a 10.000 x g durante 1 minuto. Desechar flujo

continuo.

Repetir el paso anterior dos veces, hasta que se haya procesado toda la muestra.

Anadir 500 pl de Solucion C5. Centrifugar durante 30 segundos a 10.000 x g.

Desechar el liquido sobrante. Centrifugar de nuevo durante 1 minuto a 10.000 x g.

Colocar con cuidado la Columna MB Spin en un tubo de recogida limpio de 2 mL.

Agregar 100 pL de Solucion C6 al centro de la membrana de filtro blanca.

Centrifugar a temperatura ambiente durante 30 segundos a 10.000 x g. Desechar la columna giratoria
MB y almacenar la muestra de ADN en congelacién (-20 °C a -80 °C).

Para la cuantificacion del ADN total extraido, se debe preparar la solucién de trabajo Qubit™
diluyendo el reactivo Qubit™ HS dsDNA 1:200 en el tampdn Qubit™ dsDNA HS.

Agregar 198 uL de solucion de trabajo Qubit™ a un tubo de ensayo Qubit™ de 500 pL previamente
etiquetado.

Agregar 2 uL de muestra de ADN vy agitar vigorosamente durante 3 a 5 segundos.

Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Leer las muestras en el fluorometro Qubit™ 2.0 (Invitrogen™).

ANEXO 2. Cebadores utilizados para la amplificacion y preparacion de librerias metagendémicas.

PCR Name Sequence Length (pb)
515F L1_ph ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 52
0
First PCR 515F_L1_ph ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 53
1
806R_L2_p GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT 54
ho
806R_L2_p GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCGGACTACHVGGGTWTCTAAT 55
hi
PE1-1 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTTGTCGT ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 71
PE2-1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTAGCTTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
PE1-2 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACCAGATCACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 70
PE2-2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCCAAGGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
PE1-3 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATACCGGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 70




Second
PCR

PE2-3

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCCGCTTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

66

PE1-4

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGCGATTAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

70

PE2-4

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGCGATTAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

66

PE1-5

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACACGTGTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

70

PE2-5

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGTCTGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

66

PE1-6

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTGTGTCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

70

PE2-6

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACGGCTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

66

PE1-7

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGCTTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

70

PE2-7

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTTGCAAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

66

PE1-8

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCACCTCAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

70

PE2-8

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGAAGTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

66

PE1-9

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGAATTGGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

70

PE2-9

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCTCTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

66

PE1-10

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTAGCTAGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

70

PE2-10

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCAAGACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

66

Protocolo de limpieza de librerias metagenomicas.

1.

©CENoOR~WN

10.
11.

Mezclar 10 pL de amplicon PCR2 con 8 uL de perlas AMPure XP (Beckman Coulter) en un tubo de 0,2
mL estéril.
Incubar el tubo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Colocar el tubo en un soporte magnético durante 5 minutos.

Retirar con cuidado el sobrenadante y desecharlo.

Agregar 22 pL de etanol al 80% recién preparado, sin mezclar e incubar durante 30 segundos.
Retirar con cuidado el sobrenadante y desecharlo.

Repetir los pasos 5y 6.

Dejar que las perlas se sequen al aire durante 15 minutos sin retirar el tubo del soporte magnético.

Retirar el tubo del soporte magnético. Afiadir 10 pL de agua ultrapura. Agitar bien en el vortex e incubar
durante 2 minutos a temperatura ambiente.

etiquetado.
12. Cuantificar el producto de PCR2 purificado en el fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen™),

Colocar el tubo en el soporte magnético durante 5 minutos.
Transferir 30 pL del sobrenadante (productos de PCR2 purificados) a un tubo de 0,2 mL previamente

Protocolo para el andlisis de fragmentos.

Nogokr~owbdpRE
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10.

11.

Encender el equipo BiOptic QSEP-100.

Iniciar el software del equipo.

Tomar el cartucho S2 verticalmente y retirar los sellos de la tapa.
Tomar el alfiler del empaque del cartucho S2 y perforar la tapa.
Limpiar la punta del capilar con un pafio fino.

Adicionar tampon de separacion en el pozo 5.

Preparar el marcador de alineamiento, adicionando 20 uL del marcador y 10 pL de aceite mineral en un
tubo de 0,2 mL.

Seleccionar la opcion “Charge Buffer”.

Colocar el tubo del marcador de alineacion de ADN en la posicion MAL y la bandeja tampdn en el soporte
de la bandeja.

Seleccionar la opcion “Charge Sample” y abrir la puerta de la muestra para colocar las muestras (> 2 plL)
en A01. Asegurese de que no haya burbujas de aire en la solucion de muestra.

Desempacar e insertar el cartucho S2 dentro del equipo, asegurandose de que la compuerta esté bien
cerrada.



12.
13.

14.

15.
16.

Seleccionar la opcion “Latch”.
Ajustar la posicion de las muestras dentro del plato de muestras (por ejemplo, A01) en lay luego seleccionar

“Aceptar”.

Ajustar la configuracion del método (tipo de plato, marcador de alineamiento, tipo de cartucho, entre otros)
e indicar la carpeta en la que quedaran alojados los resultados.

Seleccionar “Run” para iniciar el proceso.

Ver el resultado después de que se complete el proceso.

Secuenciacion

Secuencias crudas (Raw data)

Andlisis de calidad

Descarga de base de datos 165

FastQCw0.11.9 y MutiQC vl 11

SILVA w138

I

Preprocesamiento

Trimmomatic ¥0.35 y Sickle v1.33

Importacion de datos

Casava 1.8

Entrenador taxondmico

Eliminacion de cebadores

feature-claziffier fit-clazssifier-naive-bayes

Cutadzpt trim-single

Asignacion taxonomica

feature-classifier; classify-sklearn

Control de calidad

Visualizacios

n

Czdal denoize-single

taxa-bar-plots

Construccion de arbol filogenético

mafft; mask; fazttres; midpoint-root

Construccién de microtabla

R Studio 4.1.1: Microeco package (v. 0.13.0)

microtable-class object

Construccién de curva de rarefaccion

trans_rarefaction

Variante de secuencia de amplicon [A5V]

Alfa diversidad [ TaxdFun —
tranz_alpha
Chzol, Shannon, Gini-Simpson
| Anotacion funcional |
Beta diversidad [ KEGG |
trans_betz
‘Weighted Unifrac
| Analisis de abundancia |
| trans_abund, trans_diff |
| Andlisis de correlacién |
—I cal_ordinationy plot_cor |
ANEXO 3. Flujo de trabajo bioinformatico.
ANEXO 4. Resultados de los analisis fisicoquimicos de los suelos y concentracion de Cdt y Cda.
Sample Clays Texture pH Cda Cdt CICE Ca Cu Fe Zn Mn Mg K P CcO
(%) (mg.Kg") | (mgKg") | (meq100g") | (meq.100g") | (mgKg®) | (mgKg) | (mgKg") | (mgKg") | (meql00g") | (meql00g*) | (mg.Kg?) (%)
F1CRz 34 CL 6.21 10.24 14.967 20.55 17.83 nc nc nc nc 2.08 0.64 63.75 8.69
F1CD1 26 CL 6.35 248 7.030 12.29 11.49 10.95 166.24 9.11 7.04 0.52 0.23 81.07 2.22
F1CD2 30 CL 6.78 229 6.937 14.65 14.10 10.61 155.05 10.14 9.02 0.33 0.19 69.43 1.88
F1WCD1 36 CL 5.71 0.32 2.137 8.33 7.58 257 124.81 1.20 7.35 0.46 0.15 5.54 122
F1WCD2 42 C 5.85 0.10 2.370 8.59 8.26 1.33 194.68 1.88 213 0.11 0.09 4.86 0.40




F2CRz 30 CL 4.60 0.53 1.750 9.29 6.82 nc nc nc nc 2.20 0.26 31.50 2.65
F2CD1 29 CL 4.62 0.10 1.397 172 0.92 1.03 182.51 1.89 0.87 0.44 0.29 11.52 2.29
F2CD2 26 SCL 5.03 0.49 1.387 1.33 0.72 0.89 145.78 3.44 1.62 0.38 0.14 19.11 1.52
F2WCD1 19 L 4.58 0.12 1.890 2.45 1.52 1.39 271.92 4.03 215 0.61 0.17 10.40 3.09
F2WCD2 8 SiL 5.04 0.10 1.770 0.94 0.53 0.34 89.75 0.47 0.03 0.19 0.07 7.28 1.95
F3CD1 26 SL 4.94 0.14 1.457 5.65 4.24 0.84 141.13 1.00 2.89 0.98 0.35 119.60 3.22
F3CD2 25 SCL 4.62 0.19 1.863 2.49 1.95 0.96 161.44 1.09 1.93 0.36 0.09 160.40 1.08
F3WCD1 3 LS 5.10 0.96 4.487 5.00 3.29 1.40 235.62 6.77 3.86 1.28 0.27 165.67 6.01
F3WCD2 4 LS 5.54 0.33 5.840 2.18 1.80 0.57 62.63 1.26 237 0.19 0.07 124.00 2.51

Nota. CL, Clay Loam; C, Clay; SCL, Sandy Clay Loam; L, Loam; SiL: Silt Loam; SL, Sandy Loam; LS, Loam
Sandy; nc, not calculated.

ANEXO 5. Diferencias entre propiedades fisicoquimicas y significancia estadistica estimadas con Wilcoxon.

Comparacion Medida Grupo P.adj Significancia
F1-F2 Arcillas F1 0.3388541848 ns
F1-F3 Arcillas F1 0.0365163647 *
F2-F3 Arcillas F2 0.1702515219 ns
F1-F2 pH F1 0.0002631440 il
F1-F3 pH F1 0.0005935281 il
F2-F3 pH F3 0.3388541848 ns
F1-F2 Cda F1 0.0072856790 **
F1-F3 Cda F1 0.0365163647 *
F2-F3 Cda F3 0.5119578263 ns
F1-F2 Cdt F1 0.0006868663 il
F1-F3 Cdt F1 0.0315165384 *
F2 - F3 Cdt F3 0.2560860192 ns
F1-F2 Ca F1 0.0001188743 il
F1-F3 Ca F1 0.0001188743 il
F2-F3 Ca F3 0.3388541848 ns
F1-F2 Mg F2 0.9625554354 ns
F1-F3 Mg F3 0.8225816585 ns
F2 - F3 Mg F3 0.8306253475 ns
F1-F2 K F1 0.4423800909 ns
F1-F3 K F3 0.6738891639 ns
F2 - F3 K F3 0.9625554354 ns
F1-F2 CICE F1 0.0002726381 Fkx
F1-F3 CICE F1 0.0002823264 il
F2 - F3 CICE F3 0.3853178051 ns
F1-F2 P F1 0.4480140975 ns
F1-F3 P F3 0.0044216599 el
F2 - F3 P F3 0.0000891557 Fkx
F1-F2 Cu F1 0.0026910083 **
F1-F3 Cu F1 0.0044216599 **
F2 - F3 Cu F3 0.9179463978 ns




F1-F2 Fe F2 0.3390481174 ns
F1-F3 Fe F3 0.9315220701 ns
F2 - F3 Fe F2 0.3683078847 ns
F1-F2 Mn F1 0.0024509010 *x
F1-F3 Mn F1 0.0234980219 *
F2 -F3 Mn F3 0.2560860192 ns
F1-F2 Zn F1 0.0846588384 ns
F1-F3 Zn F1 0.1417478659 ns
F2 -F3 Zn F2 0.9248314566 ns
F1-F2 Cco F2 0.6864448026 ns
F1-F3 Cco F3 0.4423800909 ns
F2 -F3 (6{0) F3 0.4423800909 ns

Nota. Diferencias significativas indicadas con asteriscos: *, p < 0,05; * **, p < 0,001; ns, no significativa.

ANEXO 6. Informacién sobre el nimero de secuencias por muestra obtenido antes y después de su
procesamiento.

Muestra Datos Crudos | Datos Limpios
F1CD1R1 130.431 68.256
F1CD1R2 55.349 25.970
F1CD1R3 72.671 33.777
F1CD2R1 137.149 87.624
F1CD2R2 29.556 13.420
F1CD2R3 87.492 42.656
F1CRzR1 157.431 74.588
F1CRzR2 106.931 101.244
F1CRzR3 78.892 72.477
FIWCD1R1 56.995 26.772
F1IWCD1R2 75.947 39.650
FIWCDI1R3 136.990 87.792
FIWCD2R1 163.638 77.187
F2CD1R1 105.948 69.365
F2CD1R2 102.383 62.911
F2CD1R3 100.403 58.204
F2CD2R1 79.557 51.666
F2CD2R2 114.368 73.126
F2CD2R3 114.915 74.724
F2CRzR1 157.431 91.678
F2CRzR2 106.931 46.166
F2CRzR3 78.892 40.460
F2WCD1R1 193.955 88.771




F2WCD1R2 71.833 29.635
F2WCD1R3 80.179 41.012
F2WCD2R1 140.419 96.376
F3CD1R1 120.247 72.654
F3CD1R2 115.230 68.663
F3CD1R3 134.317 80.492
F3CD2R1 121.867 71.068
F3CD2R2 99.727 59.725
F3CD2R3 126.023 75.823
F3WCD1R1 140.970 79.882
F3WCD1R2 103.680 58.461
F3WCD1R3 120.009 68.588
F3WCD2R1 106.357 57.532

ANEXO 7. Coeficientes de correlacién de Spearman entre las variables fisicoquimicas y los indices de
diversidad alfa.

Indice Variable Correlacion Significancia
Chaol pH 0.035 ns
Shannon pH -0.076 ns
Simpson pH -0.001 ns
Chaol Cda 0.303 ns
Shannon Cda 0.214 ns
Simpson Cda 0.120 ns
Chaol Cdt 0.204 ns
Shannon Cdt 0.149 ns
Simpson Cdt 0.151 ns
Chaol Ca 0.058 ns
Shannon Ca -0.012 ns
Simpson Ca 0.090 ns
Chaol CICE 0.092 ns
Shannon CICE 0.010 ns
Simpson CICE 0.077 ns
Chaol P 0.147 ns
Shannon P 0.227 ns
Simpson P 0.120 ns
Chaol Cu 0.033 ns
Shannon Cu -0.036 ns
Simpson Cu 0.097 ns
Chaol Mn -0.060 ns
Shannon Mn -0.085 ns
Simpson Mn 0.081 ns

Nota. Diferencias significativas indicadas con asteriscos: *, p < 0,05; * ** p < 0,001; ns, no significativa.



ANEXO 8. Resultados de la comparacion entre sitios de muestreo mediante PERMANOVA.

Grupos Medida F R2 P-Valor P-Ajustado | Significancia
F1VsF2 Wei_Unifrac 5.935368 0.1982728 0.001 0.0015 **
F1VsF3 Wei_Unifrac 11.750414 | 0.3587857 0.001 0.0015 **
F2 Vs F3 Wei_Unifrac 2.631195 0.1113441 0.031 0.0310 *

Nota. Diferencias significativas indicadas con asteriscos: *, p < 0,05; * **, p < 0,001; ns, no significativa.
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