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Resumen 

 

MITIGACIÓN DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE BACTERIAS 

UREOLÍTICAS 

 

La presencia de metales tóxicos en suelos agrícolas es una problemática global, ya que 

pueden ser absorbidos por las plantas, y traslocados hacia sus partes comestibles, 

entrando en la cadena alimentaria. Particularmente, el Cd en los suelos cacaoteros es 

tomado por la planta de cacao y bioacumulado en los granos, los cuales son utilizados 

para la fabricación de alimentos. Por esta razón, se establecieron diversas regulaciones 

sobre el contenido máximo permitido del metal en productos derivados del cacao. Esto 

representa un problema para los cacaocultores en zonas afectadas por la presencia de 

Cd, como es el caso del Departamento de Santander ï Colombia, y propició la búsqueda 

de estrategias para mitigar la disponibilidad de Cd en los suelos cacaoteros. El uso de 

bacterias ureolíticas capaces de inducir la precipitación de carbonatos, es una alternativa 

biotecnológica que ha sido empleada para la biorremediación de suelos contaminados con 

Cd. De esta forma, en esta investigación se evaluó el aprovechamiento de rizobacterias 

aisladas de fincas cacaoteras de Santander, que inducen la precipitación de carbonatos, 

como estrategia de mitigación de Cd en suelos cacaoteros. 

 

En la primera etapa de la investigación, se recolectaron suelos cacaoteros rizosféricos, no 

rizosféricos, y material vegetal de la planta de cacao. Se determinó la presencia de Cd y 

se realizó un estudio sobre la disponibilidad del metal en ambos tipos de suelos. Además, 

se determinó su correlación con el Cd presente en la planta. El contenido de Cd pseudo-

total y disponible (Cd-DTPA) fue mayor en los suelos rizosféricos en comparación con los 

suelos no rizosféricos. Mediante estadística clásica y multivariada, se encontraron 

diferencias entre las asociaciones de Cd disponible con propiedades del suelo (pH, Cd 

pseudo-total, Ca, Mg, K, Na, carbono orgánico del suelo (SOC), P, Zn, actividad ureasa, 

acidez intercambiable y capacidad de intercambio catiónico), al comparar ambos tipos de 



X MITIGACIÓN DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE BACTERIAS 

UREOLÍTICAS 

 
suelos. El carbono orgánico del suelo y el Zn fueron impulsores importantes de Cd 

disponible en los suelos rizosféricos.  

 

En la segunda etapa, se realizó el aislamiento de 54 bacterias ureolíticas capaces de 

inducir la precipitación de carbonatos, a partir de suelos rizosféricos de cacao, y se evaluó 

su capacidad para precipitar el Cd en un medio de cultivo con una concentración de 60 mg 

L-1. Estas bacterias exhibieron actividades ureolíticas entre 0,31 y 1,01 µmol NH4
+ mL-1 h-1 

y porcentajes de remoción de Cd entre 4,4 % y 87,0 % en 48 h. Dentro de las 10 bacterias 

con mayor remoción de Cd (60,3 % ï 87,0 %) se encontraron los géneros Serratia, 

Klebsiella, Stenotrophomonas, Comamonas, Bacillus y Citrobacter. El estudio del proceso 

de remoción de Cd en solución mostró que la bioadsorción contribuye de forma 

significativa durante los ensayos de bioprecipitación, por lo que es importante considerar 

este aspecto para evaluar el potencial de las bacterias. Considerando lo anterior, se 

seleccionó la cepa Bacillus sp. 85d para su aplicación en suelos cacaoteros.  

 

Finalmente, se evaluó la aplicación de la bacteria ureolítica Bacillus sp. 85d para la 

inmovilización de Cd en suelos cacaoteros a nivel laboratorio y de vivero. Para ambos 

experimentos, los resultados mostraron que la aplicación de la bacteria permitió la 

precipitación carbonatada de Cd intercambiable de los suelos cacaoteros en 5 días. Sin 

embargo, luego de 3 meses, el Cd en la fracción carbonatada disminuyó, lo cual fue 

atribuido a la reducción del pH. Además, no se observaron cambios significativos en la 

concentración de Cd en la planta de cacao para el experimento en vivero, luego del 

tratamiento con la bacteria.  

 

Este estudio demostró que el contenido de Cd en los suelos rizosféricos de la planta de 

cacao tiene una mayor correlación con el Cd en la planta, comparado con los suelos no 

rizosféricos, lo que aumenta el entendimiento de la dinámica de Cd en el sistema suelo-

cacao. Además, se evidenció el potencial de las rizobacterias ureolíticas que inducen la 

precipitación de carbonatos para la mitigación de Cd disponible en los suelos cacaoteros. 

El tratamiento de suelos cacaoteros con Bacillus sp. 85d establece una línea base para 

entender la aplicabilidad de esta biotecnología. 

 

Palabras clave: Cadmio, cacao, suelo rizosférico, bacterias ureolíticas, MICP.  



 

 

 

 

 

 

Abstract 

 

CADMIUM MITIGATION IN CACAO-GROWING SOILS BY UREOLYTIC BACTERIA 

 

The presence of toxic metals in agricultural soils is of global concern, since they can be 

absorbed by plants and translocated to their edible parts, entering the food chain. 

Particularly, Cd in cacao-growing soils is taken up by the cacao plant and bioaccumulated 

in the beans, which are used as ingredient in food products. For this reason, regulations 

have been established on the maximum permissible limit of the metal in cacao-derived 

products. This represents a problem for cacao farmers in areas affected by the presence 

of Cd, such as the Department of Santander ï Colombia, and has led to the search for 

strategies to mitigate the availability of Cd in cacao-growing soils. Ureolytic bacteria that 

induce carbonate precipitation is a biotechnological alternative that has been used for the 

bioremediation of soils contaminated with Cd. Thus, in this research, the use of 

rhizobacteria that induce carbonate precipitation from cacao-growing soils in Santander 

was evaluated as a Cd mitigation strategy. 

 

In the first stage of the research, rhizosphere and non-rhizosphere cacao-growing soils and 

plant material from cacao were collected. Pseudo-total and available Cd were assessed in 

both soil types. In addition, the relationships between soil available Cd and plant Cd were 

determined. The pseudo-total and available Cd (Cd-DTPA) concentration was higher in 

rhizosphere soils compared to non-rhizosphere soils. Using classical and multivariate 

statistics, differences were found between the associations of available Cd with soil 

properties (pH, pseudo-total Cd, Ca, Mg, K, Na, soil organic carbon (SOC), P, Zn, urease 

activity, exchangeable acidity and cation exchange capacity), when comparing both soil 

types. Soil organic carbon and Zn were important drivers of available Cd in rhizosphere 

soils. 
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In the second stage, 54 ureolytic bacteria that induce carbonate precipitation were isolated 

from cacao rhizosphere soils, and their capacity to precipitate Cd in a culture medium with 

a concentration of 60 mg L-1 was evaluated. These bacteria exhibited ureolytic activities 

between 0.31 and 1.01 µmol NH4
+ mL-1 h-1 and Cd removal percentages between 4.4% 

and 87.0% in 48 h. Among the 10 bacteria with the highest Cd removal (60.3% ï 87.0%) 

were found the genera Serratia, Klebsiella, Stenotrophomonas, Comamonas, Bacillus and 

Citrobacter. The study of Cd removal process in solution showed that bioadsorption 

contributes significantly during bioprecipitation tests, so it is important to consider this 

aspect to evaluate the MICP potential of the bacteria. Considering the above, the strain 

Bacillus sp. 85d was selected for its application in cacao-growing soils. 

 

Finally, the application of the ureolytic bacteria Bacillus sp. 85d for Cd immobilization in 

cacao-growing soils at laboratory and nursery level was evaluated. For both experiments, 

the results showed that the application of the bacteria allowed the carbonated precipitation 

of the exchangeable Cd at 5 days. However, after 3 months, the Cd in the carbonated 

fraction decreased, which was attributed to the reduction in pH. In addition, after the 

treatment with Bacillus sp. 85d, no significant changes were observed in cacao Cd 

concentration in the nursery experiment. 

 

This study demonstrated that Cd content in cacao rhizosphere soils has a higher correlation 

with Cd in the plant, compared to non-rhizosphere soils, which increases the understanding 

of Cd dynamics in the soil-cacao system. Furthermore, the potential of ureolytic 

rhizobacteria that induce carbonate precipitation for the mitigation of available Cd in cacao-

growing soils was demonstrated. The treatment of these soils with Bacillus sp. 85d 

establishes a baseline to understand the applicability of this biotechnology. 

 

Keywords: Cadmium, cacao, rhizosphere soil, ureolytic bacteria, MICP. 
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Introducción 

 

El cadmio es un metal tóxico que ha sido encontrado en suelos agrícolas alrededor del 

mundo. A pesar de no presentar funciones biológicas conocidas, es absorbido por las 

plantas (Sterckeman & Thomine, 2020). Esto representa una amenaza para la salud 

humana, ya que el Cd ha sido asociado a diferentes enfermedades como disfunción renal, 

edema pulmonar, hipertensión, y daños en el sistema óseo, el hígado y el sistema 

cardiovascular (Genchi et al., 2020).  

 

El Cd en suelos cacaoteros ha sido asociado principalmente a un origen geogénico 

(Vanderschueren et al., 2021). Particularmente en el Departamento de Santander (donde 

se produce la mayor cantidad de cacao en Colombia), el Cd encontrado en los suelos ha 

sido asociado a su formación a partir de lutitas, areniscas, calizas y rocas silíceas con altos 

niveles del metal (Mendoza et al., 2020; Gómez & Montes, 2020). Una vez presente en el 

suelo, el metal es absorbido por la planta de cacao y bioacumulado en diferentes partes 

de la planta incluyendo los granos. Esto ha resultado en la presencia de Cd en productos 

derivados de los granos de cacao. Por esta razón, en diversos países impusieron límites 

máximos permitidos del metal. La Unión Europea, Australia, Nueva Zelanda, Rusia, el 

estado de California en los Estados Unidos, China, Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay 

y Venezuela cuentan con regulación sobre el Cd en productos como el chocolate y la 

cocoa, con valores entre 0,1 y 1,2 mg kg-1 (Maddela et al., 2020). Por su parte, en Colombia 

no existe una regulación sobre el contenido de Cd en productos derivados del cacao (Bravo 

et al., 2024a). 

 

La regulación de Cd sobre productos derivados de cacao y su presencia en la planta, 

motivó a investigadores e instituciones en diversos países para desarrollar estrategias que 

permitan disminuir la presencia del metal en los granos. La Organización Mundial de la 

Salud (WHO, por sus siglas en inglés) y la Organización de la Naciones Unidas Para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), publicaron el ñCode of practice 
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for the prevention and reduction of cadmium contamination in cocoa beansò (FAO & WHO, 

2023). En este, se pautan recomendaciones para disminuir el Cd en los granos de cacao 

en diferentes etapas: antes de comenzar el cultivo, durante la producción, la cosecha, 

postcosecha y el transporte. Esto indica que la mitigación de Cd en el cacao comprende 

diferentes aspectos, y considera un enfoque integral.  

 

El estudio de la disponibilidad de Cd en los suelos cacaoteros ha sido importante para 

establecer factores clave que han permitido entender la dinámica de Cd en el sistema 

suelo-planta. Principalmente, se ha investigado sobre cómo las propiedades del suelo 

afectan la disponibilidad de Cd (Bravo et al., 2021; Chavez et al., 2015; Rodríguez 

Albarracín et al., 2019). Sin embargo, poco se sabe sobre la disponibilidad del metal en los 

suelos rizosféricos, los cuales son afectados por la acción de las plantas (Sterckeman & 

Thomine, 2020). Por otro lado, aunque diversas estrategias de mitigación de Cd en suelos 

cacaoteros han sido evaluadas, (Argüello et al., 2023; Ramtahal et al., 2019), la 

problemática aún persiste. 

 

La precipitación de carbonatos inducida microbiológicamente (MICP) se ha propuesto 

como una alternativa biotecnológica viable, costo-eficiente y eco-amigable para la 

biorremediación de suelos con presencia de Cd (Zheng et al., 2021). En este estrategia, el 

Cd es bioprecipitado disminuyendo de esta forma su disponibilidad en el suelo, y su 

absorción por parte de las plantas. Particularmente, se han encontrado resultados 

promisorios utilizando bacterias ureolíticas con actividad MICP (Han et al., 2020; Zhao et 

al., 2024). No obstante, su aplicación en suelos agrícolas aún es limitada, y la estabilidad 

del tratamiento aún no es clara (Wang et al., 2024). 

 

El objetivo de este trabajo de investigación consistió en evaluar el uso de rizobacterias 

ureolíticas que inducen la precipitación de carbonatos aisladas de fincas cacaoteras, como 

estrategia de mitigación de Cd en suelos cacaoteros  

 

Esta tesis se dividió en cuatro capítulos:  

 

El primer capítulo (Marco Teórico), le permite al lector adentrarse en el conocimiento actual 

acerca de Cd en el sistema suelo-cacao: inicialmente se muestran generalidades de Cd, 
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la regulación europea sobre el Cd en productos derivados del cacao, los niveles de Cd 

(pseudo-total y disponible) en los suelos cacaoteros, y el Cd en los granos de cacao. 

Luego, se resaltan algunos aspectos sobre la planta de cacao y su importancia en 

Colombia. Posteriormente, se presentan estrategias de mitigación de Cd en los suelos 

cacaoteros. Finalmente, se indican los objetivos de esta investigación.   

 

El segundo capítulo aborda el estudio de la disponibilidad de Cd en los suelos cacaoteros 

de dos fincas ubicadas en Santander ï Colombia. En este se determinó la distribución de 

Cd y su relación con propiedades químicas y la actividad ureasa en suelos rizosféricos y 

no-rizosféricos de la planta de cacao. Se utilizaron herramientas estadísticas para 

establecer diferencias entre ambos suelos, y para estudiar los cambios en las correlaciones 

de Cd disponible con las propiedades del suelo evaluadas. Mediante análisis 

geoestadísticos se evaluaron los patrones de distribución espacial de Cd disponible. 

Además, se investigó la relación entre el Cd en la planta con el Cd en los suelos rizosféricos 

y no-rizosféricos. 

 

En el tercer capítulo se encuentra lo relacionado con el aislamiento de rizobacterias 

ureolíticas con actividad MICP, a partir de suelos rizosféricos de cacao que contienen el 

metal. Esta parte de la investigación incluye la caracterización de los aislados y su 

identificación molecular. Se evaluó el potencial MICP de algunas bacterias pre-

seleccionadas para bioprecipitar el Cd, a través del estudio del porcentaje de Cd 

inmovilizado mediante bioprecipitación, bioadsorción y bioacumulación en ensayos MICP 

y de biosorción. Además, se seleccionó una bacteria para ser aplicada en suelos 

cacaoteros con Cd, en la última etapa de esta investigación.  

 

El cuarto capítulo corresponde a la evaluación de la aplicación de una rizobacteria 

ureolítica para mitigar la disponibilidad de Cd en suelos cacaoteros, a nivel de laboratorio 

y de vivero. En este se monitoreo los tratamientos MICP en ambos ensayos durante tres 

meses para determinar su eficacia y estabilidad. 

 

Finalmente se presentan las conclusiones y se dan recomendaciones para futuras 

investigaciones. 
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1. Cap²tulo 1: Marco Te·rico 

1.1 Cadmio: características y regulación en cacao  

El Cadmio (Cd) es un elemento que se encuentra de forma natural en el medio ambiente, 

principalmente como Cd2+. En el suelo, los principales absorbentes son la materia orgánica 

(unido a través de grupos carboxílicos y fenólicos), oxihidróxidos de Fe, Mn, y Al (unido a 

través de grupos hidroxilo), y minerales arcillosos. El metal puede unirse mediante 

procesos de sorción que pueden ser descritos por la siguiente ecuación general para los 

grupos hidroxilo superficiales S-OH (Smolders & Mertens, 2013): 

Ecuación 1.1: 

3 /(  #Ä ᴾ3/#Ä (  

La ecuación anterior indica que en condiciones ácidas el Cd tiende a ser desorbido de la 

matriz del suelo. Este fenómeno también se ve favorecido por competencia con iones como 

el Ca2+, Zn2+ y Mn2+ (Loganathan et al., 2012). Una vez en la solución del suelo, el Cd 

puede estar libre como catión divalente Cd2+, o formando complejos solubles en agua 

(Kubier et al., 2019). De esta forma, el Cd puede desplazarse desde el suelo hacia cuerpos 

de agua o ser tomado por la plantas.  

La dieta es la principal fuente de Cd para la población que no fuma (EFSA, 2012). Esto 

constituye un problema para la salud humana debido a que este metal es clasificado como 

carcinogénico para humanos - Grupo 1 -, según la Agencia Internacional para la 

Investigación sobre el Cáncer (IARC, 2012). Un caso conocido de intoxicación por Cd 

derivada del consumo de alimentos ocurrió en Japón alrededor de 1950. La enfermedad 
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conocida como itai itai, fue causada por el consumo de arroz con altos niveles de Cd, 

resultado del riego del cultivo con agua contaminada por actividades mineras (Chaney, 

2015).  

La toxicidad de Cd y su presencia en alimentos propiciaron el control y regulación del metal. 

La WHO/FAO, sugiere para la ingesta mensual tolerable un l²mite de 25 ɛg Cd por cada 1 

kg de peso corporal (FAO/WHO, 2011), equivalente a una ingesta diaria tolerable de 0,83 

ɛg Cd por cada 1 kg de peso corporal. Por su parte, la Autoridad Europea para la Seguridad 

Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés), sugiere una ingesta semanal tolerable de 2,5 

µg Cd por cada 1 kg de peso corporal (EFSA, 2012), equivalente a una ingesta diaria 

tolerable de 0,36 ɛg Cd por cada 1 kg de peso corporal, la cual es 2,3 veces inferior a la 

establecida por la WHO/FAO. Existen regulaciones sobre el contenido de Cd para 

alimentos como trigo, arroz, vegetales y carnes (Figueroa, 2008). Particularmente en 

productos derivados de cacao, aunque diversos países cuentan con niveles máximos 

permitidos de Cd (Maddela et al., 2020), la regulación europea adquiere relevancia debido 

a que es el principal mercado del cacao Latinoamericano (Meter et al., 2019). En el año 

2019 entró en vigor la legislación europea No 488/2014 (COMMISSION REGULATION EU, 

2014) sobre el contenido máximo permitido de Cd en productos derivados de cacao (Tabla 

1.1).  

Tabla 1.1 Concentración máxima permitida de Cd en productos derivados de cacao 

según regulación europea No 488/2014. 

Contenido de cacao Cd (mg kg-1) 

Ò 30 % 0,10 

> 30 % y Ò 50% 0,30 

> 50 % 0,80 

Cacao en polvo 0,60 

 

En esta regulación, los límites se establecen según el porcentaje de cacao presente en los 

productos, donde la mayor concentración permitida es de 0,80 mg kg-1. Esta regulación 

aplica para los productos finales en el mercado y no sobre el material de partida: los granos 

de cacao. Sin embargo, a partir de estos valores y el contenido de cacao, se puede calcular 
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la concentraci·n de Cd ñpermisibleò sobre los granos. Por ejemplo, para una barra de 

chocolate con un contenido de cacao de 90%, el límite seguro de Cd en los granos de 

cacao es de 0,9 mg kg-1 (https://platform.climaloca.org/chocosafe, fecha de acceso: 

23/08/2024).   

Ante la falta de un control sobre el Cd en los granos de cacao, los compradores han 

establecido límites no oficiales entre 0,5 mg kg-1 y 1,1 mg kg-1 (Meter et al., 2019), lo que 

representa una barrera comercial para los productores de cacao en zonas afectadas por 

la presencia del metal. En Colombia fue encontrada una concentración promedio de Cd de 

2,17 + 2,71 mg kg-1 en granos de cacao recolectados a nivel nacional (Bravo et al., 2024a), 

superando el rango no oficial mencionado anteriormente. En Ecuador fue estimado que un 

30% del área plantada de cacao produce granos que superan una concentración de 0,6 

mg kg-1 (usado como un umbral seguro para la generación de productos que cumplan la 

regulación europea) (VázquezȤde Castro et al., 2024). Por su parte, en la región del Piura, 

en Perú, se ha reportado un 31 % de pérdidas en los ingresos de los productores de cacao 

ubicados en zona afectadas por el Cd, debido a la regulación europea (Villar et al., 2022). 

Es decir, la presencia de Cd en el cacao representa un problema económico para las miles 

de familias que dependen de este cultivo. 

1.2 Cd en suelos cacaoteros  

El Cd se encuentra de forma natural en el suelo y tiene una media global de 0,36 mg kg-1 

con concentraciones que varían de 0,01 mg kg-1 a 1 mg kg-1 (Kubier et al., 2019), aunque 

su contenido podría ser mayor debido a su origen geogénico. Por ejemplo, en suelos 

asociados a lutitas negras (ricas en materia orgánica), calizas y fosforitas alrededor del 

mundo, se han encontrado altos niveles de Cd (Liu et al., 2017). Sin embargo, cabe resaltar 

que de forma general la contribución natural de Cd en la contaminación de los suelos es 

baja comparada con las fuentes antropogénicas (Khan et al., 2017). La industria minera, 

las aguas y lodos residuales, las emisiones de la combustión y el uso de fertilizantes 

introducen artificialmente altas cantidades de Cd en el suelo (Kubier et al., 2019). En un 

análisis de zonas agrícolas ubicadas principalmente en China, Japón y Europa, fue 

encontrado que las fuentes de Cd siguen el orden: deposición atmosférica > irrigación > 

fertilización > estiércol de ganado > otros aditivos agrícolas (e.g. lodos residuales), aunque 
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cabe destacar que la fertilización llegó a representar hasta un 74% en algunos casos (Fan 

et al., 2022). Particularmente, los fertilizantes fosfatados pueden introducir una cantidad 

importante de Cd en los suelos agrícolas (Grant, 2018). 

La presencia de Cd en suelos cacaoteros es una problemática que afecta a diferentes 

países de Latinoamérica y el Caribe (Meter et al., 2019). Los niveles de Cd varían entre 

países, y también según la región evaluada dentro de cada país (Tabla 1.2).  

Tabla 1.2 Concentración de Cd (mg kg-1) pseudo-total* en suelos cacaoteros en algunos 

países de América Latina. 

País Región Mínimo Máximo Promedio Referencia 

Colombia A nivel nacional 0,01 27,00 1,43 (Bravo et al., 2021) 

Colombia 
Departamento de 

Arauca 
0,04 2,31 0,48 (Bravo et al., 2024b) 

Colombia 
Departamento de 

Santander 
8 47 27 

(Joya-Barrero et al., 
2023) 

Colombia 
Departamento de 

Antioquia 
1,22 2,03 N.R. (Gil et al., 2022) 

Colombia 
Departamento de 

Cundinamarca 
N.R. N.R. 10,68 

(Rodríguez Albarracín 
et al., 2019) 

Colombia 
Sierra Nevada de 

Santa Marta 
<1 1,11 0,12 (Guarín et al., 2024a) 

Ecuador Sur de Ecuador 0,88 2,45 1,54 (Chavez et al., 2015) 

Ecuador A nivel nacional 0,02 6,90 0,44 (Argüello et al., 2019) 

Perú 
Cuenca del 
Amazonas 

1,1 3,2 N.R. 
(Scaccabarozzi et al., 

2020) 

Perú 
Provincia de 

Bagua, 
Amazonas 

1,02 3,54 1,7 (Oliva et al., 2020) 

Trinidad y 
Tobago 

Isla de Trinidad N.R. N.R. 0,98 (Lewis et al., 2021) 

Costa 
Rica 

Brunca, Huetar 
Caribe, Huetar 

Norte 
< 0,1 1,05 0,22 (Carrillo et al., 2023) 

Honduras 

Departamentos 
de Santa 

Bárbara, Cortés, 
Atlántida, Yoro y 
Gracias a Dios 

N.R. N.R. 0,25 (Gramlich et al., 2018) 

*Determinado mediante extracción con ácidos fuertes. N.R: No reportado 
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Por ejemplo, para Colombia, fueron encontrados puntos con altos niveles de Cd (hotspots) 

en los departamentos de Santander, Boyacá y Cundinamarca (Bravo et al., 2021). En Perú, 

los mayores niveles de Cd han sido encontrados en las regiones de Tumbes y Piura al 

noroeste del país (Thomas et al., 2023). Esto indica que existen zonas críticas con relación 

a la presencia de Cd, que requieren especial atención. Por otro lado, es importante señalar 

que, de forma general, el Cd en los suelos cacaoteros ha sido asociado a un origen 

geogénico (Argüello et al., 2019; Bravo et al., 2021; Meter et al., 2019). Solo en casos 

puntuales (fincas específicas), los fertilizantes han aportado Cd de forma significativa en 

los suelos cacaoteros (Joya-Barrero et al., 2023). 

1.3 Disponibilidad de Cd en suelos cacaoteros 

La concentración total o pseudo-total de Cd en los suelos no es el mejor indicador de su 

disponibilidad, debido a que el Cd disponible corresponde a una porción del total del metal 

presente en el suelo (Kim et al., 2015). En esta investigación el Cd disponible se considera 

como la fracción del contenido del cadmio más móvil, que puede ser absorbido por las 

plantas. Diferentes metodologías han sido empleadas para determinar la disponibilidad de 

Cd en los suelos cacaoteros (Meter et al., 2019), y han sido evaluadas a través de la 

correlación entre el Cd extraído y el Cd presente en la planta de cacao. Los gradientes 

difusivos en películas delgadas (método DGT por su siglas en inglés) (Gramlich et al., 

2017, 2018), extracciones con Mehlich 3 (Chavez et al., 2015) o el ácido 

dietilentriaminopentaacético (DTPA) (Ramtahal et al., 2016) son empleados comúnmente 

para determinar el Cd disponible en los suelos cacaoteros, mostrando una buena 

correlación con el Cd presente en la planta de cacao. Concentraciones promedio de Cd 

disponible (DTPA) de hasta 7,78 mg kg-1 se han encontrado en suelos cacaoteros 

(Rodríguez Albarracín et al., 2019). 

De forma general la disponibilidad de Cd en los suelos se ve afectada por el pH, la materia 

orgánica, la competencia con otros metales como el Zn, y el Ca, la capacidad de 

intercambio catiónica y la actividad microbiana entre otros (Loganathan et al., 2012; Shahid 

et al., 2016). En suelos cacaoteros, el Cd disponible ha sido asociado a factores como Zn, 

Ca, materia orgánica, CEC y el pH (Bravo et al., 2021; Chavez et al., 2015; Rodríguez 

Albarracín et al., 2019). 
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Es importante mencionar que además de las propiedades fisicoquímicas del suelo, las 

plantas también pueden influir en la disponibilidad de Cd; estas secretan sustancias a 

través de las raíces que pueden alterar las propiedades fisicoquímicas y microbiológicas 

del suelo (Hinsinger et al., 2009). La porción del suelo alrededor de las raíces y bajo su 

influencia se conoce como rizósfera (Hinsinger et al., 2009). De esta forma, el suelo se 

puede dividir en rizosférico y no rizosférico. Estas modificaciones le permiten a la planta 

cambiar la disponibilidad de los nutrientes para ser absorbidos por las plantas (Dotaniya & 

Meena, 2015). Sin embargo, la secreción de protones (H+) o de ácidos orgánicos por parte 

de las raíces pueden modificar la disponibilidad de Cd mediante acidificación o formación 

de complejos, respectivamente (Sterckeman & Thomine, 2020). El efecto rizosférico sobre 

la disponibilidad de Cd ha sido evidenciado en diversas plantas. La acidificación en la 

rizósfera fue señalada como un posible mecanismo para la movilización de Cd por la planta 

de trigo (Li et al., 2014). En otro estudio se demostró que las raíces de diferentes genotipos 

de arroz influyen sobre el comportamiento químico de Cd, especialmente en la fracción 

intercambiable (Hu et al., 2011). A pesar de su importancia, la disponibilidad del metal 

dentro del contexto rizosférico ha sido poco explorado para el cacao, considerada como 

una planta bioacumuladora de Cd (Wade et al., 2022). 

1.4 Cd en granos de cacao 

El Cd en la planta de cacao proviene principalmente del suelo, y es absorbido a través de 

las raíces. Esto esta soportado por la presencia del metal en los suelos cacaoteros 

(sección 1.2), y ha sido evidenciado mediante la aplicación de un isotopo de Cd en el 

suelo y su enriquecimiento en la planta (Vanderschueren et al., 2023). Mediante esta 

aproximación, en un estudio hidropónico rastreando el isotopo estable 108Cd, fue 

encontrado que el metal es absorbido a través de las raíces y transportado por el xilema 

hacia la parte aérea de las plántulas de cacao (tallos y hojas), acumulándose 

principalmente en el tallo, y luego es redistribuido a través del floema (ej., hacia hojas 

nuevas) (Blommaert et al., 2024). Esto está en línea con resultados previos en árboles de 

cacao, que indicaron la acumulación de Cd en las ramas y su redistribución hacia los 

granos (Blommaert et al., 2022). 
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A nivel global, la concentración de Cd en los granos de cacao provenientes de países 

Latinoamericanos es superior comparada con Asia o África (de 0,02 mg kg-1 a                                 

1,14 mg kg-1) (Vanderschueren et al., 2021). En este punto, es importante mencionar que 

existe una clara variación en los contenidos de Cd en los granos (Tabla 1.3), y no se puede 

generalizar por región. Por ejemplo, para Colombia en un estudio a nivel nacional, se 

encontró que en el Departamento de Santander la concentración de Cd varió entre 0,02 

mg kg-1 y 15,20 mg kg-1 con un promedio de 2,17 mg kg-1 y para el departamento de Arauca 

estuvo entre 0,1 mg kg-1 y 9,79 mg kg-1 con un promedio de 3,81 mg kg-1 (Bravo et al., 

2024a), indicando que hay zonas con bajos y altos niveles de Cd en granos dentro de un 

mismo departamento. Por otro lado, considerando que algunos autores han utilizado un 

valor crítico de 0,6 mg kg-1 (Argüello et al., 2019; Chavez et al., 2015), es evidente la 

problemática entorno a la presencia de Cd en los granos de cacao. 

Tabla 1.3 Concentración de Cd (mg kg-1) en granos de cacao en algunos países de 

América Latina.  

País Región Mínimo Máximo Promedio Referencia 

Colombia A nivel nacional 0,02 15,20 2,17 (Bravo et al., 2024a) 

Colombia 
Departamento de 

Arauca 
0,32 1,19 0,78 (Bravo et al., 2024b) 

Colombia 
Departamento de 

Antioquia 
0,07 1,44 0,40 (Gil et al., 2022) 

Ecuador Sur de Ecuador 0,02 3,00 0,94 (Chavez et al., 2015) 

Ecuador A nivel nacional 0,03 10,40 0,90 (Argüello et al., 2019) 

Perú 
Provincia de 

Bagua, Amazonas 
0,14 5,12 0,99 (Oliva et al., 2020) 

Perú Huánuco 0,20 12,56 2,46 (Zug et al., 2019) 

Trinidad y 
Tobago 

Colección de 
cacao en el 

International Cocoa 
Genebank, 

Trinidad 

0,17 2,31 1 (Lewis et al., 2018) 

Costa 
Rica 

Brunca, Huetar 
Caribe, Huetar 

Norte 
0,12 3,23 0,56 (Carrillo et al., 2023) 

Honduras 

Departamentos 
Santa Bárbara, 

Cortés, Atlántida, 
Yoro y Gracias a 

Dios 

N.R. N.R. 1,1 (Gramlich et al., 2018) 

N.R: No Reportado 
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1.5 Theobroma cacao L. 

El cacao es un árbol (Figura 1.1) tropical nativo de la cuenca amazónica, cuyo nombre 

científico es Theobroma cacao L., y que fue clasificado inicialmente en la familia 

Sterculiaceae y reclasificado como Malvaceae (Perea, 2019). Crece en latitudes entre los 

15°S y los 18°N, con temperaturas entre los 16 °C y 33 °C, y niveles de lluvia anual que 

varían de 1 250 a 3 000 mm (Perea, 2019). Las variedades tradicionales principales de 

cacao son: Criollo, Forastero y Trinitario (un hibrido entre Forastero y Criollo). El Trinitario 

se destaca por producir granos de cacao finos de aroma, y presentar una resistencia a 

enfermedades intermedia a la de Forastero y Criollo, siendo esta última la más susceptible 

(Afoakwa et al., 2008). 

 

Figura 1.1 Árbol de cacao. Fotografía tomada en la finca La Perla. Fuente: propia. 

El árbol de cacao adquiere una altura que varía entre 3 m y 5 m en condiciones de cultivo, 

y se caracteriza por tener una raíz principal (pivotante) que sirve de soporte, y raíces 

laterales en el suelo superficial encargadas de adquirir agua y nutrientes (Almeida et al., 

2007). El tallo es vertical en su primera fase de crecimiento y luego se generan ramas 

secundarias, conocidas como ñhorquetasò, que tienen crecimiento horizontal (Perea, 

2019). Los frutos del árbol (conocidos como mazorcas) se desarrollan durante alrededor 

de 6 meses (Toxopeus, 2001) y pueden contener entre 30 y 60 semillas (o granos), 
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recubiertas por un mucílago de color blanco. La semilla de cacao está compuesta por dos 

cotiledones y un embrión, recubiertos por una testa (Perea, 2019). La semilla sin testa es 

la materia prima utilizada para la fabricación de chocolate. 

Como parte de la instalación del cultivo de cacao, las plántulas se obtienen en viveros, 

donde crecen alrededor de 3 a 4 meses antes de ser llevadas a sitio definitivo (Pinzón et 

al., 2008). La producción de plantas en vivero se realiza mediante injertación: en este 

modelo, se utiliza un material vegetal conocido como patrón, el cual aporta el sistema 

radicular, y mediante la injertación de otro material genético, se obtienen la parte aérea 

(copa) y productiva de la planta (Jaimes et al., 2022). El patrón se debe caracterizar por 

tener buen vigor y tolerancia a enfermedades, como por ejemplo el cultivar IMC67 

(Castañeda et al., 2021). Una vez en campo, la renovación de una plantación de cacao 

puede llegar a darse hasta después de 30 años (Arvelo et al., 2017). La producción de 

granos de cacao se puede observar en la Figura 1.2. 

 

Figura 1.2 Descripción general sobre la producción de granos de cacao. El descacote 

implica abrir la mazorca para sacar los granos de cacao recubiertos con mucílago. 

Fuente: propia. 
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1.6 Sector cacaotero en Colombia  

La producción de cacao en el mundo se centra en África con un 70%, seguido por 

Latinoamérica con un 17% (Figura 1.3). El principal país productor es Costa de Marfil, 

seguido por Ghana (ambos en África) e Indonesia (en Asia). Dentro de los mayores 

productores a nivel mundial, Colombia se ubica en la posición número 10 (Figura 1.3), 

después de Ecuador (posición 4), Brasil (posición 7), Perú (posición 8) y República 

Dominicana (posición 9) (FAO, n.d.). 

 

Figura 1.3. Producción de cacao a nivel global y Top 10 de países productores para el 

año 2022. Datos obtenidos de la FAO. 

Dentro del contexto global, en Colombia se produce una cantidad baja de cacao (62 158 

toneladas contra 2 230 000 toneladas en Costa de Marfil, Figura 1.3). Sin embargo, el 

cacao colombiano se destaca por ser clasificado como cacao fino de aroma (ICCO, 2024), 

y ha sido galardonado en prestigiosas competencias como el Cacao of Excellence 

(https://www.cacaoofexcellence.org/). 

La importancia económica del cacao en Colombia se ve reflejada en el sustento a más de 

60.000 familias cacaocultoras (https://www.fedecacao.com.co) y en el aumento de la 

producción anual que pasó de 46 739 toneladas en el año 2013 a 59 831 toneladas en el 

año 2023 (FEDECACAO, 2024). El principal productor de cacao en Colombia es el 

departamento de Santander, que para el año 2023 contó con una participación de 34,44%, 

seguido por Arauca (16,20%), Antioquia (8,69%), Huila (8,59%), Nariño (6,47%) y Tolima 
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(5,77%) (FEDECACAO, 2024). Estos 5 departamentos producen el 80% del cacao 

colombiano (Figura 1.4). 

 

Figura 1.4 Porcentaje de producción de cacao por departamentos de Colombia para el 

año 2023. Los departamentos con un porcentaje < 1% no son etiquetados. Datos 

obtenidos de FEDECACAO, 2024. 
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1.7 Tratamiento de suelos cacaoteros con Cd para 
mitigar la presencia del metal en el cacao 

De forma general, la investigación sobre la mitigación de Cd en el cacao ha sido abordado 

desde 2 perspectivas principales: 1) la búsqueda de cultivares con baja acumulación 

de Cd y 2) el tratamiento de los suelos para disminuir la disponibilidad del metal. 

Algunos autores han señalado que debe darse prioridad a la selección de cultivares de 

baja acumulación de Cd (Wade et al., 2022). En ese sentido, teniendo en cuenta el modelo 

de injertación, una aproximación es el uso de patrones con baja acumulación del metal, 

aunque sus efectos en la mitigación de Cd en la planta aún no son claros (Fernández-Paz 

et al., 2021). Además, este enfoque está restringido a escenarios de renovación de cultivos 

o de nuevas plantaciones y, por otro lado, limitar los cultivares de cacao con base en el 

criterio de baja acumulación de Cd, podría ser contraproducente dentro del mercado de 

cacaos finos de aroma, ya que este es uno de los factores que determinada su calidad 

(Kongor et al., 2016). De tal forma que también es importante investigar sobre el 

tratamiento de los suelos. 

Para disminuir la disponibilidad de Cd en el suelo se ha estudiado la aplicación de 

enmiendas como materiales de encalado, yeso, biocarbón y suplementación de Zn 

(Vanderschueren et al., 2021). En un estudio donde se evaluó la aplicación de varias dosis 

de Ca(OH)2 y biocarbón comercial en condiciones in vitro, en vivero y en campo, se 

encontró que las enmiendas permitieron reducir el Cd disponible en un 80% - 85% in vitro 

(Ramtahal et al., 2019). En invernadero, la aplicación de Ca(OH)2 y biocarbón 

disminuyeron la concentración de Cd en las hojas (biocarbón - 63% del control y Ca(OH)2 

- 48% del control) luego de 2 meses, sin embargo, la eficacia del biocarbón disminuyó en 

el tiempo (89% del control en 6 meses). Estos resultados no fueron consistentes a nivel de 

campo, donde el biocarbón tuvo un mejor desempeño en la reducción de Cd en las hojas 

comparado con Ca(OH)2 luego de 6 meses, lo cual fue atribuido en parte a la pérdida del 

Ca(OH)2 por lluvias intensas. En todos las casos (in vitro, vivero y campo) se observó que 

los efectos dependían de la dosis, y finalmente fue recomendada la aplicación 

complementaria de ambas enmiendas para disminuir el Cd en el cacao.  
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Arguello y colaboradores (Argüello et al., 2023) evaluaron la aplicación de caliza 

pulverizada (2,0 y 4,0 Mg haī1 yī1), yeso (2,0 y 4,0 Mg haī1 yī1) y compost (12,5 and 25 Mg 

haī1 yī1) a nivel de campo en dos fincas cacaoteras con suelos de pH diferentes (6,6, y 

5,1) durante 30 meses. Se encontró que la aplicación de caliza en el suelo ácido, disminuyó 

en un factor de 1,56 la concentración de Cd en las hojas luego de 30 meses, pero no se 

observó ningún efecto en el suelo de pH 6,6 (suelo considerado neutro). Por su parte, el 

compost redujo el Cd en las hojas en un factor de 1,2 en el suelo neutro a los 22 meses 

de aplicación, pero este efecto no se observó a los 30 meses. A pesar de la disminución 

de Cd en las hojas, ningún efecto significativo se observó en la concentración de Cd en los 

granos luego de 30 meses en ninguna de las dos fincas. A nivel de laboratorio, la 

combinación del compost y la caliza (8 Mg haī1) mostró una mayor reducción de Cd 

disponible en el suelo comparado con las aplicaciones individuales. Los autores 

concluyeron que los resultados contrastantes se deben en parte a la traslocación de Cd 

desde otras partes de la planta hacia los granos y a la penetración de las enmiendas, este 

último siendo una limitante en la aplicación de estos materiales. 

Por otro lado, considerando la baja penetración de los materiales de encalado, otras 

enmiendas como el yeso (CaSO4), han sido evaluadas. El yeso al tener una mayor 

solubilidad que la caliza, puede alcanzar mayores profundidades (Liu & Hue, 2001). En un 

experimento en maceta se evaluó la aplicación de yeso (1,54 g kg-1) en 6 suelos con 

diferente nivel de CEC (6 cmolc.kg-1 - 50 cmolc.kg-1) y Ca2+ en solución (1,3 mM - 17 mM) 

(Argüello et al., 2022). La aplicación de yeso permitió reducir la concentración de Cd en las 

hojas de cacao solo en el suelo con la mayor CEC y Ca en solución, señalando que esta 

condición sería una limitante para su aplicación en campo. Aunque el mecanismo mediante 

el cual el yeso disminuye la disponibilidad de Cd aún no es claro, este podría contribuir con 

la disminución de Cd en el cacao (Vanderschueren et al., 2021). Debido a las limitaciones 

de los tratamientos mediante enmiendas, se han explorado otras alternativas novedosas 

como el uso de microorganismos dentro de un enfoque biotecnológico.  
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1.8 Biorremediación de suelos cacaoteros con Cd 
mediante bacterias 

El uso de bacterias con características distintivas como un tamaño pequeño, adaptabilidad 

y múltiples interacciones metal-bacteria, las torna candidatos plausibles para la 

biorremediación de metales potencialmente tóxicos (Chakraborty et al., 2017). Cabe 

resaltar que esta estrategia ha permitido disminuir el Cd disponible en suelos, mitigando 

de esta forma la presencia del metal en las plantas. Por ejemplo, la aplicación de 

Paenarthrobactor nitroguajacolicus, Lysinibacillus fusiformis, Bacillus licheniformis, o 

Methyllobacium brachiatum redujeron el Cd disponible en el suelo (del 5,52 % al 10,68 %) 

y la concentración de Cd (del 28,74% al 58,82 %) en plántulas de canola (Ma et al., 2023). 

La investigación sobre el uso de bacterias para tratar el Cd en suelos cacaoteros es 

reciente y hay pocos estudios en la literatura. En el año 2018 se reportó el aislamiento de 

129 bacterias tolerantes al Cd a partir de suelos cacaoteros, donde destacó la bacteria 

Enterobacter sp. CdDB41 por tener la mayor capacidad de inmovilización de Cd in vitro 

(Bravo et al., 2018). Siguiendo esta aproximación, en el año 2022 fue reportado el 

aislamiento de 5 bacterias a partir de fincas cacaoteras ubicadas en el departamento de 

Antioquia, donde la bacteria identificada como Bacillus sp. CdtB14 presentó mejor 

desempeño que Enterobacter sp. CdDB41 aislada previamente por el mismo grupo de 

investigación (Quiroga-Mateus et al., 2022). Por su parte, bacterias ureolíticas con 

actividad MICP con potencial para biorremediar Cd han sido aisladas a partir de fincas 

cacaoteras de Santander (Diez-Marulanda & Brandão, 2023, 2024). En este mismo 

departamento, a partir de suelos cacaoteros con diferentes niveles de Cd (entre 0,11 mg 

kg-1 y 22 mg kg-1), fueron aisladas bacterias con alta tolerancia al Cd (120 mg L-1) (Cáceres 

et al., 2021). Una tolerancia similar (140 mg kgī1) fue encontrada para las bacterias 

Burkholderia sp. NB10 and P. aeruginosa NB2 aisladas de fincas cacaoteras de 

Cundinamarca (Cordoba-Novoa et al., 2023). 

Esta primera etapa de las investigaciones ha implicado el aislamiento de las bacterias con 

potencial biorremediador, sin embargo, su aplicación directa en los suelos cacaoteros ha 

sido poco explorada. A nivel de invernadero, la aplicación de Klebsiella sp. (18-4B), 
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Exiguobacterium sp. (11-4A), y Enterobacter sp. (29-4B) (aisladas de suelos cacaoteros) 

mostraron una cierta tendencia a disminuir el Cd en las plántulas de cacao, pero no se 

encontraron diferencias significativas con relación al control (Feria-Cáceres et al., 2022). 

Dentro de las formas de interacción metal-bacteria aprovechadas para la biorremediación 

se encuentra la biomineralización (Uslu & Hanay, 2017). Este es un proceso ampliamente 

difundido en la naturaleza mediante el cual microorganismos sintetizan sólidos inorgánicos 

(minerales) (Mann, 2001). Durante la biomineralización, los microorganismos modifican el 

microambiente local, generando las condiciones químicas para la precipitación de los 

minerales, siendo los carbonatos los minerales biogénicos más comunes (Mann, 2001; 

Tamayo-Figueroa et al., 2019). La precipitación de carbonatos inducida 

microbiológicamente (MICP, por sus siglas en inglés: Microbiologically Induced Carbonate 

Precipitation), es el mecanismo de biomineralización más estudiado entorno a la 

biorremediación de Cd (Zheng et al., 2021).  

1.9 Precipitación de Carbonatos Inducida 
Microbiológicamente para la biorremediación de 
suelos contaminados con Cd 

La biotecnología MICP es novedosa y ha demostrado resultados promisorios en la 

remediación de metales. La precipitación de carbonatos en el proceso MICP puede ser 

llevada a cabo a través de diversas rutas metabólicas dentro de las cuales se destaca la 

vía ureolítica (Tamayo-Figueroa et al., 2019). La MICP mediante bacterias ureolíticas es 

rentable y ha demostrado ser exitosa para el tratamiento de sitios contaminados con Cd 

(Zheng et al., 2021). Además, se ha señalado que el proceso MICP vía ureolítica (U-MICP) 

es el más sencillo de controlar comparado con las otras rutas metabólicas conocidas 

(Zhang et al., 2023). Una característica adicional de la U-MICP, considerando su aplicación 

en suelos agrícolas, es el subproducto NH4
+, el cual podría aportar nitrógeno (N) a las 

plantas, actuando como fertilizante.  
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El mecanismo U-MICP se puede resumir en los siguientes pasos: 

(1) Hidrólisis de la urea por la enzima ureasa para producir amoniaco y ácido carbámico: 

Ecuación 1.2: 

ὅὌὔὕ  Ὄὕ     O     ὔὌὅὕὕὌ ὔὌ  

2) El ácido carbámico en medio acuoso forma amoniaco adicional y ácido carbónico: 

Ecuación 1.3: 

ὔὌὅὕὕὌ   Ὄὕ  O   ὔὌ  Ὄὅὕ   

3) El amoniaco entra en equilibrio con el agua para producir amonio e iones hidroxilo: 

Ecuación 1.4: 

ςὔὌ  ςὌὕ  P ςὔὌ ςὕὌ  

4) La reacción anterior aumenta el pH del medio y favorece la deprotonación del ácido 

carbónico formando el ion bicarbonato: 

Ecuación 1.5: 

Ὄὅὕ  P Ὄὅὕ  Ὄ  

5) A partir del ion bicarbonato se forma el ion carbonato:  

Ecuación 1.6: 

Ὄὅὕ  Ὄ  ςὕὌ  P   ὅὕ  ςὌὕ   

6) Finalmente el ion carbonato reacciona con metales divalentes M2+ (ej. Cd2+), para formar 

precipitados de carbonatos metálicos (Tamayo-Figueroa et al., 2019). 

Ecuación 1.7: 

ὅὕ  ὓ ᴼὓὅὕ  Ȣ

ureasa 
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Algunos estudios sobre el mecanismo MICP han indicado que la conversión del ácido 

carbónico es catalizada por la enzima anhidrasa carbónica y que sustancias 

exopoliméricas interactúan con los metales permitiendo que la pared celular actué como 

sitio de nucleación (Castro-Alonso et al., 2019; Zhang et al., 2018). Esto último ha sido 

corroborado por la presencia de bacterias calcificadas en ensayos MICP (Kumari et al., 

2014).  

La biotecnología U-MICP ha sido empleada para remediar ambientes con presencia de 

metales potencialmente tóxicos (Tamayo-Figueroa et al., 2019). Particularmente para el 

Cd, existen reportes promisorios sobre su potencial biorremediador en suelos. En principio, 

a través de la MICP, el Cd intercambiable del suelo es precipitado como carbonatos, 

reduciendo de esta forma su disponibilidad. Los cambios entre el Cd intercambiable y el 

Cd asociado a los carbonatos generalmente son evaluados mediante la metodología de 

Tessier (descrita en el Capítulo 2). Es importante mencionar que en el tratamiento de los 

suelos es usada la urea (sustrato en el mecanismo U-MICP) y puede ser empleado el Ca2+ 

para promover la co-precipitación del metal. En un suelo (esterilizado previamente a 120 

°C) suplementado con CdSO4 100 mg kg-1, la aplicación de Exiguobacterium undae YR10 

(5x107 UFC mL-1) en medio NBU con Ca 25 mM y urea 2 %, a baja temperatura (10 °C), 

permitió la precipitación carbonatada (> 90%) de Cd intercambiable (Kumari et al., 2014). 

Zhao y colaboradores evidenciaron que la aplicación de Cupriavidus sp. CZW-2, Bacillus 

sp. CZW-5, Bacillus sp. CZW-9 o Bacillus sp. CZW-12, con urea al 2%, disminuyó el Cd 

intercambiable en 53,30 %, 27,78 %, 42,54 % y 53,80 %, respectivamente, junto al 

aumento de Cd en la fracción carbonatada del 55,42 %, 20,27 %, 39,67 % y 34,36 %, 

respectivamente (Zhao et al., 2019). De forma similar, la aplicación de Enterobacter sp. 

CJW-1 con urea 1%, inmovilizó aproximadamente el 30 % de Cd en el suelo tratado (Peng 

et al., 2020). 

El efecto de la U-MICP sobre la disponibilidad de Cd en los suelos ha sido corroborado al 

realizar experimentos con plantas. El tratamiento de un suelo (Cd: 2,27 mg kg-1) con las 

bacterias ureolíticas Bacillus megaterium N3 o Serratia liquefaciens H12 permitió una 

reducción de Cd en raíces (33,3 % - 62,3 %) y hojas (76,5 % - 79,7 %) de col asiática 

(Brassica chinensis L.) (Han et al., 2020). Por su parte, la aplicación de Enterobacter 

bugandensis TJ6 con actividad MICP en un suelo con una concentración de Cd de 3,87 
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mg kg-1, disminuyó el Cd intercambiable (å10 %) y aumentó el Cd en la fracción 

carbonatada (å19 %), lo que finalmente fue asociado con la reducción de Cd (33,3 %) en 

granos de arroz (Zhao et al., 2024). Esto indica de forma general que el tratamiento U-

MICP presenta un gran potencial para mitigar la disponibilidad de Cd en los sistemas suelo-

planta. 

1.10 Justificación 

La asociación entre diversas propiedades del suelo y el Cd disponible han permitido 

descifrar las variables que tienen un mayor impacto en la dinámica del metal y han servido 

como punto de partida para el desarrollo de estrategias de mitigación. Sin embargo, dentro 

de un sistema suelo-planta, la disponibilidad de Cd puede cambiar al comparar los suelos 

rizosféricos con los no rizosféricos. De esta forma, se requiere el estudio de las 

asociaciones entre el Cd disponible y las propiedades del suelo rizosférico de cacao. 

El uso de bacterias ureolíticas con actividad MICP es una alternativa biotecnológica, 

novedosa y amigable ambientalmente para la biorremediación de suelos contaminados 

con metales tóxicos como el Cd. En este sentido, en estudios anteriores en el Grupo de 

Estudios para la Remediación y Mitigación de Impactos Negativos al Ambiente (GERMINA) 

fueron aisladas bacterias ureolíticas con actividad MICP a partir de suelos no rizosféricos 

de cacao en Santander (Diez-Marulanda, 2022). En total se obtuvieron 12 bacterias ureasa 

positivas (Diez-Marulanda & Brandão, 2023), sin embargo, solo 2 bacterias pertenecientes 

al género Serratia (Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b) destacaron al considerar la remoción 

de Cd en solución (Diez-Marulanda & Brandão, 2023, 2024). Considerando que la 

búsqueda y aislamientos de nuevas cepas es clave para el desarrollo de la biotecnología 

MICP, y que altos niveles de Cd en los suelos cacaoteros han sido reportados 

recientemente (Bravo et al., 2021; Joya-Barrero et al., 2023), el aislamiento de bacterias a 

partir de la rizósfera de cacao se justifica, ya que permitiría descubrir nuevas cepas que 

podrían tener mayor potencial para la biorremediación de Cd. Además, teniendo en cuenta 

que los hallazgos mencionados anteriormente fueron en solución acuosa y que la 

biorremediación de Cd en suelos cacaoteros ha sido poco evaluada, se requiere estudiar 
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la aplicación de bacterias directamente en los suelos para evaluar su eficacia en la 

mitigación de Cd. 

1.11 Pregunta de investigación e hipótesis 

Pregunta de investigación 

¿Pueden las rizobacterias ureolíticas que inducen la precipitación de carbonatos mitigar el 

Cd en suelos cacaoteros? 

Hipótesis 

Las rizobacterias ureolíticas permitirán la precipitación carbonatada de Cd intercambiable 

en los suelos cacaoteros, mitigando de esta forma su disponibilidad. 

1.12 Objetivos 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el aprovechamiento de rizobacterias que inducen la precipitación de carbonatos 

aisladas de fincas cacaoteras de Santander, como estrategia de mitigación de Cd en 

suelos cacaoteros. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar la distribución de Cd y su relación con propiedades químicas y la actividad 

ureasa en suelos rizosféricos y no-rizosféricos de Theobroma cacao L. 

2. Seleccionar rizobacterias ureolíticas inmovilizadoras de Cd aisladas de suelos 

cacaoteros que contienen el metal. 

3. Evaluar la aplicación de una rizobacteria ureolítica para mitigar la disponibilidad de Cd 

en suelos cacaoteros, a nivel de laboratorio y de vivero. 
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Resumen 

En este capítulo se presenta el estudio realizado para establecer la asociación entre el Cd 

disponible (Cd-DTPA) y las propiedades del suelo (pH, Cd pseudo-total, Ca, Mg, K, Na, 

carbono orgánico del suelo (SOC), P, Zn, actividad de la ureasa, acidez intercambiable y 

capacidad de intercambio catiónico) con respecto a los suelos rizosféricos y no rizosféricos 

de cacao, junto al análisis de la concentración de Cd en diferentes partes de la planta y su 

relación con el Cd en ambos tipos de suelos. 

Las muestras de suelo y material vegetal se tomaron en dos fincas de cacao ubicadas en 

el municipio de El Carmen de Chucurí en Santander ï Colombia. Fueron recolectadas 102 

muestras de suelos (51 muestras de suelos rizosféricos y 51 muestras de suelo no 

rizosférico), y en cada punto de muestreo (51 en total) se recolectaron hojas, raíces, 

hojarasca, y mazorcas (las cuales fueron separadas en granos y cacota) de la planta de 

cacao, para un total de 255 muestras de material vegetal. Se llevaron a cabo análisis de 

Cd pseudo-total y disponible, de propiedades químicas y la actividad ureasa en ambos 

tipos de suelos. Además, se analizó el fraccionamiento de Cd según la metodología de 

Tessier en suelos rizosféricos seleccionados. En el caso del material vegetal se determinó 

la concentración de Cd. Mediante estadística clásica (descriptiva, coeficientes de 

correlación) y multivariada (Análisis de Componentes Principales) se estudió la 

diferenciación entre los suelos rizosféricos y no rizosféricos, y las asociaciones entre el Cd 

disponible, las propiedades del suelo y el Cd en la planta. 

Las medianas de Cd pseudo-total (1,86 mg kg-1) y Cd-DTPA (0,76 mg kg-1) fueron, 

respectivamente, å3 y å4 veces m§s altas en los suelos rizosf®ricos en comparaci·n con 

los suelos no rizosféricos. La mediana de Cd pseudo-total en los suelos rizosféricos estuvo 

por encima de 1 mg kg-1, usado como valor umbral en suelos agrícolas. El análisis de 

componentes principales mostró una clara distinción entre los suelos rizosféricos y no 

rizosféricos con base en las propiedades del suelo. El carbono orgánico del suelo y el Zn 

fueron impulsores importantes de Cd disponible en los suelos rizosféricos. El análisis de 

distribución espacial reveló una tendencia de Cd disponible a agruparse en los suelos 

rizosféricos e indicó puntos críticos dentro de cada finca. 
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El Cd en suelos rizosféricos estuvo asociado principalmente a la fracción intercambiable 

(80,8 %) indicando su alta disponibilidad, seguido de las fracciones reducible (12,5 %) y 

carbonatada (4,5 %). La concentración de Cd en los granos varió entre 0,50 mg kg-1 y 19,88 

mg kg-1 con un promedio de 6,15 mg kg-1, superando el valor crítico para Cd en granos de 

cacao de 0,8 mg Kg-1, seleccionado a partir de la legislación europea para los contenidos 

máximos de Cd en productos derivados del cacao. La concentración promedio de los 

granos fue aproximadamente 2 veces menor a la encontrada para las hojas y hojarasca. 

El Cd en los SR permitió explicar mejor el Cd presente en la planta en comparación con el 

Cd en los SNR. Estos hallazgos resaltan la importancia de los suelos rizosféricos para el 

diagnóstico y monitoreo de Cd, mejorando el conocimiento sobre la dinámica del metal en 

el sistema suelo-Theobroma cacao L. 

2.1 Introducción 

El sector cacaotero colombiano representa una importante actividad socioeconómica ya 

que cuenta con más de 45.000 productores, quienes son pequeños agricultores con un 

promedio de 2,66 hectáreas sembradas de cacao (FEDECACAO, 2024a), y además 

contribuye con la consolidación de la paz en el país, debido a que el cacao es una 

alternativa al cultivo ilícito de coca (Abbott et al., 2018). El ochenta por ciento de las 

exportaciones de cacao del país se clasifican como cacao fino de aroma, lo que se otorga 

a solo el 12% de los granos de cacao exportados a nivel mundial (ICCO, 2024). Sin 

embargo, este selecto mercado se ve amenazado por la presencia de Cd en los granos de 

cacao, lo cual afecta no solo a Colombia sino a otros países de América Latina y el Caribe 

(Meter et al., 2019). 

El cadmio en los granos de cacao está relacionado con su presencia en el suelo y las 

propiedades fisicoquímicas del mismo (Vanderschueren et al., 2021). Por lo tanto, el 

análisis de la concentración de Cd en el suelo, la fracción disponible de Cd en el suelo y 

sus asociaciones con las propiedades fisicoquímicas del suelo es crucial. La contaminación 

con Cd en el sistema agrícola de cacao se ha evidenciado en África, Asia, América Central 

y América del Sur (Carrillo et al., 2023; Maddela et al., 2020; Meter et al., 2019). Diferentes 

concentraciones de Cd pseudo-total (de 0,01 a 27,00 mg kg-1) y Cd disponible (de < 0,05 
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a 7,48 mg kg-1) han sido encontradas en suelos de fincas cacaoteras en países 

latinoamericanos (Bravo et al., 2024b; Carrillo et al., 2023; Chavez et al., 2015; Gramlich 

et al., 2017, 2018; Rodríguez Albarracín et al., 2019). El estudio de la asociación entre las 

propiedades del suelo y el Cd en suelos cacaoteros ha identificado la importancia del pH, 

el carbono orgánico, el Zn y el Ca (Bravo et al., 2021; Scaccabarozzi et al., 2020; 

Vanderschueren et al., 2021). A pesar de los avances en la comprensión del contenido y 

la disponibilidad de Cd en este cultivo, se necesita más investigación incluyendo otros 

aspectos importantes en el contexto de los sistemas suelo-planta. 

En varios estudios, se recolectaron muestras de suelos cacaoteros de la capa superior, de 

0 a 30 cm, como parte de la investigación sobre la distribución vertical de Cd para 

establecer posibles rutas de contaminación/enriquecimiento (Bravo et al., 2021; Chavez et 

al., 2015; Gramlich et al., 2017, 2018; Scaccabarozzi et al., 2020). Algunas de las últimas 

referencias argumentan que esta zona del suelo tiene raíces activas que participan en la 

absorción del metal por parte de la planta. Sin embargo, no consideran directamente el 

suelo rizosférico: el suelo más cercano a la raíz a una distancia milimétrica, donde la 

disponibilidad de Cd puede verse influenciada por las interacciones entre las plantas y el 

suelo (Sterckeman & Thomine, 2020). 

Los exudados de las raíces de las plantas, que se encuentran a distancias de hasta 12 mm 

de la raíz (Sauer et al., 2006), pueden modificar las propiedades fisicoquímicas del suelo 

y la disponibilidad de metales alrededor de las raíces (Hinsinger et al., 2009). Este hecho 

permite la división del suelo en suelo rizosférico (SR) y suelo no rizosférico (SNR). Los 

exudados de las raíces pueden alterar la disponibilidad de Cd a través de la formación de 

complejos, cambiando el pH del suelo, el potencial redox (Eh), y alterando la microbiota de 

la rizósfera que interactúa con el Cd presente en el suelo (Dong et al., 2007). Por ejemplo, 

la acidificación inducida por las raíces ha afectado la disponibilidad de Cd en el SR de 

Sedum plumbizincicola (Sun et al., 2019). Además, se ha informado que el uso agrícola 

del suelo puede cambiar la distribución espacial de los metales disponibles (Gao et al., 

2021), lo que sugiere que las interacciones suelo-planta podrían cambiar los patrones de 

distribución espacial de Cd en SR en comparación con SNR. 

A pesar de su importancia, pocas investigaciones han explorado la asociación entre las 

propiedades químicas y el Cd disponible en suelos cacaoteros considerando SR y SNR a 
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escala de campo. Esto se debe en parte a que el muestreo de suelos de la rizósfera 

presenta dificultades técnicas, especialmente en el caso de árboles perennes como el 

cacao (sección 1.5, Figura 1.1), que tienen una arquitectura de raíces compleja debido a 

su anclaje físico (Pregitzer, 2008). Sin embargo, se han desarrollado varios procedimientos 

para hacer frente a la separación de SR y SNR (Luster et al., 2009). Este trabajo tuvo como 

objetivo evaluar la distribución del contenido de Cd entre SR y SNR de dos fincas de cacao 

ubicadas en Santander - Colombia, investigar la relación de Cd disponible con diversas 

propiedades en ambos tipos de suelo y determinar la acumulación de Cd en la planta de 

cacao. Se utilizó estadística clásica y análisis de componentes principales para establecer 

diferencias entre SR y SNR, y para estudiar los cambios en las correlaciones de Cd 

disponible con las propiedades del suelo evaluadas. Los patrones de distribución espacial 

de Cd disponible en SR y SNR se presentan utilizando análisis geoestadísticos, que 

además permite identificar puntos críticos dentro de cada finca. También se investigó el 

Cd presente en diferentes partes de la planta de cacao (raíces, hojas, granos, cacota y 

hojarasca) y su relación con el Cd en los SR y SNR. 

2.2 Materiales y métodos 

2.2.1 Descripción del sitio 

Las muestras se recolectaron en dos fincas, La Perla (6° 39' 49.17" N 73° 30' 40.81" O) y 

Los Cedros (6° 39' 26.81" N 73° 30' 21.87" O), las cuales cuentan con un total de 3 500 y 

1 400 árboles de cacao sembrados, respectivamente, con una edad promedio de 10 años. 

Ambas fincas se encuentran en el municipio de El Carmen de Chucurí, en el departamento 

de Santander, que es el principal productor de cacao en Colombia, representando el 34% 

de la producción nacional en 2023 (FEDECACAO, 2024b). En particular, El Carmen de 

Chucurí tiene un área plantada de cacao de 10 911 hectáreas con un rendimiento promedio 

de cacao de 453,77 kg-1 ha-1 año-1 (FEDECACAO, 2024a). Específicamente, las fincas La 

Perla y Los Cedros tienen un rendimiento de cacao de 1000 kg-1 ha-1 año-1 (en 2,5 

hectáreas) y 700 kg-1 ha-1 año-1 (en 1,5 hectáreas), respectivamente. El clima de esta región 

es tropical húmedo según la clasificación de Köppen (Peláez et al., 2018), con precipitación 

pluvial mensual entre 26 y 463 mm (julio 2020 ï marzo 2021), caracterizado por un régimen 
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bimodal, y una temperatura media de 27 °C (IDEAM, 2022). La textura del suelo es 

mayoritariamente franco arcillosa en ambas fincas. 

2.2.2 Estrategia de muestreo de suelos y pretratamiento 

El muestreo se realizó en marzo de 2021. El número de sitios de muestreo para cada finca 

varió de acuerdo con el área de producción y el número total de árboles en cada finca 

(cubriendo aproximadamente el 1 %, distribuidos en toda el área plantada). Así, se 

seleccionaron 36 y 15 sitios para las fincas La Perla y Los Cedros, respectivamente (Figura 

2.1), y se recolectaron 102 muestras de suelo en total: 51 muestras de suelo rizosférico 

(SR) y 51 muestras de suelo no rizosférico (SNR). Antes de la recolección de muestras, se 

removió manualmente la hojarasca del suelo. 

 

Figura 2.1. Sitios de muestreo en las fincas La Perla y Los Cedros ubicadas en El 

Carmen de Chucurí, Santander, Colombia. Las fincas se encuentran en la subunidad 

geológica b2b6-Sm. Adaptado de Servicio Geológico Colombiano (Gómez & Montes, 

2020) 
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El muestreo de los suelos rizosféricos de cacao es un desafío porque el sistema de raíces 

pivotante (sección 1.5) puede alcanzar profundidades de hasta 2 m (Souza et al., 2018). 

Sin embargo, la zona con raíces activas se encuentra principalmente en la capa superior 

del suelo (Almeida et al., 2007; Niether et al., 2019). En este trabajo, se utilizó una 

metodolog²a publicada previamente basada en el m®todo de ñsacar y sacudirò (Luster et 

al., 2009) para el muestreo de SR, donde se asume que los exudados de la raíz 

mantendrán el SR adherido a la raíz. Además, se consideró la distancia a la que se han 

encontrado exudados radiculares (Sauer et al., 2006). Las raíces de las plantas y el suelo 

adherido (de 0 - 10 cm de profundidad) se retiraron con cuidado para recolectar el SR 

(Figura 2.2a y Figura 2.3). Luego, este sistema raíz-suelo se sacudió manualmente. El 

suelo que permaneció adherido y hasta una distancia de 10 mm desde la raíz, se consideró 

SR (Kuzyakov & Razavi, 2019; Sauer et al., 2006; Almeida et al., 2007; Niether et al., 2019). 

Una parte del suelo rizosférico fue almacenado en tubos Falcón estériles en condiciones 

de refrigeración (4 °C) en neveras de icopor, para realizar los aislamientos de bacterias 

(Capítulo 3). Por otra parte, el SNR se recolectó a una distancia de 50 a 300 mm de la raíz 

(Figura 2.2b y Figura 2.3). 

 

Figura 2.2. Muestreo de a) suelo rizosférico (círculos rojos) y b) suelo no rizosférico 

Cada muestra de suelo correspondió a una muestra compuesta obtenida después de 

mezclar 3 submuestras tomadas alrededor del tronco del árbol a una distancia de 50 a 70 

cm, bajo la copa del árbol. Un receptor de Sistema de Posicionamiento Global (GPS) 
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determinó todas las ubicaciones de los sitios de muestreo. Ambos tipos de suelo se 

recolectaron utilizando una pala de plástico. Para los análisis químicos, las muestras se 

secaron en horno a 70 °C, se desagregaron y se tamizaron (2 mm). Para determinar la 

actividad de la ureasa en los suelos, las muestras frescas (sin pre-tratamiento) se 

almacenaron a 4 °C en neveras hasta su procesamiento. Estas muestras fueron analizadas 

en un periodo de 5 meses debido a las restricciones de movilidad y confinamiento por 

causa de la pandemia del COVID-19. Tiempos de almacenamiento de suelos a 4°C - 5°C 

para ensayos de actividad ureolítica de 1 mes (Cordero et al., 2019), o hasta 5 meses 

(Kandeler & Gerber, 1988) han sido reportados en la literatura.   
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Figura 2.3. Estrategia de muestreo para recolectar suelos rizosféricos y no rizosféricos 

2.2.3 Estrategia para la recolección de material vegetal 

La recolección del material vegetal fue realizada en compañía de un agrónomo y un técnico 

con conocimiento del sistema productivo del cacao. 
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En cada punto de muestreo (51) se recolectó material vegetal de cacao del árbol 

correspondiente a las muestras de suelo tomadas (sección 2.2.2). De cada árbol de cacao 

se tomaron muestras de hojas (51), hojarasca (51) y raíces (51). Además, se recolectaron 

de 1-3 mazorcas de cacao (según la disponibilidad de frutos maduros y sanos) por árbol. 

A partir de estas mazorcas se obtuvo los granos de cacao y la cacota. En total se 

obtuvieron 255 muestras de material vegetal (51 puntos x 5 tipos de material vegetal: 

raíces, hojas, hojarasca, cacota y granos). Todas las muestras fueron debidamente 

rotuladas (Figura 2.4). Las muestras fueron transportadas a la Universidad Nacional de 

Colombia - Sede Bogotá y en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de 

Agronomía fueron secadas a 70 °C y molidas. 

 

Figura 2.4. Recolección de muestras de material vegetal de cacao. 

Las muestras de raíces fueron tomadas al momento de recolectar las muestras de suelo 

rizosférico (Figura 2.2a). Por su parte, el muestreo de hojas se realizó del tercio medio del 

árbol, desde la punta de la rama. Se recolectaron de 5 a 6 hojas con un color verde definido 

(Figura 2.5a), procurando tomar entre 1 y 2 hojas por cada rama principal. Para el 
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muestreo de hojarasca se tomaron muestras del plato del árbol demarcado dentro del ovalo 

azul (Figura 2.5b). 

 

Figura 2.5. Muestreo de hojas y hojarasca. a) Árbol de cacao donde se observa un 

recuadro amarillo con hojas jóvenes de color entre café a amarillo rojizo y un recuadro 

rojo con hojas maduras que tienen un tono verde definido. b) Delimitación en color azul 

del punto de muestreo de la hojarasca 

Para el muestreo de mazorcas se eligieron frutos maduros que no presentaran síntomas 

de enfermedades. Se incluyeron cultivares de cacao certificados y no certificados 

(denominados aquí como regionales, cuya variedad específica no es conocida), las cuales 

pueden ser observadas en la figura (Figura 2.6). En total se recolectaron 7 cultivares de 

cacao (con el número de muestras dentro de paréntesis): CCN51 (13), ICS95 (7), FEC2 

(13), Selección Colombia (4), ICS60 (4), CAUCASIA (6) y Regionales (4). La Tabla 2.1 

muestra los cultivares de cacao recolectados en cada finca. 
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Figura 2.6. Cultivares de cacao a) certificados y b) regionales, recolectados en este 

trabajo 

 

Tabla 2.1. Cultivares de cacao recolectados por finca. 

Finca 
Cultivares de cacao  

(Número de muestras) 

Los Cedros 
ICS60 (4), Selección Colombia (4), CCN51 
(3), ICS95 (4) 

La Perla 
FEC2 (13), CAUCASIA (6), Regionales (4), 
CCN51 (10), ICS95 (3) 

 

El proceso de descacote se realizó en Laboratorio de Química Ambiental del grupo de 

investigación GERMINA, Departamento de Química, Universidad Nacional de Colombia, 

Sede Bogotá, lo más pronto posible evitando la degradación del material vegetal. Para 

remover la cacota se realizó un corte siguiendo las estrías de la mazorca (Figura 2.7a, 
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donde se puede observar el grano recubierto por el mucilago de color blanco). Una vez 

abierta la mazorca se separó del mucílago y la testa del grano de cacao (Figura 2.7b-c).  

 

Figura 2.7. Proceso de descacote: a) mazorca abierta, b) testa-mucílago y c) grano de 

cacao 

2.2.4 Análisis de laboratorio 

El pH del suelo se midió potenciométricamente en una suspensión de 1 suelo : 1 agua 

(masa : volumen) (IGAC, 2006). El carbono orgánico del suelo (SOC) se determinó por 

colorimetría utilizando el método Walkley-Black (van Reeuwijk, 2002). Los cationes básicos 

intercambiables (Ca, Mg, Na, K) se extrajeron utilizando acetato de amonio (1 M, pH 7,0) 

y se midieron mediante espectroscopia de absorción atómica de llama. Se ha informado 

que los microorganismos del suelo pueden alterar la disponibilidad de Cd (Seshadri et al., 

2015). En particular, las bacterias ureolíticas pueden precipitar Cd en la solución del suelo 

(Tamayo-Figueroa et al., 2019), por lo que resulta de interés explorar el impacto de la 

actividad de la ureasa en el Cd-DTPA. La actividad de la ureasa se evaluó incubando la 

muestra de suelo (1 g) con 0,5 mL de urea (720 mM) y 4 mL de buffer borato (0,1 M, pH 

10) a 37 °C durante 2 h. El amonio generado por la actividad enzimática se extrajo con 6 

mL de una solución de KCl (2 M) - HCl (0,01 M) durante 30 min en un agitador rotatorio 

(Kandeler et al., 2011), y se midió siguiendo el método de Berthelot modificado (Verdouw 
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et al., 1978). La acidez intercambiable se determinó en KCl 1 M por titulación. La capacidad 

de intercambio catiónico (CIC) se calculó sumando los equivalentes de carga de los 

cationes básicos intercambiables y la acidez. El fósforo disponible se determinó utilizando 

el método Bray II y se midió colorimétricamente (FAO, 2021). El análisis de pH, Ca, Mg, K, 

Na, SOC, P, acidez intercambiable y capacidad de intercambio catiónico fue realizado en 

el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional 

de Colombia, Sede Bogotá. El Cd disponible (extracción mediante ácido 

dietilentriaminopentaacético [DTPA], Cd-DTPA) se determinó en 12,5 g de suelo extraído 

con 25 g de una solución (pH = 7,3) que contenía 0,005 M de DTPA, 0,01 M de 

trietanolamina (TEA) y 0,01 M de CaCl2, y agitación orbital durante 2 h (Lindsay & Norvell, 

1978). El Cd y Zn pseudo-total se extrajeron de 1 g de suelo utilizando 8 ml de agua regia 

(3 HCl : 1 HNO3) en un sistema de digestión en bloque de grafito (DigiPREP, SCP 

SCIENCE, Canadá) con el siguiente programa de temperatura: se aumentó de temperatura 

ambiente a 120 °C en 30 min y se mantuvo a 120 °C durante 120 min. Esta metodología 

fue previamente optimizada en el grupo de investigación GERMINA. Las extracciones para 

el análisis de metales pseudo-totales y de Cd disponible se filtraron (< 2 µm), se 

completaron con agua desionizada (extracción pseudo-total: 30 g) y se analizaron 

mediante espectroscopia de absorción atómica (CS-FAAS, ContrAA700 High Resolution 

Continuum Source, equipado con atomizador de llama y horno de grafito, Analytik Jena, 

Berlín, Alemania). Los límites de cuantificación (LOQ) para Cd en soluciones líquidas 

fueron 0,01 mg L-1 y 0,001 mg L-1 para atomización de llama y electrotérmica, 

respectivamente. Estos límites fueron obtenidos mediante el análisis de blancos de 

reactivos. La calidad del análisis de Cd pseudo-total se verificó utilizando el Material de 

Referencia Certificado (CRM) NCS DC 73319a (2,5 + 0,2 mg Cd g-1) con una recuperación 

de 2,58 + 0,08 mg Cd g-1. Se incluyeron réplicas en cada lote, encontrando una diferencia 

porcentual relativa inferior al 5 %. 

El Cd en las muestras de material vegetal (raíces, hojas, granos, cacota y hojarasca) se 

determinó mediante una digestión ácida (5 mL de HNO3 concentrado y 2 mL de H2O2 30 

%) asistida por microondas (ETHOS UP, High Performance Microwave Disgestion System, 

Milestone, Italia) con el siguiente programa de temperatura: de temperatura ambiente a 

210 °C en 20 min, y temperatura constante a 210 °C durante 15 min. Esta metodología fue 

previamente optimizada en el grupo de investigación GERMINA. Todas las muestras de 
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material vegetal fueron analizadas en duplicado. Como control de calidad para raíces, 

hojas, hojarasca y cacota se utilizaron muestras fortificadas con Cd con porcentajes de 

recuperación entre 90 % y 110 %. Además, se utilizó el material de referencia certificado 

INM-016-2 (2,32 + 0,16 mg kg-1, Instituto Nacional de Metrología de Colombia) como 

control de calidad en la determinación de Cd en granos de cacao, con una recuperación 

de 2,29 + 4,53 mg kg-1. 

Para estudiar la distribución de Cd en el suelo se aplicó la metodología propuesta por 

Tessier (Tessier et al., 1979), la cual puede ser observada en la Tabla 2.2. Se 

seleccionaron muestras de suelo según la concentración de Cd pseudo-total, 

correspondientes a un mismo cultivar de cacao. De un total de 51 muestras de suelo 

rizosférico fueron seleccionadas 9, con un rango de concentración de Cd pseudo-total de 

0,71 mg kg-1 a 17,35 mg kg-1.  

 

Tabla 2.2. Fraccionamiento de Cd en suelos según la metodología de Tessier. 

Etapa Fracción Reactivos Tiempo Temperatura 

1 Intercambiable 
8 mL de MgCl2 1 M,  

pH = 7 
1h 

Temperatura 
Ambiente 

2 
Asociada a 

carbonatos (ácida) 
8 mL de NaOAc 1 M, 

 pH = 5 
5h 

Temperatura 
Ambiente 

3 
Asociadas a óxidos 

de Fe y Mn 
(Reducible) 

20 mL de NH2OH.HCl 
0,04 M en HOAc 25% 

m/v 
6h 96 °C 

4 
Asociada a materia 
orgánica (Oxidable) 

a) 3 mL HNO3 0,02 M y 
5 mL H2O2 30 % 

b) + 3 ml H2O2 30 % 
c) + 5 ml NH4OAc 3,2 M 

a) 2h,  
 

b) 3h,  
c) 30 min 

a) 85°C 
 

b) 85°C 
c) Temperatura 

Ambiente 

5 
Residual 

(modificada) 

8 mL agua regia 
1 HNO3 (65%) : 3 HCl 

(37%) 

De temperatura ambiente a 
120°C en 30 min y 2h a 120 °C 

En todas la etapas se realizó agitación mecánica. 

Para evaluar la transferencia de Cd desde el suelo hacia la planta y su distribución dentro 

de la planta fueron calculados los factores de bioacumulación (FBA) y de traslocación (FT) 

(Hussain et al., 2022), a partir de las siguientes ecuaciones: 
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Ecuación 2.1: 

ὊὝ  
ὅὨ Ὡὲ ὴὥὶὸὩ ὥïὶὩὥ ὨὩ ὰὥ ὴὰὥὲὸὥ άὫ ὯὫ

ὅὨ Ὡὲ ὶὥþᾀ άὫ ὯὫ  
 

Ecuación 2.2: 

Ὂὄὃ 
ὅὨ Ὡὲ ὴὥὶὸὩ ὨὩ ὰὥ ὴὰὥὲὸὥ άὫ ὯὫ

ὅὨ ὴίὩόὨέὸέὸὥὰ Ὡὲ ίόὩὰέ άὫ ὯὫ  
  

2.2.5 Análisis estadístico 

El análisis de los datos se realizó utilizando R versión 4.2.2, RStudio 2022 versión 

12.0+353 y los paquetes psych versión 2.2.9, stats versión 4.2.2, factoextra versión 1.0.7 

y mdatools versión 0.13.1. La estadística descriptiva incluyó la media, mediana, desviación 

estándar, mínimo y máximo. Se comparó SR y SNR bajo la hipótesis nula de que las 

propiedades químicas de ambos tipos de suelos eran iguales. Dado que la distribución de 

las variables no era normal, según la prueba de Shapiro-Wilks, se realizó la prueba de 

Wilcoxon para comparar las variables con distribuciones no normales, utilizando una 

significancia estadística valor p < 0,05. Se utilizaron correlaciones de Spearman para 

determinar las relaciones entre las variables medidas. Se utilizó el Análisis de 

Componentes Principales (PCA) para estudiar la diferenciación entre SR y SNR, y para 

identificar variables importantes. No se incluyó el CEC por ser una combinación de otras 

variables (Jolliffe, 1972), ni Na, ya que un porcentaje relevante (11%) de valores se 

reportaron por debajo del límite de cuantificación y la imputación de datos no es totalmente 

efectiva en el análisis ambiental (Aruga, 1997). Los datos utilizados para el PCA fueron 

estandarizados (centrados y escalados) para evitar la influencia de diferentes unidades 

entre las variables. Además, los valores atípicos fueron identificados y eliminados según 

scores y distancias ortogonales (Kucheryavskiy, 2020). 
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2.2.6 Análisis geoestadístico 

Se analizó la distribución espacial de Cd en SR y SNR. Se calculó el Índice Global de 

Moran para evaluar la tendencia de Cd a agruparse o no en el espacio, y el Índice Local 

de Moran para identificar puntos calientes y fríos, ambos realizados en ArcMap 10.8 (ESRI 

Inc. USA) utilizando la extensión Geostatistical Analyst. Los parámetros analizados fueron 

Cd (Cd-DTPA), Zn y SOC. Se analizó la distancia de banda para determinar la fuerza de 

la autocorrelación espacial (Zhang et al., 2008) con base en el Z-score, asegurando que 

cada punto tuviera al menos un vecino y un total de n-1 vecinos. La significancia estadística 

de la autocorrelación espacial, el Z-score y el valor p se calcularon bajo la hipótesis nula 

de que el atributo analizado se distribuye aleatoriamente. Existe una autocorrelación 

significativa si el Z-score es mayor a 1,96 y el valor p es menor a 0,05 (Xiao et al., 2018). 

Dado que el índice de Moran se ve afectado por la distancia de banda, se calculó el índice 

global de Moran para diferentes distancias, buscando el valor máximo ya que indica la 

autocorrelación espacial más fuerte (Huo et al., 2012). Se seleccionó el índice de Moran 

más fuerte para las variables evaluadas mediante correlogramas. 

2.3 Resultados y discusión 

En este trabajo se presenta el primer estudio sobre el contenido y disponibilidad de Cd en 

suelos rizosféricos (SR) y no rizosféricos (SNR) de cacao en Santander, Colombia. Las 

medianas de la concentración de Cd pseudo-total y disponible (DTPA-Cd) y las 

propiedades químicas del suelo con su coeficiente de variación (CV, desviación estándar 

sobre medias) se presentan en la Tabla 2.3. Los datos tienen una distribución asimétrica 

y no normal (Anexo 2.1 y Anexo 2.2); los CV muestran una alta variabilidad en la mayoría 

de los parámetros (Tabla 2.3). Según la prueba de Wilcoxon, 12 de las 13 variables tienen 

distribuciones diferentes comparando SR y SNR (valor p < 0,05). Solo el Zn presentó una 

diferencia no significativa para ambas fincas, y la CIC fue no significativamente diferente 

para Los Cedros, pero significativa para La Perla (Tabla 2.3). Estos resultados sugieren 

un ambiente químico diferente comparando SNR y SR del cacao y establecen una línea 

de base para explorar un posible efecto rizosférico del cacao en la disponibilidad de Cd del 

suelo. 
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Tabla 2.3. Medianas y coeficiente de variación (entre paréntesis) de las variables 

estudiadas en este trabajo para ambas fincas considerando SR y SNR. 

Variable 
Tipo de 
suelo 

Finca 

La Perla 
n = 36 

Los Cedros 
n = 15 

pseudo-total Cd / 
mg kg-1 

SR 
SNR 

2,60 (1,80) 
0,85 (0,73) 

0,60 (0,40) 
0,16 (0,63) 

Cd-DTPA / 
mg kg-1 

SR 
SNR 

1,48 (1,97) 
0,26 (1,05) 

0,26 (0,69) 
0,03 (1,06) 

Ureasa / 
mg NH4

+ kg-1 2h-1 
SR 

SNR 
107,41 (0,48) 
62,01 (0,40) 

72,48 (0,26) 
44,88 (0,38) 

pH 
SR 

SNR 
4,59 (0,12) 
5,00 (0,08) 

4,60 (0,07) 
4,97 (0,04) 

Ca / meq 100g-1 
SR 

SNR 
9,24 (0,42) 
4,17 (0,54) 

6,43 (0,36) 
4,17 (0,28) 

Mg / meq 100g-1 
SR 

SNR 
1,43 (0,43) 
0,53 (0,64) 

1,23 (0,45) 
0,45 (0,65) 

K / meq 100g-1 
SR 

SNR 
0,21 (0,27) 
0,09 (0,37) 

0,18 (0,90) 
0,09 (0,36) 

Na / meq 100g-1 
SR 

SNR 
0,02 (0,59) 
0,01 (0,28) 

0,04 (0,48) 
0,01 (0,29) 

EA / meq 100g-1 
SR 

SNR 
0,36 (1,33) 
1,82 (0,89) 

0,62 (1,03) 
4,31 (0,57) 

CIC / meq 100g-1 
SR 

SNR 
11,85 (0,29) 
7,52 (0,31) 

8,51 (0,28) 
8,71 (0,25) 

P / mg kg-1 
SR 

SNR 
37,20 (0,75) 
13,25 (1,22) 

9,18 (0,56) 
1,97 (0,90) 

SOC / % 
SR 

SNR 
2,89 (0,34) 
0,65 (0,59) 

2,08 (0,39) 
0,73 (0,40) 

Zn / mg kg-1 
SR 

SNR 
97,51 (0,89) 
79,50 (0,60) 

53,51 (0,29) 
72,08 (0,44) 

Los valores en negrita indican una diferencia estadísticamente significativa (valor p < 0,05), 
y los valores en cursiva indican una diferencia no significativa estadísticamente (valor p > 
0,05) según el test de Wilcoxon. Cd-DTPA: concentración de Cd tras la extracción con 
DTPA (considerada como una aproximación al Cd disponible para la planta). Ureasa: 
actividad ureasa. EA: acidez intercambiable. CIC: capacidad de intercambio catiónico, y 
SOC: carbono orgánico del suelo. Los demás parámetros son la concentración de los 
elementos mostrados y los valores de pH. 
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2.3.1 Contenido de Cd en suelos cacaoteros rizosféricos y no 
rizosféricos 

La mediana global de Cd pseudo-total para SR y SNR fue de 1,86 y 0,57, respectivamente. 

El Cd pseudo-total fue de 3,0 a 3,7 veces mayor en SR que en SNR considerando ambas 

fincas (Figura 2.8a). No existe hasta el momento una recomendación específica de 

contenido de Cd para suelos cacaoteros (FAO & WHO, 2023), sin embargo, ha sido 

utilizado un valor umbral medio de 1 mg kg-1 aplicado para suelos agrícolas en función de 

los riesgos ecológicos o sanitarios (Tóth et al., 2016) para evaluar estos suelos (Bravo et 

al., 2021; Joya-Barrero et al., 2023). El porcentaje de muestras por debajo de este valor 

umbral para la finca Los Cedros fue de 93,4% de los SR y 100% de los SNR, mientras que 

para la finca La Perla fue del 16,6% para SR y del 58,3% para SNR. De acuerdo con estos 

resultados, se puede afirmar que el diagnostico de Cd en las fincas cambia dependiendo 

del tipo de suelo muestreado (SR o SNR). Cabe destacar que, considerando todas las 

muestras recolectadas (102), 31 SR y 15 SNR estuvieron por encima del valor umbral. 

Aunque el Cd se presenta naturalmente en suelos con concentraciones que van desde 

0,01 a 1 mg kg-1 (Kubier et al., 2019), el mayor contenido de Cd de estas muestras de suelo 

podría estar relacionado con el hecho de que las dos fincas se encuentran en una unidad 

geológica sobre lutitas, areniscas, calizas y rocas silíceas con posibles niveles elevados 

de Cd (Gómez & Montes, 2020; Smolders & Mertens, 2013; Mendoza et al., 2020). 

Las concentraciones de Cd pseudo-total encontradas en SNR están en línea con estudios 

previos para la misma área. Un estudio a nivel nacional sobre el contenido de Cd en suelos 

de cultivo de cacao en Colombia reportó para Santander una mediana de Cd pseudo-total 

de 0,83 mg kg-1 (Bravo et al., 2021). En comparación con otros países de América Latina, 

la mediana global para SNR (0,57 mg kg-1) es más alta que las medianas reportadas para 

Ecuador (0,33 mg kg-1; Argüello et al., 2019), Honduras (0,2 mg kg-1 en la capa superior 

del suelo 0-10 cm; Gramlich et al., 2018) y más baja en comparación con Perú                              

(1,7 mg kg-1; Scaccabarozzi et al., 2020). Por su parte, la mediana de Cd en todos los SR 

(1,86 mg kg-1) fue más alta que en los estudios mencionados anteriormente. 
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Figura 2.8. Diagrama de cajas y bigotes de a) Cd pseudo-total y b) Cd disponible para 

ambas fincas considerando suelos SR y SNR. 

2.3.2 Disponibilidad de Cd (Cd-DTPA) y su relación con las 
propiedades del suelo 

La estadística descriptiva de los parámetros del suelo mostró que los datos se distribuyen 

de manera irregular, lo que indica que las condiciones del suelo cambian significativamente 

de un punto a otro, dentro de cada finca y entre fincas, a pesar de estar geográficamente 

cerca (la distancia entre ambas fincas es de aproximadamente 906 m). En consecuencia, 

no hubo correlaciones lineales entre las variables; por lo tanto, las relaciones entre Cd-

DTPA y las propiedades del suelo se evaluaron mediante coeficientes de correlación de 

Spearman (Tabla 2.4). Los resultados mostraron diferencias entre las relaciones de SR y 

SNR, con coeficientes de correlación principalmente por debajo de 0,6 (valor p > 0,05). 

Dado que las correlaciones de Spearman cambian significativamente entre las dos fincas, 

se analizaron por separado. 

SR 
SNR 

SNR 
SR 
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Tabla 2.4. Coeficientes de correlación de Spearman entre Cd-DTPA y las otras 12 

propiedades del suelo medidas en este trabajo, considerando SR y SNR para ambas 

fincas. 

Variable 

Finca La Perla Finca Los Cedros 

SR  
Cd-DTPA 

SNR  
Cd-DTPA 

SR 
Cd-DTPA 

SNR  
Cd-DTPA 

Cd  
pseudo-total  

0,84 0,95 0,43 0,34 

CIC 0,09 -0,65 0,56 -0,39 

Ureasa  0,42  -0,32 0,48 -0,01 

Zn 0,45 -0,26 0,75 0,14 

Ca 0,21 -0,44 0,61 0,46 

Na -0,05 -0,43 0,37 0,30 

SOC 0,26 0,30 0,80 0,64 

EA -0,30 -0,15 -0,77 -0,55 

pH 0,22 -0,06 0,72 0,44 

K 0,21 -0,05 0,22 0,03 

P 0,02 0,20 0,20 0,15 

Mg 0,06 -0,11 0,58 0,21 

Los valores en negrita indican una correlación estadísticamente significativa (valor p < 0,05), y los valores en 
cursiva indican una correlación no significativa estadísticamente (valor p > 0,05). 
 

Cabe destacar que en el SR de la finca La Perla, el Cd pseudo-total fue la única variable 

que presentó una correlación significativa con Cd-DTPA (SR: ɟ = 0,84, Tabla 2.4), mientras 

que para el SR de la finca Los Cedros, otras variables fueron importantes (ej. SOC). Esto 

podría estar relacionado con el mayor contenido de Cd encontrado en la finca La Perla 

(Tabla 2.3). Los niveles más altos del contenido de Cd en el suelo pueden ejercer una gran 

influencia en la disponibilidad de Cd (Huang et al., 2023), atenuando el efecto de las otras 
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propiedades del suelo. Para el SR de la finca Los Cedros, las dos variables más 

importantes fueron SOC (ɟ = 0,80) y Zn (ɟ = 0,75). 

La disponibilidad de Cd para las plantas es compleja y depende de varios factores como 

el pH, el contenido de materia orgánica (Vanderschueren et al., 2021), la capacidad de 

intercambio catiónico (Hamid et al., 2019), la nutrición mineral (Sarwar et al., 2010) y la 

presencia de microorganismos (Jaramillo-Mazo et al., 2024). Además, se ha reportado que 

las plantas influyen en la disponibilidad de metales pesados en los suelos de la rizósfera 

(Seshadri et al., 2015). En este estudio, se seleccionó la extracción con ácido 

dietilentriaminopentaacético (DTPA) para evaluar el contenido de Cd disponible (Cd-

DTPA), considerando que el DTPA es un agente quelante que imita las interacciones de 

los metales del suelo con los exudados de las raíces de las plantas (Kim et al., 2015) y ha 

sido adecuado para evaluar la disponibilidad de Cd del suelo para el cacao (Ramtahal et 

al., 2015). Los resultados mostraron que el Cd disponible fue de 5,7 (finca La Perla) a 8,6 

(finca Los Cedros) veces mayor en SR que en SNR (Tabla 2.3, Figura 2.8b), por lo tanto, 

disponibilidad de este elemento potencialmente tóxico es mayor en el suelo cerca de las 

raíces de las plantas, en ambas fincas de cacao estudiadas. De acuerdo con la correlación 

encontrada entre el Cd-DTPA con otras propiedades químicas del suelo, las variables que 

más influyen en el Cd disponible fueron el Cd pseudo-total, el SOC, el Zn y el pH, mientras 

que las otras variables estudiadas no fueron relevantes (Tabla 2.4). 

Se sabe que la materia orgánica del suelo altera la disponibilidad de Cd (Welikala et al., 

2021; Zhao et al., 2014). En este trabajo, el carbono orgánico del suelo (SOC, de 1,36 % 

a 6,03 %) fue como otros valores reportados para suelos de cultivo de cacao (Cáceres et 

al., 2021; Gramlich et al., 2018), y se observó que todas las muestras de SR tienen más 

SOC que los SNR, con una diferencia de 3,9 veces entre la mediana global de ambos tipos 

de suelos. La relación entre Cd-DTPA y SOC para SR (Tabla 2.4), mostró una fuerte 

correlaci·n para Los Cedros (ɟ = 0,80, valor p < 0,05), pero fue pobre para la finca La Perla 

(ɟ = 0,26, valor p > 0,05). Se observaron resultados similares para los SNR. 

Las diferentes correlaciones entre Cd-DTPA y SOC encontradas en las dos fincas, pueden 

deberse a que el DTPA actúa como un agente quelante, extrayendo Cd débilmente unido 

a la materia orgánica (Fang et al., 2007; Swati & Hait, 2017), y que la materia orgánica del 

suelo es una mezcla heterogénea de compuestos orgánicos que muestra diferentes 
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afinidades para complejar el Cd (Loganathan et al., 2012; Welikala et al., 2021). Además, 

dado que la concentración de Cd fue menor en la finca Los Cedros en comparación con la 

finca La Perla (Tabla 2.3), la contribución del SOC a la retención de Cd puede cambiar 

(Loganathan et al., 2012). Por lo tanto, la correlación entre Cd-DTPA y SOC es compleja y 

parece estar afectada por la relación SOC (%): Cd pseudo-total (mg kg-1). Aunque la 

correlación fue positiva para ambas fincas, solo para la finca Los Cedros con una relación 

más alta fue significativa (Tabla 2.5). Los resultados encontrados para la finca Los Cedros 

concuerdan con otros investigadores que afirman que la materia orgánica juega un papel 

importante en la disponibilidad de Cd en el suelo (Loganathan et al., 2012; Smolders & 

Mertens, 2013; Welikala et al., 2021). Estas observaciones ayudan a entender por qué el 

SOC puede tener un efecto significativo o insignificante en la disponibilidad de Cd (Li et al., 

2024a). 

Tabla 2.5. Relación entre SOC (%) : Cd pseudo-total (mg kg-1). 

Tipo 
de 

suelo 

Finca 

Los Cedros La Perla 

SR 3,4 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg-1) 1,1 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg-1) 

SNR 4,5 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg-1) 0,8 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg-1) 

 

Dado que el Cd y el Zn pueden competir por los sitios de sorción del suelo (Loganathan et 

al., 2012), es importante explorar las correlaciones entre ellos. El contenido de Zn de las 

dos fincas estudiadas (Tabla 2.3) es comparable a los valores reportados en otros lugares 

(Arévalo-Gardini et al., 2016; Argüello et al., 2019; Gramlich et al., 2017; Rodríguez-

Albarrcín et al., 2019). La diferencia entre el contenido de Zn en SR y SNR fue insignificante 

(Tabla 2.3). Se encontró una correlación positiva entre Zn y Cd-DTPA (ɟ = 0,45, valor p > 

0,05 para la finca La Perla y 0,75, valor p < 0,05 para la finca Los Cedros) para SR de 

ambas fincas (Tabla 2.4), sin embargo, solo fue significativa para la finca Los Cedros. Una 

correlación alta entre Zn y Cd-DTPA (ɟ = 0,92) fue reportada en un estudio realizado en 

cinco fincas de cacao (Rodríguez Albarracín et al., 2019). 
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Respecto al pH, observamos que el 88% de los SR (pH medio = 4,6) fueron más ácidos 

que los correspondientes SNR (pH medio = 5,0). Se encontró una correlación débil entre 

Cd-DTPA y el pH para ambos tipos de suelos en La Perla, aunque para los SR de Los 

Cedros fue relevante (ɟ = 0,72, valor p < 0,05). Otros estudios han reportado una baja 

correlación de Cd disponible con el pH en suelos cacaoteros (Carrillo et al., 2023; 

Rodríguez Albarracín et al., 2019). La correlación alta y positiva entre Cd-DTPA y pH para 

los SR de Los Cedros es inesperada ya que generalmente es aceptado que al aumentar 

el pH se reduce el Cd disponible. 

El rango de la actividad ureasa para SR fue de 45,71 a 345,67 mg NH4
+ kg-1 2h-1 con una 

media de 103,54 mg NH4
+ kg-1 2h-1, y para SNR de 11,08 a 146,15 mg NH4

+ kg-1 2h-1 con 

una media de 61,07 mg NH4
+ kg-1 2h-1, mostrando que los SR son más activos en cuanto 

a la actividad de la ureasa, a pesar de que los SR tienen mayores concentraciones de Cd. 

Contrario a otros estudios que han reportado una correlación negativa entre la actividad 

de la ureasa y el Cd (He et al., 2019; Pan & Yu, 2011), encontramos coeficientes de 

correlaci·n de Spearman positivos en los SR (ɟ = 0,42 para La Perla y 0,48 para Los 

Cedros) que podrían estar relacionados con una adaptación de las bacterias ureolíticas al 

Cd en las fincas estudiadas. En cuanto a la correlación entre Cd-DTPA y la actividad 

ureolítica en SNR, el coeficiente para La Perla fue de -0,32 diferente a Los Cedros con un 

valor de -0,01. Sin embargo, en ambos suelos, estas correlaciones no fueron 

estadísticamente significativas (valor p > 0,05). Entonces, se plantea la hipótesis de que el 

mayor Cd disponible en SR no impacta negativamente en la actividad de la ureasa. En un 

estudio previo, en el grupo de investigación GERMINA se encontró una mayor actividad 

ureolítica de cepas bacterianas aisladas de suelos cacaoteros al ser expuestas al Cd (Diez-

Marulanda & Brandão, 2023), lo cual es relevante porque las bacterias ureolíticas pueden 

usarse para la biorremediación de Cd a través de la MICP (Tamayo-Figueroa et al., 2019). 

2.3.3 Diferenciación de suelos rizosféricos y no rizosféricos 
mediante PCA 

El Análisis de Componentes Principales (PCA) se utilizó para identificar las variables que 

más contribuyen a la diferenciación entre SR y SNR, así como para evaluar relaciones 

importantes de Cd-DTPA con otras propiedades del suelo (complementando los resultados 
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encontrados utilizando la estadística clásica). La Tabla 2.6 muestra los principales 

resultados del PCA aplicado a las dos fincas en estudio. Los primeros cuatro PCs 

explicaron el 84,6% y el 86,6% de la varianza total para las fincas La Perla y Los Cedros, 

respectivamente. 

Tabla 2.6. Contribución de componentes principales para las dos fincas investigadas en 

este trabajo. 

Variable 
Finca La Perla  Finca Los Cedros 

PC1 PC2 PC3 PC4 Variable PC1 PC2 PC3 PC4 

Mg 0,366 -0,222 0,217 0,155 SOC 0,382 0,030 -0,052 0,152 

SOC 0,364 0,150 0,364 0,046 Mg 0,375 0,105 0,079 -0,176 

Ca 0,360 -0,345 0,112 0,158 Ca 0,359 0,197 0,117 -0,086 

Cd-DTPA 0,341 0,297 -0,359 -0,089 Ureasa 0,352 0,048 -0,272 -0,222 

Ureasa 0,340 -0,014 0,056 0,458 Cd-DTPA 0,348 0,237 -0,049 0,337 

Cd 
pseudo-total 

0,335 0,322 -0,334 -0,178 P 0,319 -0,179 0,152 -0,183 

Zn 0,297 0,192 -0,439 0,044 
Cd 

pseudo-total 
0,303 -0,230 0,028 0,591 

K 0,270 0,184 0,470 -0,309 K 0,193 -0,259 0,589 -0,464 

P 0,111 -0,347 -0,051 -0,737 Zn 0,004 0,517 0,591 0,268 

pH 0,025 -0,538 -0,380 0,179 pH -0,022 0,680 -0,234 -0,302 

EA -0,292 0,370 0,062 0,165 EA -0,328 0,097 0,356 0,121 

Varianza 
explicada (%) 

42,1 19,4 13,9 9,2 
Varianza 

explicada (%) 
53,9 15,2 10,8 6,7 

Los valores en negrita indican las variables asociadas principalmente a PC1 y PC2. 

Utilizando los primeros 2 PCs, la diferenciación de SR y SNR es evidente (Figura 2.9). Los 

resultados del PCA revelan que las variables más importantes para la diferenciación de 

SR y SNR fueron similares comparando las fincas La Perla y Los Cedros. En ambas fincas, 

SOC, Ca, Mg, Cd-DTPA y ureasa fueron las principales variables asociadas a PC1 (Tabla 

2.6). En relación con PC2, los resultados indican la importancia del pH y el Cd pseudo-

total. Es esencial destacar la relevancia de SOC y el pH debido a que se sabe que estas 

son propiedades afectadas por la actividad radicular que ocurre en los suelos de la 

rizósfera (Richter et al., 2007). La contribución de Ca, Mg y la actividad ureasa a la 

diferenciación de SR y SNR podría estar relacionada con cambios en estas variables por 

procesos rizosféricos asociados a la nutrición de las plantas (Dotaniya & Meena, 2015; 
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Mcnear, 2013). Es importante mencionar que los resultados del PCA indican que el Cd 

contribuye a la diferenciación entre ambos tipos de suelos. 

Dado que las variables se representan en el biplot según sus correlaciones (Abdi & 

Williams, 2010), el PCA reveló correlaciones con el Cd-DTPA complementarias a las dadas 

por el análisis de correlaciones de Spearman. En la finca Los Cedros, Cd-DTPA tuvo una 

ligera correlación positiva con Ca, Mg, SOC y ureasa y una correlación negativa con EA 

(Figura 2.9a). Para la finca La Perla, se observaron correlaciones positivas entre Cd-DTPA 

y Cd pseudo-total, Zn, K y SOC (Figura 2.9b). 

 

Figura 2.9. PCA Biplot para las fincas a) Los Cedros y b) La Perla 

2.3.4 Distribución espacial de Cd-DTPA 

Se aplicó el índice global de Moran para analizar la distribución espacial general de Cd-

DTPA (Anexo 2.3), seguido del índice local de Moran para identificar puntos calientes y 

fríos (Figura 2.10, Anexo 2.4). Dado que Zn y SOC mostraron correlación con Cd-DTPA, 
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se analizaron los puntos calientes y fríos para estas variables (Figura 2.10). La finca La 

Perla mostró un índice global de Moran similar para ambos tipos de suelos (0,2619 para 

SR y 0,2672 para SNR), pero la autocorrelación espacial fue más sustancial en SR según 

el puntaje Z (8,4484 para SR y 2,9614 para SNR). Para la finca Los Cedros, se observó 

un patrón de agrupamiento para SR, mientras que se encontró una distribución aleatoria 

para SNR (Anexo 2.3). Estos resultados sugieren que las interacciones suelo-planta en 

los SR tienen una influencia significativa sobre el patrón de distribución espacial de Cd 

disponible, lo cual fue más evidente en la finca Los Cedros. La agrupación del SR podría 

estar relacionada con los procesos espaciales y temporales asociados con la rizósfera de 

la planta (Hinsinger et al., 2009) y el impacto de la vegetación en la distribución de metales 

en el suelo (Shi et al., 2018). 
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Figura 2.10. Puntos calientes y fríos para Cd-DTPA, Zn y SOC en SR y SNR de las 

fincas La Perla y Los Cedros 

Los puntos calientes (puntos rojos en la Figura 2.10) de Cd-DTPA en la finca La Perla se 

identificaron al noreste (3) y noroeste (1) de la finca para SR y al suroeste para SNR (6). 

Los puntos fríos (puntos azules en la Figura 2.10) están en la parte central de la finca La 

Perla para ambos tipos de suelos. Los SR en La finca Los Cedros presentó 5 puntos 

calientes, principalmente en el área central hacia el este y 7 puntos fríos al sur. Los SNR 

de la finca Los Cedros no tiene puntos fríos o calientes, lo que corresponde a la 

aleatoriedad del índice global de Moran. La causa de la distribución espacial de los puntos 
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calientes y fríos no está clara en esta etapa de la investigación, sin embargo, 

probablemente esté asociada con los árboles plantados de cacao (las muestras de suelo 

se tomaron de diferentes cultivares de árboles de cacao, Tabla 2.1), ya que diferentes 

cultivares pueden tener un impacto diferente en la disponibilidad de Cd en la rizósfera (Lu 

et al., 2023). 

Los resultados también revelaron una tendencia a la presencia de Cd-DTPA en altas 

concentraciones en áreas con altas concentraciones de Zn y/o SOC, solo para los SR de 

ambas fincas. Los puntos calientes de Cd-DTPA en los SR de la finca La Perla están en la 

misma ubicación que los puntos calientes de Zn, y 3 de ellos también corresponden a 

puntos calientes de SOC. El SR de la finca Los Cedros tiene 5 puntos calientes de Cd-

DTPA, uno correspondiente a un punto caliente de Zn y cuatro a puntos calientes de SOC. 

Otro estudio ha mostrado un patrón espacial similar entre Cd-DTPA y SOC en muestras 

de suelo de fincas de trigo (Jafarnejadi et al., 2011). Los resultados muestran que existe la 

necesidad de más estudios centrados en el análisis de correlación geoestadística y otras 

propiedades químicas, fisiología de la planta y características agronómicas. 

2.3.5 Disponibilidad de Cd en los suelos rizosféricos para 
diferentes cultivares de cacao 

Previamente fue encontrado que el Cd-DTPA en los SR es mayor al de los SNR (Tabla 

2.3) indicando una posible influencia de las plantas de cacao sobre el Cd disponible en el 

suelo. La influencia de las plantas sobre la disponibilidad de los metales es compleja y 

puede variar al comparar diversos cultivares de la misma planta. En un estudio conducido 

en arroz a nivel de invernadero, los autores encontraron que existen diferencias en el 

impacto de 2 cultivares de la planta sobre el Cd disponible en el suelo (Hu et al., 2011). En 

este estudio, el porcentaje de Cd-DTPA (con relación al Cd pseudo-total) promedio en los 

SR para cada cultivar de cacao estuvo entre 40,3% y 62,5%, sin embargo, no hubo 

diferencias significativas (Tabla 2.7). Esto indica de forma preliminar, que existe poca 

variación sobre el efecto de los cultivares de cacao evaluados en la disponibilidad de Cd 

en el suelo. Sin embargo, el estudio de otros cultivares con bajos y altos niveles de 

acumulación de Cd (Lewis et al., 2018), en condiciones más controladas (ej. invernadero), 
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podría ayudar a entender la dinámica de Cd en los SR en el sistema suelo-planta y las 

diferencia en la bioacumulación del metal en el cacao. 

Tabla 2.7. Porcentaje de Cd-DTPA ± SD en los SR para cada cultivar de cacao en este 

estudio. 

Cultivar Cd-DTPA (%) 

CAUCASIA 61,6 ± 15,7a 

CCN51 41,6 ± 22,9a 

FEC2 62,5 ± 10,5a 

ICS60 46,7 ± 35,2a 

ICS95 53,8 ± 22,8a 

REGIONAL 59,9 ± 14,1a 

SELECCIÓN COLOMBIA 40,3 ± 16,5a 
Letras indican que no hay diferencias estadísticamente significativas 
según la prueba de Tukey HSD (valor p > 0,05). 

 

2.3.6 Fraccionamiento de Cd en suelos cacaoteros 

La disponibilidad de Cd en los suelos fue evaluada inicialmente mediante una extracción 

mono-etapa, utilizando DTPA, ya que es considerado como un buen indicador de Cd 

disponible en el suelo para ser tomado por la planta de cacao (Ramtahal et al., 2015). De 

forma complementaria, el uso de extracciones secuenciales permite fraccionar el Cd, para 

explorar las asociaciones entre el Cd disponible y diferentes componentes del suelo (Bacon 

& Davidson, 2008). Esta aproximación ha sido empleada previamente en suelos 

cacaoteros, donde las principales fracciones (con mayor concentración de Cd) han sido la 

residual (Aikpokpodion et al., 2012) y la carbonatada + oxidable (Chavez et al., 2016). En 

esta investigación, se realizó el fraccionamiento de Cd en 9 SR correspondientes al mismo 

cultivar de cacao (FEC2 de la finca La Perla). La distribución de Cd en las diferentes 

fracciones puede ser observada como la concentración promedio de cada fracción en la 

Tabla 2.8 y como el porcentaje del total extraído en la Figura 2.11. De forma general, el 

Cd estuvo asociado a las fracciones intercambiable, carbonatada y reducible. Solo en la 

muestra 9, fue encontrada una concentración relevante de Cd en la fracción oxidable que 

correspondió al 17,9 %. Las muestras 1, 5 y 8 presentaron Cd en la fracción residual con 

porcentajes de 0,4 %, 0,1 % y 1,5 %, respectivamente. La mayor concentración de Cd fue 
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asociado a la fracción intercambiable en todas las muestras, con valores promedio entre 

0,42 mg kg-1 y 10,30 mg kg-1 (Tabla 2.8), lo cual corresponde a porcentajes entre el 59,6 

% y 91,4 % (Figura 2.11), seguida por la fracción reducible con porcentajes entre el 4,1 % 

y 19,3 %. En la mayoría de las muestras, el Cd en la fracción carbonatada fue menor al 

encontrado en la fracción reducible. Cabe resaltar que la distribución de Cd fue similar en 

todas las muestras (Figura 2.11). 

Tabla 2.8. Concentración promedio de Cd (mg kg-1) ± SD para cada fracción. 

SR Intercambiable Carbonatada Reducible Oxidable Residual 

1 5,51 ± 0,12 0,44 ± 0,06 0,62 ± 0,01 <LOQ 0,03 ± 0,02 

2 2,89 ± 0,01 0,12 ± 0,02 0,15 ± 0,02 <LOQ <LOQ 

3 2,16 ± 0,19 0,14 ± 0,03 0,54 ± 0,00 <LOQ <LOQ 

4 2,68 ± 0,10 0,10 ± 0,01 0,37 ± 0,08 <LOQ <LOQ 

5 10,30 ± 0,35 0,98 ± 0,06 2,64 ± 0,07 <LOQ 0,02 ± 0,02 

6 3,29 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,54 ± 0,01 <LOQ <LOQ 

7 0,83 ± 0,03 0,07 ± 0,01 0,04 ± 0,01 <LOQ <LOQ 

8 1,70 ± 0,25 0,06 ± 0,01 0,23 ± 0,03 <LOQ 0,03 ± 0,03 

9 0,42 ± 0,02 0,02 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,13 ± 0,00 <LOQ 

Los límites de cuantificación (LOQ) para Cd en soluciones líquidas fueron 0,01 mg L-1 y 0,001 mg L-1 
para atomización de llama y electrotérmica, respectivamente. 
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Figura 2.11. Distribución de Cd en suelos cacaoteros rizosféricos. Los porcentajes 

corresponden al total de Cd extraído. Las barras de error corresponden a SD. Letras 

diferentes indican diferencias estadísticamente significativas según la prueba de Tukey 

HSD (valor p < 0,05), para las diferentes fracciones en cada muestra. 

De forma general el Cd se distribuyó en las fracciones de la siguiente manera: 

intercambiable > reducible > carbonatada >> oxidable, residual. El alto porcentaje de Cd 

intercambiable es relevante debido a que los metales en esta fracción están disponibles 

para ser absorbidos por las plantas (He et al., 2005). Estos resultados contrastan con la 

distribución de Cd reportada previamente para suelos cacaoteros. En Ecuador, el Cd en 

suelos cacaoteros fue encontrado principalmente en las fracciones oxidable y carbonatada 

(oxidable + carbonatada > 50 %), donde la fracción intercambiable fue < 1% (Chavez et 

al., 2016).  Estos autores reportaron que el Cd decreció en el siguiente orden: oxidable > 

carbonatada > residual > reducible >> intercambiable.  Por su parte, en fincas cacaoteras 

de Nigeria, los suelos exhibieron en la fracción residual un 58% del total de Cd extraído, 

seguido por la fracción oxidable con un 17%. En estos suelos la distribución de Cd siguió 

la tendencia residual > oxidable > soluble en agua > carbonatada > intercambiable 

(Aikpokpodion et al., 2012). Una aproximación inicial para analizar la distribución 

observada considera la fuente del metal; por ejemplo, el Cd de origen antropogénico, fue 

asociado a fracciones como la oxidable debido a la interacción del metal con la materia 

orgánica (Chavez et al., 2016), y el Cd de origen natural ha sido asociado a la fracción 

residual (Aikpokpodion et al., 2012). Como ya se ha mencionado, en Santander el Cd tiene 
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un origen geogénico (Mendoza et al., 2020). La investigación sobre el origen de Cd en 

suelos cacaoteros de este departamento, reveló la contribución natural a la presencia del 

metal en los suelos  (Joya-Barrero et al., 2023). Sin embargo, en este trabajo la fracción 

principal fue la intercambiable, sugiriendo la relevancia de otros factores más allá del origen 

geogénico. 

Previamente se indicó que las plantas inducen cambios en las propiedades químicas (ej. 

disminución del pH) del suelo rizosférico, y esto puede resultar en la modificación del 

fraccionamiento de los metales contaminantes (Seshadri et al., 2015). Ha sido evidenciado 

que el trigo y el arroz, alteran la distribución de Cd, aumentando su fracción intercambiable 

(Hu et al., 2011; Li et al., 2014). Considerando que los SR presentaron un ambiente 

químico diferentes a los SNR (Tabla 2.3), el alto porcentaje de Cd intercambiable en los 

SR analizados podría estar asociado a la acción de la planta de cacao. En particular, el 

ambiente más ácido en la rizósfera ayuda a explicar el alto porcentaje de Cd en la fracción 

intercambiable. 

2.3.7 Distribución de Cd en el material vegetal de cacao 

La concentración de Cd en los granos varió entre 0,50 mg kg-1 y 19,88 mg kg-1 con un 

promedio de 6,15 mg kg-1, el cual es superior al valor crítico para Cd en granos de cacao 

de 0,8 mg Kg-1 (utilizado a partir de la legislación europea para el contenido de Cd en 

productos derivados del cacao) y al promedio a nivel nacional (2,17 mg kg-1) (Bravo et al., 

2024a). Solo 2 (de 51) muestras no superaron este umbral. Estos valores son superiores 

a los reportados en otros estudios (Bravo et al., 2024b; Chavez et al., 2015; Gramlich et 

al., 2018), sin embargo, en Perú se han encontrado concentraciones de Cd en granos de 

cacao de 0,02 mg kg-1 a 12,56 mg kg-1 (Zug et al., 2019), y recientemente en Colombia se 

reportó un máximo de 15,20 mg kg-1 (Bravo et al., 2024a).  

Ha sido evidenciado que la acumulación de Cd en los granos de cacao depende del 

cultivar. Es un estudio a nivel de campo conducido en Trinidad y Tobago, se encontró una 

variación de 13 veces (0,17 mg kg-1 ï 2,31 mg kg-1) en la concentración de Cd en granos 

de cacao al evaluar 77 cultivares de la planta (Lewis et al., 2018).  La concentración 
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promedio de Cd en grano para CAUCASIA, CCN51, FEC2, ICS60, ICS95, REGIONAL y 

SELECCIÓN COLOMBIA (Sel. Col.) fue de 5,71 mg kg-1, 4,85 mg kg-1, 7,93 mg kg-1, 2,76 

mg kg-1, 4,87 mg kg-1, 10,41 mg kg-1 y 6,21 mg kg-1 respectivamente (Figura 2.12). Sin 

embargo, no se encontraron diferencias significativas (valor p > 0,05) entre los cultivares 

estudiados.  

 

Figura 2.12. Diagrama de cajas y bigotes de la concentración de Cd en grano para 

diferentes cultivares (CAUCASIA n= 6, CCN51 n= 12, FEC2 n= 13, ICS60 n=4, ICS95 

n=7, REGIONAL n=4, Selección Colombia n= 4, luego de eliminar datos anómalos). No 

se encontraron diferencias significativas entre cultivares según la prueba de Tukey HSD 

(valor p > 0,05) 

Considerando que el fruto (mazorca) de cacao incluye los granos y la cacota (Figura 1.2), 

es importante mencionar que una parte relevante de Cd fue acumulada en la cacota, la 

cual presentó una concentración promedio de 10,46 mg kg-1 con valores entre 0,40 mg kg-

1 y 34,82 mg kg-1. La presencia de Cd en la cacota ha sido reportada previamente (Barraza 

et al., 2017; Gramlich et al., 2018; Ramtahal et al., 2016). 

Por su parte, la concentración promedio de Cd en hojas y horajasca fue de 12,83 mg kg-1 

(variando entre 1,71 mg kg-1 y 40,81 mg kg-1) y de 12,78 mg kg-1 (variando entre 1,18 mg 

kg-1 y 37,84 mg kg-1), respectivamente. Estas concentraciones son menores a las 

reportadas en un estudio llevado a cabo en fincas cacaoteras en Cundinamarca ï 

Colombia, con valores promedio de 71,32 mg kg-1 y 85,8 mg kg-1 para hojas y hojarasca, 

respectivamente (Rodríguez-Albarracín et al., 2019). 
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Con relación a la raíz, el Cd presentó una concentración promedio de 8,91 mg kg-1 (con un 

mínimo de 1,14 mg kg-1 y con un máximo de 27,21 mg kg-1), mayor a la reportada por Oliva 

y colaboradores, quienes encontraron una concentración promedio de 1,6 mg kg-1. Sin 

embargo, cabe resaltar que la concentración máxima de Cd en la raíz reportada por estos 

autores fue de 8,95 mg kg-1 (Oliva et al., 2020).   

Los resultados de la concentración de Cd en las diferentes partes de la planta variaron con 

relación a los promedios, sin embargo, solo se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre la concentración de Cd en granos, con la de hojas y hojarasca (Figura 

2.13), donde la concentración media de los granos fue aproximadamente 2 veces menor a 

la encontrada para las hojas y hojarasca. 

 

Figura 2.13. Diagrama de cajas y bigotes de la concentración de Cd en diferentes partes 

de la planta de cacao (Grano n= 49, Hoja n= 46, Cacota n= 50, Raíz n=50, Hojarasca 

n=42, luego de eliminar datos anómalos en cada parte de la planta). Las letras indican 

diferencias significativas entre tejidos según la prueba de Krustal-Wallis en combinación 

con la prueba de Dunn (valor p < 0,05) 

La distribución de Cd en las diferentes partes de la planta de cacao aparentemente indica 

que la concentración de Cd en hojas es mayor a la encontrada en granos de cacao, según 

lo reportado en diversos países (Tabla 2.9). Sin embargo, en una investigación realizada 

en Ecuador se encontró la relación inversa (Cd en Hojas < Cd en granos, Chavez et al., 

2015), contrastando con otros resultados para el mismo país (Argüello et al., 2019; Barraza 

et al., 2017).  
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Tabla 2.9. Distribución de Cd en diferentes partes de la planta de cacao. 

Distribución de Cd 
(promedio en mg kg-1) 

Relaciones entre la 
concentración de Cd 

en diferentes partes de 
la planta  

País Referencia 

Hojas (12,83) > granos 
(6,15)  

2,1 Hojas : 1 granos Colombia Este estudio 

Hojas (0,42) å Hojarasca 
(0,41)  

1 Hojas : 1 Hojarasca Colombia (Guarín et al., 2024b) 

Granos (0,94) > cascarilla 
(0,09) >> hojas (menor al 

LOD) 
10 Granos : 1 cascarilla Ecuador (Chavez et al., 2015) 

Hojas (2,1) > cacota (1,2) 
> grano (1,0)a 

2 Hojas : 1 granos 
1,2 cacotas : 1 granos 

Ecuador (Barraza et al., 2017) 

Hojas (N.R.b) > Grano 
(0,90) 

3 Hojas : 1 granos Ecuador (Argüello et al., 2019) 

Hojas (2,6) > grano (1,1) 
= cacota (1,1) 

2,4 Hojas : 1 granos Honduras (Gramlich et al., 2018) 

Hojas (1,4) > grano (0,9) 1,7 Hojas : 1 grano Perú 
(Arévalo-Gardini et 

al., 2017) 

Hojas (2,53) > Raíz (1,6) 
> grano (0,99) > cascarilla 

(0,49) 
2,5 Hojas : 1 grano Perú (Oliva et al., 2020) 

Hojas (0,54 ï 5,21) > 
cacota (0,53 ï 4,49) > 

cascarilla (0,44 ï 4,41) > 
granos (0,35 ï 3,82)c 

N.Dd 
Trinidad 

y Tobago 
(Ramtahal et al., 

2016) 

Hojas (2,15) > grano (1) 2,15 Hojas : 1 granos 
Trinidad 

y Tobago 
(Lewis et al., 2018) 

aCalculado a partir de los datos individuales de cada muestra reportados en el material suplementario 
bN.R. No Reportado 
cMínimo y máximo entre paréntesis, promedio no reportado 
dN.D. No Determinado 

 

Para evaluar las tendencias en la acumulación de Cd en la planta, fueron calculados los 

factores de transferencia (FT, Ecuación 2.1) y de bioacumulación (FBA, Ecuación 2.2). 

Con relación a la traslocación de Cd desde la raíz hacia las diferentes partes de la planta 

(hojas, granos, cacota), se encontró poca variación al comprar los diferentes cultivares 

muestreados (Anexo 2.5). Solo el cultivar Selección Colombia presentó una traslocación 

significativamente mayor (valor p < 0,05) hacia los granos de cacao, acompañada de una 

amplia dispersión en los datos del factor de traslocación. Esto sugiere que la distribución 

de Cd en la planta es similar entre los cultivares estudiados.  
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Por su parte, los FBA promedio variaron entre 0,9 y 9,7 para los diferentes cultivares (Tabla 

2.10). En una revisión bibliográfica que incluyó 31 estudios de Cd en cacao, se encontró 

que los FBA variaron entre 0,1 y 30 (Wade et al., 2022), con valores superiores a los FBA 

encontrados en esta investigación. En la mayoría de los casos, el FBA fue mayor a 1, 

indicando que la concentración de Cd en los granos de cacao fue mayor que la 

concentración de Cd disponible en los suelos, evidenciando la tendencia del cacao a 

bioacumular el metal (Blommaert et al., 2022; Wade et al., 2022). 

 Tabla 2.10. FBA de Cd en granos para los diferentes cultivares de cacao. 

Cultivar Promedio Mínimo Máximo 

CAUCASIA 3,4c 2,5 4,8 

CCN51 2,5b,c 0,9 5,3 

FEC2 0,9a,b 0,3 1,8 

ICS60 3,7b,c 0,5 8,9 

ICS95 4,2c 2,1 6,6 

Regional 3,2b,c 2,6 4,1 

Selección Colombia 9,7b,c 1,2 25,4 
Las letras indican diferencias estadísticamente significativas según la prueba 
de Krustal-Wallis en combinación con la prueba de Dunn (valor p < 0,05). El 
FBA se calculó a partir de Cd pseudo-total en los SR. 
 

El cultivar FEC2 presentó en promedio un menor FBA de Cd en los granos de cacao, dando 

relevancia a este cultivar de El Carmen del Chucurí. Considerando que la concentración 

promedio de Cd pseudo-total en los SR para cada cultivar fue de 9,69 + 7,90 mg kg-1 

(FEC2), 3,19 + 1,86 mg kg-1 (Regional), 1,76 + 0,78 mg kg-1 (CAUCASIA), 1,36 + 1,12 mg 

kg-1 (ICS95), 2,71 + 2,73 mg kg-1 (CCN51), 0,78 + 0,37 mg kg-1 (ICS60), y 0,60 + 0,14 mg 

kg-1 (SELECCIÓN COLOMBIA), los resultados indican que FEC2 presentó menor FBA aun 

cuando los SR tenían una mayor concentración de Cd. 

 



Capítulo 2     73 

 

 

2.3.8 Correlación entre el Cd disponible en el suelo y la 
acumulación de Cd en la planta 

La extracción con DTPA es un indicador potencial de la disponibilidad de metales 

contaminantes como el Cd (FAO, 2022). Particularmente para cacao, se ha reportado una 

alta correlación (0,848, valor p < 0,05) entre el Cd-DTPA y el Cd en los granos (Ramtahal 

et al., 2015). En esta investigación, el coeficiente de correlación de Spearman entre Cd-

DTPA con la concentraci·n de Cd en los granos de cacao fue baja (ɟ = 0,37, valor p < 

0,05) en los SNR. Sin embargo, una mejor correlaci·n fue encontrada para SR (ɟ = 0,58, 

valor p < 0,05). Usando los SR, se encontró una correlación alta y significativa entre el Cd-

DTPA con hojas (0,77, valor p < 0,05), cacota (0,80, valor p < 0,05) y raíz (0,82, valor p < 

0,05). Esto refleja la contribución de los SR para explicar el Cd presente en la planta de 

cacao. 

Mediante un análisis de regresión lineal múltiple se evaluaron las variables que afectan la 

concentración de Cd en los diferentes tejidos de la planta (Tabla 2.11). De forma general, 

los SR permitieron explicar mejor los contenidos de Cd en la planta. Principalmente, para 

los granos y las hojas, los modelos construidos a partir de los SR permitieron un aumento 

en el porcentaje de la varianza explicada (R2). Los modelos que usaron los SR explicaron 

un 46% y 75% de la varianza de Cd en los granos y hojas, respectivamente, lo cual fue 

mayor, a lo obtenido con los SNR (R2 de 34% y 61% para los granos y hojas, 

respectivamente). Esto indica que los contenidos de Cd en estos 2 tejidos se predicen 

mejor con las características de los SR. Un aspecto importante es que en los SR el Cd en 

los tejidos está asociado con el Cd-DTPA, mientras que en los SNR la variable significativa 

fue el Cd pseudo-total. Con lo anterior, el aumento de Cd-DTPA o Cd pseudo-total en los 

suelos implica un aumento en el Cd en la planta. Un efecto similar se observó para el P en 

el modelo para la cacota en SR. Por su parte, el pH, la actividad ureasa y el Mg tienen un 

impacto negativo en la concentración de Cd en la planta. 
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Tabla 2.11. Modelos seleccionados mediante regresión lineal múltiple con selección de 

variables optimizando el criterio AIC para SR y SNR. 

Tipo de 
suelo Tejido Modelo* R2 

SR 

Grano ln(Cdgranos) = 0,62 ln(Cd-DTPA) - 0,77 ln(Ureasa) 0,46 

Hoja ln(Cdhojas) = 0,62 ln(Cd-DTPA) - 0,57 ln(Ureasa) - 0,41pH 0,75 

Raíz ln(Cdraíz) = 0,56 ln(Cd-DTPA) - 0,59Mg  0,56 

Cacota Ln(Cdcacota) = 0,59 ln(Cd-DTPA) - 0,74pH + 0,25P  0,60 

SNR 

Grano ln(Cdgranos) = 0,57 ln(Cd pseudo-total) 0,34 

Hoja ln(Cdhojas) = 0,79 ln(Cd pseudo-total) - 0,55pH 0,61 

Raíz 
ln(Cdraíz) = 0,65 ln(Cd pseudo-total) - 0,46 ln(Ureasa) - 

0,86 pH  
0,52 

Cacota Ln(Cdcacota) = 0,91 ln(Cd-pseudo-total) ï 0,63pH 0,64 
*Solo incluye las variables significativas (valor p < 0,05) 
La negrita indica que el R2 es significativo (valor p < 0,05) 

 

Los resultados de la regresión lineal múltiple indicaron que la predicción de la 

concentración de Cd en las partes áreas de la planta decrece en el orden hoja > cacota > 

granos. Resultados similares han sido reportados para cacao. Engbersen y colaboradores 

reportaron un R2 para hojas (0,88) > granos (0,78) (Engbersen et al., 2019), y Gramlich y 

colaboradores encontraron un R2 de cacota (0,73) > hojas (0,59) > granos (0,57) (Gramlich 

et al., 2018). En todos los casos existe una mayor dificultad para explicar el Cd en los 

granos de cacao. Esto puede estar relacionado con la traslocación del metal desde el 

suelo, a través de las raíces, su bioacumulación en el tallo-ramas y su distribución hacia 

las hojas, y el fruto (Blommaert et al., 2022) donde el metal se puede encontrar en la 

cacota, la testa y finalmente los granos.  La tendencia de la planta a bioacumular el Cd en 

mayor medida en las hojas comparado con los granos (Tabla 2.9), implica que se deben 

considerar otros factores para explicar la concentración de Cd en los granos, relacionados 

con el control genético de la transferencia del metal (Engbersen et al., 2019). Esto está 

soportado en las diferencias en la bioacumulación de Cd al comparar diferentes cultivares 

de cacao (Arévalo-Hernández et al., 2021; Lewis et al., 2018; Wade et al., 2022). 

Adicionalmente, la correlación de Cd en la planta con el Cd en diferentes fracciones en el 

suelo permite explorar la disponibilidad del metal a partir de sus asociaciones con los 
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constituyentes del suelo (Bacon & Davidson, 2008). Este aspecto fue evaluado para 9 SR 

con diferentes niveles de Cd pseudo-total, pertenecientes al cultivar FEC2 con la mayor 

variabilidad en la concentración de Cd en los granos de cacao (Figura 2.12). Los 

resultados mostraron una correlación baja y no significativa entre las fracciones de Cd en 

el suelo y la concentración de Cd en los granos y en las raíces (Tabla 2.12). Sin embargo, 

una correlación alta y significativa fue encontrada entre la fracción intercambiable con las 

hojas (ɟ = 0,83, valor p < 0,05) y la cacota (ɟ = 0,85, valor p < 0,05), lo cual puede estar 

relacionado con la disponibilidad de Cd en la fracción intercambiable (He et al., 2005). 

Tabla 2.12. Correlación de Spearman entre el Cd en las fracciones del suelo y el Cd en 

partes de la planta (FEC2). 

Fracciones 
Cd en 
grano 

Cd en 
hojas 

Cd en 
raíz 

Cd en 
cacota 

Cd en F. 
intercambiable 

0,37 0,83 0,57 0,85 

Cd en F. carbonatada 0,32 0,66 0,22 0,45 

Cd en F. reducible 0,45 0,63 0,37 0,53 
Los valores en negrita indican que el coeficiente de correlación es estadísticamente significativo 
(valor p < 0,05). Las fracciones oxidable y residual presentaron valores <LOQ, por lo que no 
fueron incluidas en el estudio de las correlaciones. 

2.4 Conclusiones 

La inclusión de suelos rizosféricos en el plan del muestreo mejora el diagnóstico de Cd en 

las fincas cacaoteras. 

Este estudio mostró variación en el contenido de Cd de ambas fincas con respecto a los 

suelos rizosféricos (SR) y no rizosféricos (SNR). Los resultados generales revelaron que 

el 60,8% de los SR y el 29,4% de los SNR excedieron un umbral seleccionado de 1 mg kg-

1. El Cd disponible medido en los SR del cacao fue mayor que en los correspondientes 

SNR. Estos hallazgos son importantes considerando que la planta puede absorber 

elementos disponibles como el Cd de la rizósfera. 

El análisis de correlación indicó una clara distinción entre ambas fincas. Para la finca Los 

Cedros, el Cd-DTPA se relacionó con diferentes propiedades del suelo, mientras que para 

la finca La Perla solo se correlacionó con el Cd pseudo-total. Los resultados del PCA 

indicaron que el carbono orgánico, las bases intercambiables, el pH y el Cd (pseudo-total 
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y Cd-DTPA) son variables importantes para discriminar ambos tipos de suelos. Además, 

las correlaciones, el análisis de PCA y de puntos calientes, revelaron que el carbono 

orgánico del suelo y el Zn fueron los principales impulsores del Cd disponible en la rizósfera 

del cacao de las fincas estudiadas. 

La presencia de puntos calientes y fríos de Cd-DTPA evidenció una variación espacial 

dentro de las fincas y representa una oportunidad para explorar sitios específicos para 

plantar cultivares de cacao con alta y baja acumulación de Cd o para aplicar futuros 

tratamientos de remediación. 

El Cd en los SR decreció en el orden intercambiable > reducible > carbonatada >> oxidable, 

residual, donde un alto porcentaje (80,8% Cd en la fracción intercambiable) del metal está 

disponible para ser absorbido por la planta. La fracción intercambiable ayuda a explicar el 

Cd en la planta y presentó una correlación alta con la concentraci·n de Cd en las hojas (ɟ 

= 0,83, valor p < 0,05) y la cacota (ɟ = 0,85, valor p < 0,05). 

La distribución del metal en la planta indicó que la concentración de Cd es 2 veces mayor 

en las hojas que en los granos de cacao. Por su parte, la concentración promedio de Cd 

en los granos de cacao fue superior a 0,8 mg kg-1, el valor crítico a partir de la legislación 

europea. No se observaron diferencias significativas en la concentración de Cd en los 

granos de los cultivares CAUCASIA, CCN51, FEC2, ICS60, ICS95, REGIONAL y 

SELECCIÓN COLOMBIA. Sin embargo, el cultivar FEC2 presentó el menor factor de 

bioacumulación (0,9). A partir de los SR se explicó mejor el Cd presente en la planta en 

comparación con los SNR. El análisis de regresión lineal múltiple mostró que la 

concentración de Cd en los granos de cacao, hojas, raíces y cacota incrementa al 

aumentar el Cd-DTPA. Por su parte, la actividad ureasa del suelo presentó una relación 

negativa con el Cd en los granos y las hojas. 
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2.6 Anexos 

Anexo 2.1. Estadística descriptiva para la finca La Perla (n = 36).  

Variable Unidad 
SR SNR 

Media SD Mediana Min Max Skew Media SD Mediana Min Max Skew 

Cd pseudo-total mg kg-1 4,70 5,63 2,60 0,49 21,29 1,91 1,02 0,75 0,85 0,11 3,57 1,43 

Cd-DTPA mg kg-1 2,55 3,21 1,48 0,27 12,16 2,01 0,45 0,48 0,26 0,01 1,83 1,38 

ureasa mg NH4
+ kg-1 2h-1 115,25 54,99 107,41 45,71 345,67 1,92 68,36 27,55 62,01 30,94 146,15 0,78 

pH pH units 4,67 0,54 4,59 3,83 5,90 0,46 5,16 0,40 5,00 4,76 6,32 1,34 

Ca meq 100g-1 9,33 3,89 9,24 2,80 16,60 <0,01 5,06 2,72 4,17 1,63 11,30 0,76 

Mg meq 100g-1 1,55 0,66 1,43 0,58 2,90 0,25 0,67 0,43 0,53 0,13 1,70 0,99 

K meq 100g-1 0,22 0,06 0,21 0,16 0,48 2,82 0,11 0,04 0,09 0,06 0,25 1,73 

Na meq 100g-1 0,02 0,01 0,02 0,01 0,06 1,77 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 -0,81 

EA meq 100g-1 0,99 1,32 0,36 0,01 4,70 1,42 2,20 1,97 1,82 0,01 7,26 0,85 

CIC meq 100g-1 12,11 3,54 11,85 5,44 18,80 0,05 8,04 2,47 7,52 4,23 12,70 0,11 

P mg kg-1 41,10 30,96 37,20 3,88 116,00 0,79 33,88 41,29 13,25 0,36 116,00 1,11 

SOC % 3,15 1,06 2,89 1,63 6,03 0,92 0,60 0,35 0,65 0,15 1,41 0,05 

Zn mg kg-1 132,89 118,88 97,51 34,93 582,87 2,74 93,62 56,42 79,50 31,02 305,21 1,95 

Cd-DTPA: concentración de Cd tras la extracción con DTPA (considerada como una aproximación al Cd disponible para la planta. Ureasa: actividad ureasa. EA: 
acidez intercambiable. CIC: capacidad de intercambio catiónico, y SOC: carbono orgánico del suelo. Los demás parámetros son la concentración de los elementos 

mostrados y los valores de pH. SD: desviación estándar. Min: mínimo. Max: máximo. Skew: skewness. 
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Anexo 2.2. Estadística descriptiva para la finca Los Cedros (n = 15).  

Variable Unidad 
SR SNR 

Media SD Mediana Min Max Skew Media SD Mediana Min Max Skew 

Cd pseudo-total mg kg-1 0,61 0,25 0,60 0,27 1,16 0,47 0,21 0,13 0,16 0,08 0,49 0,90 

Cd-DTPA mg kg-1 0,26 0,18 0,26 0,06 0,72 1,02 0,08 0,08 0,03 0,02 0,24 1,05 

urease mg NH4
+ kg-1 2h-1 75,45 19,48 72,48 52,33 123,11 0,94 43,58 16,45 44,88 11,08 81,44 0,41 

pH pH units 4,66 0,33 4,60 4,28 5,55 1,28 5,01 0,18 4,97 4,76 5,36 0,39 

Ca meq 100g-1 6,94 2,49 6,43 3,45 12,40 0,35 3,99 1,13 4,17 1,94 5,83 -0,15 

Mg meq 100g-1 1,32 0,60 1,23 0,45 2,81 0,71 0,55 0,36 0,45 0,11 1,38 1,23 

K meq 100g-1 0,26 0,23 0,18 0,11 1,05 2,53 0,10 0,04 0,09 0,05 0,19 0,91 

Na meq 100g-1 0,05 0,02 0,04 0,02 0,09 0,51 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02 1,92 

EA meq 100g-1 0,88 0,91 0,62 0,01 3,31 1,25 4,18 2,38 4,31 0,23 8,15 -0,13 

CIC meq 100g-1 9,46 2,62 8,51 6,11 15,50 0,67 8,84 2,21 8,71 5,65 12,70 0,34 

P mg kg-1 10,19 5,70 9,18 3,24 25,30 1,00 2,83 2,56 1,97 0,36 10,00 1,35 

SOC % 2,27 0,88 2,08 1,36 4,87 1,61 0,78 0,31 0,73 0,43 1,70 1,62 

Zn mg kg-1 57,37 16,79 53,51 32,05 96,41 0,59 73,50 32,28 72,08 26,47 165,72 1,22 

Cd-DTPA: concentración de Cd tras la extracción con DTPA (considerada como una aproximación al Cd disponible para la planta. Ureasa: actividad ureasa. EA: 
acidez intercambiable. CIC: capacidad de intercambio catiónico, y SOC: carbono orgánico del suelo. Los demás parámetros son la concentración de los elementos 
mostrados y los valores de pH. SD: desviación estándar. Min: mínimo. Max: máximo. Skew: skewness.
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Anexo 2.3. Índice global de Moran y patrón espacial para Cd-DTPA. 

 
Anexo 2.4. Porcentaje de muestras para cada patrón espacial local. 

Finca 
Tipo de 
suelo 

Alto-Alto Bajo-Bajo Alto-Bajo Bajo-Alto 
No 

significativo 

La Perla 
SR 11,4 28,6 31,4 0 28,6 

SNR 17,1 11,4 2,9 2,9 65,7 

Los Cedros 
SR 35,7 50,0 7,15 0 7,15 

SNR 0 0 0 0 100 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finca Tipo de suelo 
Índice Global de 

Moran 
Z-score valor p 

Patrón 
espacial 

La 
Perla 

SR 0,2619 8,4484 <1,0x10-6 Agrupado 

SNR 0,2672 2,9614 3,1x10-3 Agrupado 

Los 
Cedros 

SR 0,5509 5,0453 1,0x10-6 Agrupado 

SNR -0,1873 -1,4849 0,1377 Aleatorio 
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Anexo 2.5. Factores de traslocación (FT) para cada cultivar de cacao en este trabajo. Las 
letras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey HSD (valor p < 0,05) 
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3. Cap²tulo 3: Caracterizaci·n y selecci·n de 
bacterias aisladas de la riz·sfera de cacao 
con potencial para la bioprecipitaci·n 
carbonatada de Cd 

Resumen gráfico 
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Resumen 

El uso de bacterias ureolíticas para la precipitación de carbonatos inducida 

microbiológicamente (MICP) es una estrategia de biorremediación emergente para tratar 

sitios contaminados con elementos como el Cd. Parte del desarrollo de la MICP, y su 

aplicación en diversos ambientes, depende de la obtención de nuevas cepas bacterianas. 

En este estudio se realizó el aislamiento de 54 bacterias ureolíticas con actividad MICP de 

suelos rizosféricos de Theobroma cacao L. con presencia de Cd. El análisis del gen 16S 

rRNA mostró que los aislados pertenecen a los géneros Serratia, Pseudomonas, 

Comamonas, Klebsiella, Bacillus, Citrobacter, Flavobacterium, Delftia y 

Stenotrophomonas. Los aislados mostraron actividad ureolítica entre 0,31 y 1,01 µmol 

NH4
+ mL-1 h-1. La presencia de Cd afectó de forma diferenciada (aumentó o redujo) la 

actividad ureolítica de algunas bacterias evaluadas. La remoción de cadmio en solución 

varió entre 4,4 y 87,0 % después de 48 h. Se reporta por primera vez la remoción de cadmio 

a través de MICP por los géneros Delftia, Flavobacterium y Klebsiella. Además, se evaluó 

el potencial de Serratia sp. 89a, Comamonas sp. 76f, Bacillus sp. 85d, Citrobacter sp. 101a, 

Klebsiella sp., 76b y Stenotrophomonas sp. 67w para biorremediar Cd. Los ensayos de 

concentración mínima inhibitoria indicaron una tolerancia al Cd de 90 - 300 mg L-1 para 

estas 6 bacterias, las cuales presentaron una remoción de Cd en solución que varió entre 

64,9% y 99,8% al aumentar el tiempo incubación hasta 120 h. Se utilizaron tres 

aproximaciones diferentes para determinar el porcentaje de Cd bioprecipitado, mostrando 

que la bioadsorción contribuye de forma relevante durante la remoción de Cd en solución. 

El análisis de los precipitados evidenció la coprecipitación de Cd con vaterita (CaCO3). Las 

nuevas cepas aisladas con potencial para la biorremediación de Cd en suelos cacaoteros 

expanden la aplicación de la MICP contribuyendo con su desarrollo e innovación. Además, 

estos resultados contribuyen con el entendimiento de la inmovilización de metales 

contaminantes mediante MICP, y resaltan la importancia de evaluar mecanismos 

simultáneos a la bioprecipitación al momento de evaluar el potencial MICP de las bacterias.  
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3.1 Introducción 

La MICP es una estrategia emergente para reducir la disponibilidad de metales 

contaminantes en suelos (Tamayo-Figueroa et al., 2019; Zheng et al., 2021), donde la vía 

ureolítica es la más estudiada, destacándose por su alta eficiencia (Zhang et al., 2023). 

Parte del desarrollo de esta biotecnología se ha dado a partir del aislamiento de nuevas 

cepas bacterianas de diversos ambientes naturales. El uso de bacterias nativas podría 

mejorar la eficiencia en aplicaciones in situ debido a ventajas en adaptabilidad (Zhang et 

al., 2023). Dentro del contexto de suelos agrícolas, este enfoque ha permitido encontrar 

bacterias con potencial biorremediador, aisladas de suelos rizosféricos con presencia del 

metal contaminante (Jalilvand et al., 2019; Yan et al., 2024). Superada esta etapa, 

generalmente los estudios de biorremediación se enfocan en la optimización del proceso 

MICP para aumentar la eficiencia del tratamiento (Anand et al., 2024; Zeng et al., 2022), 

incluyendo la caracterización de los precipitados, para verificar la precipitación o co-

precipitación del metal de interés. Sin embargo, ha sido poco estudiado la contribución de 

otras formas de interacción metal-bacteria en la inmovilización de los metales, de forma 

simultánea a la precipitación carbonatada durante los ensayos MICP.  

Existen diferentes mecanismos mediante los cuales las bacterias inmovilizan los metales 

contaminantes, incluyendo bioadsorción, bioacumulación y bioprecipitación (Jing & 

Kjellerup, 2018). La bioadsorción y la bioacumulación hacen parte de la biosorción de 

metales, donde la primera se da a través de interacciones físicas (e.g. electrostáticas) o 

químicas (e.g. intercambio iónico, formación de complejos) llevadas a cabo en la pared 

celular (de células vivas o muertas) y la segunda corresponde a la acumulación intracelular 

de los metales realizada únicamente por células vivas (Priyadarshanee & Das, 2021). Por 

su parte, la bioprecipitación de metales como el Cd2+ resulta de la modulación del pH y la 

generación de aniones (e.g. carbonatos) a partir de procesos metabólicos que finalmente 

inducen la precipitación, donde la pared celular puede actuar como sitio de nucleación 

(Hoffmann et al., 2021).   

En un estudio reciente utilizando la bacteria ureolítica Pseudochrobactrum sp. DL-1, se 

evidenció que la bioadsorción y la bioacumulación contribuyen con un 36,35% y 3,97% 

respectivamente, durante la remoción de Cd en solución mediante MICP (Sheng et al., 

2022). En otro caso se reportó que parte de los metales removidos (Cr, Ni, Cu, Zn, Cd) por 

bacterias con actividad MICP (Providencia rettgeri QZ2 and Pseudomonas aeruginosa 
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QD5 y QZ9), se dio mediante procesos de bioadsorción, resaltando que para Ni, solo el 6-

7% del metal removido correspondió a bioprecipitación (Disi et al., 2022). Adicionalmente, 

realizando experimentos separados de bioadsorción y MICP, fue observado que la 

diferencia en la remoción de Cd comparando ambos ensayos fue del 11%, donde el 

proceso MICP tuvo una mayor remoción del metal alcanzando un 53,06%, utilizando la 

bacteria Bacillus sp. GZ-22 (Zhao et al., 2017). Esto indica que existen diferencias en la 

inmovilización de Cd según la bacteria aplicada, donde la biosorción puede llegar a 

contribuir de forma relevante. Por tal razón, es necesario realizar estudios que permitan 

establecer los porcentajes de Cd removido mediante mecanismos diferentes a la 

bioprecipitación durante los ensayos MICP, y así determinar con mayor claridad cuánto 

metal está siendo bioprecipitado. Esto es importante debido a que la estabilidad de los 

metales inmovilizados mediante MICP está relacionada principalmente con la baja 

solubilidad de los carbonatos formados (Tamayo-Figueroa et al., 2019) y contribuye con la 

evaluación del potencial MICP de las bacterias de interés. 

Bacterias con actividad MICP con potencial para la biorremediación de Cd han sido 

aisladas de suelos cacaoteros (Diez-Marulanda & Brandão, 2023). Sin embargo, hasta 

donde sabemos, en el departamento de Santander no se ha explorado el aislamiento de 

bacterias del suelo rizosférico de Theobroma cacao L., que pueden tener un mejor 

rendimiento MICP que las aisladas del suelo no-rizosférico (Diez-Marulanda & Brandão, 

2024), debido a niveles más altos de Cd y actividad ureolítica comparando ambos tipos de 

suelos (Tabla 2.3). En esta etapa, se realizó el aislamiento de bacterias ureolíticas con 

actividad MICP de la rizósfera de las plantas de cacao. Se verificó su actividad MICP de 

forma cualitativa en medio sólido y cuantitativa en medio líquido. Los aislados se 

identificaron mediante análisis del gen 16S rRNA, se investigó el efecto de Cd sobre la 

actividad ureolítica y se determinó la capacidad de los aislados bacterianos para remover 

el Cd en solución. Luego se evaluó el potencial de algunas bacterias pre-seleccionadas 

para bioprecipitar el Cd. En primer lugar, se evaluó la tolerancia al metal y se realizó el 

seguimiento a la remoción de Cd en solución durante 120 h. Luego, se determinó el 

porcentaje de Cd inmovilizado mediante bioprecipitación, bioadsorción y bioacumulación 

en ensayos MICP y de biosorción. Además, se realizó el análisis de los precipitados 
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confirmando la formación de vaterita con Cd co-precipitado mediante técnicas 

espectroscópicas. El análisis de los resultados obtenidos permitió establecer la importancia 

de la biosorción durante la inmovilización de Cd mediante MICP y finalmente se seleccionó 

una bacteria para la etapa final de esta investigación (Capítulo 4).  

3.2 Materiales y métodos 

3.2.1 Reactivos químicos 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico. Se prepararon soluciones madre 

de Cd (10 g L-1), Ca (27 g L-1) y urea (500 g L-1) a partir de CdCl2.H2O (Merck, Alemania), 

CaCl2.2H2O (PanReac AppliChem, Alemania) y urea (ChemCruz, USA), respectivamente. 

Estas soluciones fueron esterilizadas mediante filtración (0,22 µm, Sartorius, Alemania) 

antes de ser suplementadas en condiciones asépticas en los medios de cultivos. Los 

medios de cultivo utilizados fueron esterilizados en autoclave (121°C, 15 psi, 30 min). 

3.2.2 Muestras de suelo rizosférico de cacao para el aislamiento 
de bacterias 

Las muestras de suelo rizosférico para realizar los aislamientos fueron recolectadas 

(Capítulo 2) en las fincas La Perla y Los Cedros ubicadas en El Carmen de Chucurí ï 

Santander ï Colombia. Esta zona fue estudiada previamente por el grupo de investigación 

GERMINA (Diez-Marulanda, 2019, 2022). A partir de suelos cacaoteros con presencia de 

Cd fueron aisladas 12 bacterias ureolíticas tolerantes al metal, de las cuales 3 bacterias 

con actividad MICP de los géneros Serratia y Acinetobacter, presentaron porcentajes de 

remoción de Cd en solución mayores al 90% a partir de una concentración inicial de 0,05 

mM Cd(II) (Diez-Marulanda & Brandão, 2023). Estas bacterias presentaron diferencias en 

la tolerancia al Cd (a partir de ensayos de concentración mínima inhibitoria) y en la máxima 

capacidad de remoción al aumentar la concentración de Cd a 0,15 mM, destacándose 

Serratia sp. 4.1.a y 5b (Diez-Marulanda & Brandão, 2024).  

Para el aislamiento de las bacterias tolerantes a Cd se seleccionaron 16 suelos de ambas 

fincas, teniendo como criterio la concentración de Cd y la ubicación geográfica dentro de 

la finca. Siguiendo esta estrategia se utilizaron 12 suelos de la finca La Perla y 4 suelos de 

la finca Los Cedros. De acuerdo con la concentración de Cd los suelos se distribuyeron de 
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la siguiente manera: 3 suelos con Cd > 7 mg kg-1, 4 suelos con Cd entre 7 mg kg-1 y 2 mg 

kg-1, y 9 suelos con Cd < 2 mg kg-1.   

3.2.3 Aislamiento de bacterias ureolíticas tolerantes al Cd  

Para aislar las bacterias, se suspendió 1 g de suelo en 9 mL de NaCl (0,85% p/v) y se agitó 

durante 6 h en un agitador rotatorio a temperatura ambiente. Se realizaron diluciones 

seriadas del sobrenadante hasta 10-7 con NaCl (0,85% p/v) y se sembraron por extensión 

en cajas Petri con el medio de selección de Christensen (Christensen, 1946; Qiao et al., 

2021) modificado, compuesto por triptosa 5 g L-1, peptona de carne 10 g L-1, urea 20 g L-1, 

NaCl 5 g L-1, rojo fenol 0,012 g L-1, Cd 5 mg L-1 y agar 15 g L-1 (Medio A). Como control 

negativo se incubó el medio en la caja Petri sin sembrar. Los cultivos se incubaron a 30 °C 

durante 1 - 2 días hasta que se observaron colonias. Las colonias se seleccionaron con 

base en el cambio de color del medio de amarillo a rosado (este cambio de color está 

asociado con la alcalinización del medio debido a la degradación de la urea (Achal et al., 

2011), en presencia del indicador de ácido-base: rojo fenol). Los cultivos puros se 

obtuvieron mediante siembras repetidas en el mismo medio. Este procedimiento permite 

la selección de bacterias ureolíticas, sin embargo, no evidencia la actividad MICP de los 

aislados. 

3.2.4 Determinación cualitativa de la actividad MICP de las 
bacterias ureolíticas 

La actividad MICP de las bacterias ureolíticas seleccionadas se examinó cualitativamente 

mediante la siembra de cultivos puros en cajas Petri con un medio de cultivo compuesto 

por triptosa 5 g L-1, peptona de carne 10 g L-1, urea 20 g L-1, NaCl 5 g L-1, Ca 1,2 g L-1, Cd 

5 mg L-1 y agar 15 g L-1 (Medio B). El Ca adicionado promueve la precipitación carbonatada 

(Liu et al., 2023). Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 1 a 6 días para permitir la 

formación y crecimiento de precipitados. Para verificar la presencia de precipitados, los 

cultivos se observaron a simple vista y utilizando un microscopio óptico (CX31 Upright 

Microscope, Olympus) acoplado a una cámara digital (CMOS Sensor, Aptina). 

Considerando que los precipitados se sienten duros al tacto, se realizó una prueba con un 
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asa de inoculación metálica. Adicionalmente, se determinó la presencia de carbonatos 

utilizando HCl (1,2 M), ya que se genera CO2 y aparece como efervescencia (Montoya et 

al., 2005). Como control negativo a la formación de precipitados, los aislados se sembraron 

en el Medio B sin urea y calcio, ya que no promueve la precipitación de carbonatos. Los 

cultivos puros se criopreservaron en un medio líquido (Triptosa 5 g L-1, peptona de carne 

10 g L-1, NaCl 5 g L-1), suplementado con urea (20 g L-1) y glicerol (20% v/v) a -80 °C. Las 

cepas fueron depositadas en la Colección Biológica BANCO DE CEPAS Y GENES DEL 

IBUN (Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá) con 

los códigos del IBUN-04461 al IBUN-04514, y en GenBank con códigos PQ497356-

PQ497395. 

3.2.5 Caracterización morfológica, derreplicación molecular e 
identificación molecular de los aislados  

Para caracterizar los aislamientos se realizó tinción de Gram (Sanders & Miller, 2010) y se 

observó la morfología al microscopio óptico (CX31 Upright Microscope, Olympus) acoplado 

a una cámara digital (CMOS Sensor, Aptina). La morfología de las colonias se determinó 

(Breakwell et al., 2007) en medio LB-agar (Triptosa 10 g L-1, extracto de levadura 5 g L-1, 

NaCl 10 g L-1, agar 15 g L-1) suplementado con Cd (5 mg L-1) e incubado a 30 °C, durante 

24 - 48 h. 

Para la identificación molecular de los aislamientos se utilizaron cultivos incubados a 30 

°C durante 24 - 48 h. Para la obtención del ADN genómico se utilizó el kit Wizard Genomic 

DNA Purification (Promega Co., EE. UU.) siguiendo las recomendaciones del proveedor. 

En algunos casos, la lisis celular fue asistida con perlas de vidrio (0,5 mm, EE. UU. 

Scientific) utilizando 2 ciclos de agitación de 30 segundos y 1 minuto de reposo en hielo 

entre ciclos (Mini-Beadbeater-16, BioSpec Products, EE. UU.). Una vez obtenido el ADN 

genómico de los aislados, se realizó un análisis de polimorfismo de conformación de una 

sola hebra (SSCP, por sus siglas en inglés) de las regiones V4-V5 del gen 16S rRNA para 

derreplicar los aislados (Brandão et al., 2002). Se realizó una reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) utilizando los cebadores 519F y 909R (Anexo 3.1) para amplificar las 

regiones V4-V5 (Kato et al., 1997; Schwieger & Tebbe, 1998). La identificación molecular 

se realizó mediante la amplificación del gen 16S rRNA utilizando los cebadores 27F y 

1492R (Anexo 3.1). 
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Cada PCR se realiz· en un volumen total de 20 ɛL utilizando 1 ɛL de ADN molde en una 

Master Mix como se describe en el Anexo 3.2. El programa de temperatura utilizado para 

la amplificación fue el siguiente: ciclo inicial a 94 °C durante 5 min; 30 ciclos de 

amplificación (desnaturalización a 94 °C durante 20 s, hibridación a 55 °C durante 20 s y 

elongación a 72 °C durante 40 s); y finalmente, un ciclo a 72 °C durante 5 min (C1000 

Thermal Cycler, Bio-Rad, EE.UU.). El tamaño de los fragmentos amplificados se determinó 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (HyAgaroseTM, HydraGene, China), 

teñido con SYBR Safe (Invitrogen, EE. UU.), y utilizando un marcador ExcelBand 1 kb 

(SMOBIO) o 100 pb plus DNA Ladder (BIORON). Finalmente, el gel fue fotodocumentado 

(Safe ImagerÊ 2.0 Blue-Light Transilluminator, Invitrogen, EE.UU.). Como control negativo 

se utilizó agua estéril. Para la purificación de los amplicones se utilizó acetato de amonio 

5 M y etanol absoluto. Brevemente, 20 ɛL de los productos de PCR se mezclaron con 2 ɛL 

de la soluci·n de acetato de amonio y 40 ɛL de etanol absoluto frío. Posteriormente, la 

mezcla se agitó y se centrifugó a 15000 rpm y 4 °C durante 20 min. Después de sucesivos 

lavados con etanol, el pellet fue secado y rehidratado en agua Milli-Q durante la noche y 

almacenado a -20 °C. La concentración y calidad de los amplicones fue determinada por 

espectrofotometría (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). 

El análisis SSCP fue realizado como se reportó previamente (Brandão et al., 2002; 

Montaño-Salazar et al., 2018) en 0,7X MDE a 5 W de potencia constante por 16 h y 30 

min, y el gel fue teñido con nitrato de plata (Bassam et al., 1991). Con base en los perfiles 

SSCP diferenciados y las características analizadas, 40 aislados fueron seleccionados 

para realizar la identificación molecular. Los productos de PCR purificados fueron 

secuenciados comercialmente utilizando el método Sanger (SSiGMol ï Instituto de 

Genética ï Universidad Nacional de Colombia). Las secuencias fueron editadas con el 

software BioEdit (Hall, 1999) versión 7.2.5, e identificadas utilizando BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las secuencias fueron depositadas (códigos 

PQ497356-PQ497395) en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Para la 

obtención del árbol filogenético los alineamientos de las secuencias se realizaron utilizando 

Muscle (Edgar, 2004) en el software MEGAX (Kumar et al., 2018) con parámetros por 

defecto para el análisis por inferencia bayesiana utilizando MrBayes v 3.2.7. (Ronquist et 
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al., 2012). El modelo de sustitución de nucleótidos GTR+G+I (G: 5 categorías) fue 

seleccionado previamente con JmodelTest v 2.1.10 (Darriba et al., 2012; Guindon & 

Gascuel, 2003). Se produjeron un total de 1.500.000 generaciones y el árbol fue 

seleccionado por consenso mayoritario. El árbol seleccionado fue visualizado y editado 

con el programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

3.2.6 Determinación de la actividad ureolítica de bacterias 
tolerantes a Cd 

Para determinar la actividad ureolítica se utilizaron cultivos en medio líquido de 24 ï 48 h, 

ajustando la biomasa de acuerdo con la densidad óptica a 600 nm (OD600) a 

aproximadamente 0,3 con NaCl (0,85% p/v) antes de los experimentos. Luego, se inoculó 

0,1 mL de la suspensión bacteriana (1%) en 10 mL de medio de cultivo en un frasco ámbar.  

El medio utilizado fue Lysogeny Broth LB (triptosa 10 g L-1, extracto de levadura 5 g L-1 y 

NaCl 10 g L-1) suplementado con urea (20 g L-1), por un período de 48 h a 30 °C y 120 rpm. 

Luego, se tomó una alícuota y se centrifugó a 15000 rpm durante 10 min. La actividad de 

la ureasa se cuantificó de acuerdo con la producción de amonio utilizando el método de 

azul de indofenol basado en una reacción de Berthelot modificada (Verdouw et al., 1978). 

Brevemente, una alícuota del sobrenadante (diluido con agua desionizada) se mezcló con 

160 ɛL de agente colorim®trico (salicilato de sodio 0,50 M y nitroprusiato de sodio 0,02 M), 

80 ɛL de soluci·n tamp·n (hidr·xido de sodio 0,74 M, fosfato monohidr·geno de sodio 

Na2HPO4.7H2O 0,37 M e hipoclorito de sodio 10% v/v, pH 13), y 40 ɛL de agente quelante 

(solución de Na2EDTA 0,15 M) para evitar la precipitación de cationes. El desarrollo del 

color se llevó a cabo durante 30 min a 37 °C. La cuantificación se realizó mediante una 

curva de calibración externa (0,17 ï 2,08 mg L-1) preparada con un estándar de amonio 

(Merck, 1000 mg L-1, Referencia 1198120500) y la absorbancia se midió a 680 nm (OD680) 

en un NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Se utilizó Bacillus thuringiensis como control 

positivo y el medio de cultivo sin bacterias como control negativo. Cada ensayo se realizó 

por triplicado. 

3.2.7 Efecto de Cd sobre la actividad ureolítica  

El efecto de Cd sobre la actividad ureolítica se realizó para 6 bacterias seleccionadas de 

acuerdo con el rango de valores encontrados previamente para la actividad enzimática: 2 
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bacterias con valores altos, 2 bacterias con valores bajos y 2 bacterias con valores 

intermedios. Adicionalmente, se consideró el género como criterio de selección. 

Para determinar el efecto de Cd sobre la actividad ureolítica, se inocularon cultivos de 24 

h (OD600 å 0,3) al 1% en 10 mL del medio de cultivo en ausencia y presencia de Cd. Se 

utilizó el medio LB suplementado con urea (20 g L-1) y LB + urea (20 g L-1) + Cd (60 mg L-

1). Las condiciones de incubación y cuantificación fueron descritas previamente (ensayo 

de actividad ureolítica, sección 3.2.6). Los ensayos se realizaron por triplicado. En este 

caso, los valores de actividad enzimática se dividieron por las unidades formadoras de 

colonias determinadas al final del ensayo, debido al efecto de Cd sobre el crecimiento 

bacteriano. Como control negativo se utilizaron los medios de cultivo sin inocular. 

3.2.8 Remoción de Cd en solución 

Para determinar la capacidad de remoción de Cd de las bacterias, se inocularon 0,1 mL 

de suspensión bacteriana (OD600 å 0,3, cultivo de 24 h) en 10 mL de medio LB 

suplementado con urea (20 g L-1), Ca (1,2 g L-1) y Cd (60 mg L-1) y se incubó durante 48 h 

a 30 °C y 120 rpm. El medio sin bacteria fue utilizado como control negativo. A 

continuación, se agitó el cultivo y se tomó una alícuota para determinar la OD600. El medio 

de cultivo restante se centrifugó a 15000 rpm durante 10 min. Se tomaron tres alícuotas 

del sobrenadante para medir el pH (pH-metro Oakton), cuantificar el amonio producido 

(descrito previamente, sección 3.2.6) y cuantificar el Cd. Para determinar esto último, se 

trataron las alícuotas con 5 mL de agua regia (3 HCl : 1 HNO3) y se llevaron a volumen 

final con HNO3 (0,5 % v/v). Las muestras se analizaron mediante espectrofotometría de 

absorción atómica de llama (ContrAA 700 - High-Resolution Continuum Source, Analytik 

Jena, Alemania), y se cuantificaron mediante calibración por patrón externo en una curva 

preparada con una solución estándar de Cd (Panreac, 1000 mg L-1, Referencia: 313175). 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para calcular el porcentaje de Cd removido 

(%R Cd), se utilizó la concentración de Cd en el control (Cdcontrol) y la concentración de Cd 

en el medio inoculado con cada bacteria (Cdbacteria) al final del ensayo según la Ecuación 

3.1. 
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Ecuación 3.1: 

ϷὙ ὅὨ  
ὅὨ  ὅὨ

ὅὨ
 ὼ ρππ 

  

3.2.9 Selección de bacterias con potencial para la 
bioprecipitación de Cd 

En este estudio se utilizaron las cepas Serratia sp. 89a, Comamonas sp. 76f, Bacillus sp. 

85d, Citrobacter sp. 101a, Klebsiella sp. 76b y Stenotrophomonas sp. 67w, aisladas en 

etapas previas de este estudio, considerando su capacidad de remoción de Cd y géneros 

diferentes (Anexo 3.10). Estas bacterias se mantuvieron en un banco de trabajo en medio 

líquido (triptosa 5 g L-1, peptona 10 g L-1, NaCl 5 g L-1, urea 20 g L-1 y glicerol 20% v/v) a -

20 °C. Se realizó un pre-inóculo desde el banco de trabajo en medio LB (triptosa 10 g L-1, 

extracto de levadura 5 g L-1 y NaCl 10 g L-1) incubando durante toda la noche previo a su 

uso en los experimentos. Después se ajustó la OD600 å 0,3 con NaCl (0,85% p/v) y se 

inoculó al 1% en cada experimento.  

Á Concentración mínima inhibitoria 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se determinó a partir del crecimiento de las 

bacterias en medio LB con diferentes concentraciones de Cd. El pre-inóculo de cada 

bacteria fue inoculado en 10 mL de medio LB con concentraciones de Cd desde 60 hasta 

300 mg L-1. El pH del medio fue ajustado a 6,8 con NaOH (1 M). El crecimiento bacteriano 

fue determinado a partir de la densidad óptica a 600 nm (OD600, NanoDrop 2000c, Thermo 

Fisher Scientific, USA), luego de un periodo de incubación de 48 h a 30 °C y 120 rpm. La 

CMI fue considerada como la concentración a la cual se observó un OD600 å 0 (Zeng et al., 

2021). Los ensayos para cada bacteria fueron realizados en triplicado. Como control 

negativo se utilizó el medio de cultivo sin inocular, y como control positivo el medio de 

cultivo sin Cd, inoculado con cada bacteria. 

Á Seguimiento a la remoción de Cd en solución 

La remoción de Cd se determinó en un frasco ámbar con 10 mL de medio LB suplementado 

con urea (20 g L-1), Ca (1,2 g L-1) y Cd (60 mg L-1), inoculados con cada bacteria. Los 

cultivos fueron incubados a 30 °C y 120 rpm, aumentando el tiempo de incubación a 120 
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h, procurando incrementar el porcentaje de Cd removido. Cada 24 h se tomaron alícuotas 

del medio de cultivo, se centrifugaron a 8500 rpm durante 10 min. El tratamiento del 

sobrenadante y la cuantificación de Cd fue descrito previamente (sección 3.2.8). Los 

ensayos fueron realizados en triplicado y como control negativo se utilizó el medio sin 

bacteria. El porcentaje de Cd removido (%R Cd) se determinó según la Ecuación 3.1  

(sección 3.2.8). 

Á Distribución de Cd en ensayos de bioprecipitación y biosorción 

Para determinar la contribución de otros mecanismos (bioadsorción y bioacumulación) 

durante la remoción de Cd en solución, se evaluó la distribución de Cd removido mediante 

ensayos de bioprecipitación y biosorción. El Cd bioadsorbido, bioprecipitado y 

bioacumulado fue determinado a partir de metodologías previamente descritas (Shen et 

al., 2021; Sheng et al., 2022; Vishan et al., 2019). Para el ensayo de bioprecipitación se 

utilizaron 10 mL de medio LB suplementado con urea (20 g L-1), Ca (1,2 g L-1) y Cd (60 mg 

L-1), inoculados con cada bacteria. Para el ensayo de biosorción se utilizó el medio LB 

suplementado con Cd (60 mg L-1). Sin la adición de urea-Ca, no se induce la precipitación 

de carbonatos. Ambos experimentos fueron incubados durante 48 h a 30 °C y 120 rpm. En 

el Anexo 3.3 se puede observar la metodología mediante extracciones secuenciales para 

estimar el Cd bioadsorbido (F1), bioprecipitado (F2) y bioacumulado (F3). Esta 

metodología para la extracción de Cd también fue aplicada para el ensayo de biosorción. 

Como control negativo se utilizaron los medios de cultivo sin inocular. A partir de los 

resultados de Cd removido en ambos ensayos, el Cd asociado a la bioprecipitación puede 

ser estimado según la Ecuación 3.2: 

Ecuación 3.2: 

Ϸ ὅὨ  
άὫ ὅὨ ὶὩάέὺὭὨέί ĕ  άὫ ὅὨ ὶὩάέὺὭὨέί ĕ

άὫ ὅὨ ὶὩάέὺὭὨέί ĕ

 ὼ ρππ 

Á Análisis de bioprecipitados 

Para la obtención de los precipitados, las cepas Bacillus sp. 85d y Stenotrophomonas sp. 

67w fueron incubadas durante 15 días en 10 mL de medio líquido LB suplementado con 
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urea (20 g L-1), Ca (1,2 g L-1) y Cd (60 mg L-1), inoculado al 1%, e incubados a 30 °C y 120 

rpm. Posterior a la incubación, el medio de cultivo fue agitado y centrifugado durante 10 

min a 8500 rpm. El sobrenadante fue descartado y el pellet (biomasa + precipitados) fue 

lavado con agua desionizada. Para separar la biomasa de los precipitados, el pellet fue 

resuspendido en agua desionizada, y transferido a un vaso de precipitados. La suspensión 

fue calentada en un horno microondas convencional durante 1-2 min. Luego, se dejó 

decantar los precipitados. La biomasa al tener menor densidad queda suspendida en el 

agua, razón por la cual el sobrenadante es descartado. Este proceso se repite hasta no 

observar turbidez en el sobrenadante (Diez-Marulanda & Brandão, 2024). Debido a que 

los precipitados obtenidos presentaban una coloración marrón (probablemente por 

biomasa adherida), fueron tratados con 5 mL de H2O2 al 10 % (pH = 8) (Falster et al., 2018; 

Poppe et al., 2001) y se realizaron lavados con agua desionizada hasta obtener 

precipitados de color blanco. Los precipitados fueron secados a 60 °C durante 48 h, y 

almacenados dentro de un desecador. 

La identificación de los precipitados fue realizada mediante Difracción de Rayos X (DRX) 

(X-pert PRO Diffractometer, PANalytical, Holanda). Los análisis fueron realizados bajo 

radiaci·n CuKŬ (ɚ = 1,540598 ¡), con un barrido de 10 a 90Á (2ɗ). La identificaci·n se 

realizó por comparación con la base de datos ICSD utilizando el software XôPert HighScore 

Plus versión 3.0.5 (PANalytical, 2012, Almelo, Holanda). Adicionalmente, la morfología de 

los precipitados se obtuvo mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) (VEGA3, 

TESCAN, Republica Checa) utilizando detectores de electrones retrodispersados (BSE) y 

de electrones secundarios (SE). Por su parte, el análisis elemental de la superficie de los 

precipitados se realizó por medio de espectroscopía de rayos X de energía dispersiva 

(EDX) utilizando un detector XFlash 410 (Bruker, Alemania) acoplado al SEM. Finalmente, 

una porción de los precipitados obtenidos fue disuelta en HCl (1,2 M) y llevados a volumen 

final con HNO3 (0,5% v/v) para ser analizados por espectrofotometría de absorción atómica 

(sección 3.2.8). 

3.2.10 Análisis estadístico 

El análisis de los datos se realizó utilizando el software R versión 4.2.2, RStudio 2022 

versión 12.0+353. Los experimentos fueron realizados en triplicado y los resultados se 

presentan como el promedio + la desviación estándar (SD). Las barras de error en las 
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gráficas corresponden a SD. Diferencias estadísticamente significativas para el efecto de 

Cd sobre la actividad ureolítica (sección 3.2.7) fueron determinadas mediante la prueba t.  

3.3 Resultados y discusión 

3.3.1 Aislamiento e identificación de bacterias ureolíticas 
tolerantes a Cd 

El aislamiento de bacterias ureolíticas con actividad MICP a partir de suelos rizosféricos 

ha sido reportado previamente (Jalilvand et al., 2019; Yan et al., 2024). Los aislamientos 

se realizaron a partir de suelos rizosféricos de cacao, considerando que presentaron mayor 

actividad ureolítica y concentración de Cd en comparación con los suelos no-rizosféricos 

(Capítulo 2). A través de un proceso de aislamiento de dos etapas, se obtuvieron 54 

aislados con actividades ureolíticas y MICP. En la primera etapa de aislamiento, se 

identificaron colonias con capacidad de hidrolizar la urea (actividad ureolítica) de acuerdo 

con el color rosado observado en el Medio A (Figura 3.1a). 

Posteriormente, estos aislados fueron sembrados en el Medio B que induce la formación 

de precipitados de carbonato para verificar cualitativamente la actividad MICP (Figura 

3.1b). Ambos pasos permitieron observar cualitativamente las diferencias en la actividad 

ureolítica (indicada por la intensidad del color) y la actividad MICP (a través de los tamaños 

y formas de los precipitados) de los aislados (Anexo 3.5), los cuales presentaron variedad 

en forma, tamaño, textura, margen y color (Anexo 3.5). 38 de las 54 bacterias aisladas 

fueron Gram negativas, y la morfología fue principalmente de bacilo (Anexo 3.6). 
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Figura 3.1 Bacterias aisladas de suelos de rizósfera de cacao. Detección cualitativa de a) 

la actividad ureolítica en placa de urea-agar + Cd(II) (5 mg L-1) y b) la actividad de MICP 

en placa de urea-agar + Cd(II) (5 mg L-1) + Ca(II) (1,2 g L-1). Los precipitados se 

observaron con un microscopio óptico (microscopio vertical CX31, Olympus). 

Con base en el análisis SSCP de las regiones V4-V5 del gen 16S rRNA, donde fragmentos 

con diferentes secuencias adoptan conformaciones espaciales que resultan en perfiles 

electroforéticos diferenciados (Schwieger & Tebbe, 1998), se realizó la derreplicación de 

los aislados encontrando 38 perfiles diferentes (Anexo 3.7). Considerando este análisis y 

otras características evaluadas (morfología, actividad ureolítica), se realizó la 

secuenciación del gen 16S rRNA para 40 aislados. En algunos casos, el gen 16S rRNA 

fue secuenciado para aislados que presentaron el mismo perfil SSCP, debido a diferencias 

relevantes en las otras características estudiadas. De acuerdo con el análisis realizado en 

BLAST, se identificaron 9 géneros (con el número de aislados indicado entre paréntesis): 

Serratia (2), Pseudomonas (14), Comamonas (1), Klebsiella (2), Bacillus (13), Citrobacter 

(4), Flavobacterium (1), Delftia (1) y Stenotrophomonas (2) (Anexo 3.8). El análisis 

filogenético por inferencia bayesiana mostró concordancia con los resultados obtenidos 

por BLAST. Los géneros de cepas previamente identificados por BLAST se agruparon en 

los clados correspondientes con probabilidad posterior >0,97 (Figura 3.2). Para algunas 

bacterias, el género se asignó de acuerdo con el perfil SSCP (Anexo 3.9), por ejemplo, el 

género Klebsiella se asignó al aislado 76h ya que tiene el mismo perfil SSCP que los 

aislados 76b y 76c2 (Anexo 3.7), ambos identificados como Klebsiella de acuerdo con el 

análisis del gen 16S rRNA (Anexo 3.8).  
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Figura 3.2. Cladograma bayesiano mostrando las relaciones filogenéticas de los 

aislamientos obtenidos de suelos rizosféricos de cacao con las cepas de referencia, con 

base en el gen 16S rRNA. Los colores indican diferentes clados que corresponden a los 

9 géneros previamente identificados por BLAST. Los números en las ramas son la 

probabilidad posterior. 

La caracterización de las bacterias evidenció que el 70% son Gram negativas. Este 

aspecto es relevante debido a que las bacterias Gram negativas y Gram positivas pueden 

presentar diferencias en la interacción con los metales tóxicos. Particularmente, la 

biosorción se ve afectada debido a diferencias en la composición de la pared celular. Las 

bacterias Gram positivas tienden a presentar una mayor capacidad de adsorción debido a 

su mayor contenido de peptidoglicano y ácido teicoico en la pared celular (Gavrilescu, 

2004). Por su parte, el menor espesor de la pared celular en las bacterias Gram negativas 

favorece la difusión intracelular de los metales (Fathollahi et al., 2021). Sin embargo, cabe 

destacar que la biosorción de los metales por las bacterias se ve afectada por las 

condiciones experimentales (Fathollahi et al., 2021).  

Según el análisis molecular de los aislados, la mayoría de bacterias hacen parte del filo 

Proteobacteria (Pseudomonas, Serratia, Comamonas, Klebsiella, Delfia, 

Stenotrophomonas, Citrobacter), seguido por Firmicutes (Bacillus) y Bacteroidota 

(Flavobacterium). El filo Proteobacteria constituye el grupo más grande y diverso de 

bacterias (Sharma et al., 2022). Es importante señalar que los filos Proteobacteria y 

Firmicutes albergan un amplio conjunto de genes de resistencia a los metales tóxicos 

(Chen et al. 2018).  La información obtenida en este estudio sobre los diferentes géneros 

bacterianos presentes en suelos cacaoteros es limitada, ya que es estimado que menos 

del 1% de las bacterias pueden ser aisladas a partir de los medios de cultivo existentes 

(Pham & Kim, 2012). Sin embargo, su importancia radica en la obtención de los aislados 

para su aplicación biotecnológica. Mediante técnicas independientes de cultivo, otros 

autores han profundizado sobre las comunidades bacterianas presentes en estos suelos 

(Cáceres et al., 2021; Jaramillo-Mazo et al., 2024). Particularmente, en suelos rizosféricos 

de cacao se ha encontrado que Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, y Actinobacteria 

representan entre el 50% y 65% del total de la abundancia relativa (Jaramillo-Mazo et al., 

2024). Cabe resaltar que, en nuestro estudio los principales géneros fueron Pseudomonas 

(14 de 54 aislados) y Bacillus (13 de 54 aislados), representando el 50% del total de las 
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bacterias aisladas. La presencia de estos géneros en la rizósfera del cacao es relevante 

debido a sus roles en la promoción del crecimiento vegetal (Wang et al., 2025), y su 

capacidad para biorremediar metales tóxicos (Fakhar et al., 2022).   

Estudios anteriores han reportado la actividad MICP de los géneros aislados en este 

trabajo: Serratia (Bhattacharya et al., 2018; Diez-Marulanda & Brandão, 2023), 

Pseudomonas (Diez-Marulanda & Brandão, 2023; Disi et al., 2022), Comamonas (Zhou et 

al., 2021), Klebsiella (Duan et al., 2023), Bacillus (Bibi et al., 2018; Li et al., 2022; Zhu et 

al., 2016), Citrobacter (Wei et al., 2022b), Flavobacterium (Ferrer et al., 1988) y 

Stenotrophomonas (Jalilvand et al., 2019). El género Delftia ha sido mencionado en un 

estudio que utilizó un consorcio para inducir la precipitación de carbonatos, donde se 

determinó la composición y abundancia microbiana utilizando Illumina MiSeq (Okyay et al., 

2016). Sin embargo, los autores mencionaron que no fue posible determinar la 

participación del género Delftia en el proceso MICP. No se encontraron otros reportes que 

evidencien la actividad MICP por parte del género Delftia, lo que implica que este es el 

primero. La obtención de bacterias pertenecientes a diferentes géneros es de interés 

porque se han reportado diferencias significativas en cuanto a la capacidad de inmovilizar 

elementos contaminantes (Kumar et al., 2023). Aunque Sporosarcina destaca en diversos 

estudios, se ha demostrado que otros géneros pueden tener porcentajes de remoción altos 

(> 90 %) (Fang et al., 2021; Taharia et al., 2024).  

3.3.2 Actividad ureolítica cuantitativa  

Las bacterias presentaron una actividad ureolítica que varió entre 0,31 ï 1,01 µmol NH4
+ 

mL-1 h-1 (Figura 3.3), donde las actividades ureolíticas más altas corresponden al género 

Bacillus (cepa 96b, 72a y 91g2). En general, se puede mencionar que las bacterias 

presentaron una actividad ureolítica similar a lo reportado para bacterias aisladas de suelos 

de cultivo de cacao (Diez-Marulanda & Brandão, 2023), aunque fue menor en comparación 

con otros reportes con valores entre 3,05 ï 23,1 µmol NH4
+ mL-1 min-1 (Bibi et al., 2018; 

Disi et al., 2022; Qiao et al., 2021). A pesar de la baja actividad ureolítica, se evidenció 

cualitativamente la capacidad de las bacterias para precipitar carbonatos (Figura 3.1). 



Capítulo 3 109 

 

 

Figura 3.3. Actividad ureolítica de las bacterias aisladas. Evaluación a través de la 

producción de amonio (NH4
+) en 48 h a 30 °C y 120 rpm utilizando medio LB 

suplementado con urea (20 g L-1). Las barras de error indican SD (n=3). 

3.3.3 Efecto de Cd sobre la actividad ureolítica  

El efecto de Cd sobre la actividad ureolítica varió para las bacterias evaluadas (Figura 

3.4). Para los aislados Comamonas sp. 76f y Stenotrophonomas sp. 67w, se observó una 

reducción en la actividad ureolítica de 55,9% y 45,7%, respectivamente. Para los aislados 

Bacillus sp. 85d y Serratia sp. 89a, la presencia de Cd incrementó la actividad ureolítica en 

41,9% y 49,3%, respectivamente. Sin embargo, no se observó diferencia significativa para 

los aislados Delftia sp. 67p y Bacillus sp. 96b. Ambos efectos (reducción y aumento) de Cd 

sobre la actividad ureolítica han sido reportados en la literatura. Por ejemplo, la actividad 

ureolítica de Enterobacter hormaechei IITISM-SA3 disminuyó (54%) cuando la 

concentración del metal aumentó de 0 a 50 mg L-1. Sin embargo, no se observaron 

diferencias significativas entre 0 mg L-1 (control) y 7 mg L-1 (Anand et al., 2024). Esto es 

similar a lo reportado para Enterobacter sp. CJW-1, donde un aumento en la concentración 

de Cd de 20 a 100 mg L-1 disminuyó la actividad ureolítica de las bacterias (Peng et al., 

2020). Por otro lado, al igual que nuestros resultados para Serratia sp. 89a, la presencia 

de cadmio (0,05 mM) estimuló la actividad ureolítica de Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b 

(Diez-Marulanda & Brandão, 2023). En contraste, se reportó la disminución de la actividad 
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ureolítica para Serratia marcescens cuando la concentración de Cd aumentó de 5 a 15 mg 

L-1 (Bhattacharya et al., 2018).  

 

Figura 3.4. Efecto de 60 mg L-1 de Cd sobre la actividad ureolítica de aislados 

seleccionados. Las barras de error indican SD (n=3). ns: no significativo, * valor p < 0,05, 

** valor p < 0,01. 

El efecto negativo de Cd sobre la actividad ureolítica se ha atribuido a la inhibición en la 

expresión de los genes ureC, ureE, ureF y ureG (Zeng et al., 2022) y la disminución del 

crecimiento bacteriano (Peng et al., 2020), sin embargo, la influencia de este último 

aspecto fue considerada al utilizar las UFC en la determinación de la actividad ureolítica. 

Es importante mencionar que la adición de Ca en el medio MICP puede aliviar la toxicidad 

inducida por Cd y reducir el impacto negativo sobre la actividad ureolítica (Fang et al., 

2021). Algunas bacterias mostraron una mayor actividad ureolítica en presencia de Cd. 

Esto podría ser una respuesta al estrés provocado por el metal, que induce su 

mineralización para reducir su toxicidad (Huang et al., 2022). 

3.3.4 Remoción de Cd en solución 

Los porcentajes de remoción de Cd variaron entre 4,4 y 87,0% (Anexo 3.10). El pH, la 

actividad ureolítica y la OD600 estuvieron entre 7,45 y 9,05 unidades de pH, 0,11 y 1,14 

µmol NH4
+ mL-1 h-1 y OD600 0,2 ï 3,4. Se observó una alta remoción de Cd para Serratia 
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sp. 89a (87,0 %), Klebsiella sp. 76h (83,4 %), Stenotrophomonas sp. 67w (82,7 %) y 

Serratia sp. 58b (80,8 %). Algunas bacterias presentaron mejor remoción en comparación 

con otros reportes (Tabla 3.1). Considerando la concentración inicial de Cd, Serratia sp. 

89a y Pseudomonas sp. 85f mostraron mayor remoción de Cd que las bacterias del mismo 

género Serratia sp 4.1a, Serratia sp. 5b y Serratia marcescens (Bhattacharya et al., 2018; 

Diez-Marulanda & Brandão, 2024), y Pseudomonas aeruginosa QD5 y QZ9 (Disi et al., 

2022), respectivamente. Otras bacterias mostraron un desempeño menor en comparación 

con la literatura; sin embargo, esto podría estar asociado con los tiempos de incubación y 

las cantidades de urea y Ca utilizadas (Liu et al., 2023), que no fueron optimizadas en este 

trabajo. Hasta donde sabemos, aquí se informa por primera vez la remoción de cadmio por 

MICP para los géneros Delftia, Flavobacterium y Klebsiella. En un estudio previo, donde 

se precipitó Cd usando lodo granular anaeróbico, la formación de CdCO3 se asoció con 

Klebsiella pneumoniae (Martínez et al., 2020), sin embargo, los autores no reportaron su 

participación directa en la precipitación de Cd vía MICP. 
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Tabla 3.1. Comparación del rendimiento de remoción de Cd por algunas bacterias aisladas en este estudio con las reportadas en la 

literatura.  

Género 

Este estudioa Literatura 

Bacteria 
R. Cd (%) 

± SD 
Bacteria R.Cd (%) 

Condiciones 
experimentales 

Referencia 

Serratia Serratia sp. 89a 87,0 ± 1,2 Serratia sp. 4.1a y 
5b 

> 99 96 ï 120 h,  
Cd (17 mg L-1),  
urea (30 g L-1),  
Ca (6,80 mM equivalente 
a 0,27 g L-1). 

(Diez-Marulanda 
& Brandão, 
2024) 

   Serratia 
marcescens 

65 96 h,  
Cd (15 mg L-1),  
urea (2% equivalente a 
20 g L-1),  
Ca (25 mM equivalente a 
1,00 g L-1) 

(Bhattacharya et 
al., 2018) 

Stenotrophomonas Stenotrophomonas sp. 
67w 

82,7 ± 0,9 Stenotrophomonas 
rhizophila 

71,3 96 h,  
Cd (aprox. 224 mg L-1),  
urea (0,5 M equivalente 
a 30,03 g L-1),  
Ca (25 mM equivalente a 
1,00 g L-1) 

(Jalilvand et al., 
2019) 

Comamonas Comamonas sp. 76f 75,5 ± 0,1 Comamonas 
testosteroni ZG2 

98,4 48 h,  
aprox. 0,0119 M CdCl2  

(Zhou et al., 
2021) 
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Género 

Este estudioa Literatura 

Bacteria 
R. Cd (%) 

± SD 
Bacteria R.Cd (%) 

Condiciones 
experimentales 

Referencia 

Bacillus Bacillus sp. 76k 68,0 ± 4,5 Bacillus 
paramycoides 

67,9 168 h,  
Cd (aprox. 6,7 mg L-1),  
urea (2% equivalente a 
20 g L-1),  
Ca (25 mM equivalente a 
1,00 g L-1) 

(Kaur et al., 
2024) 

   Bacillus sp. UR1, 
Bacillus sp UR16, 
Bacillus sp UR21 

aprox. 25,  
35,  
65  

72 h,  
Cd (aprox. 224 mg L-1),  
urea (0,7 M equivalente 
a 42,04 g L-1) 

(Wei et al., 
2022b) 

Pseudomonas Pseudomonas 85f 48,9 ± 6,2 Pseudomonas 
aeruginosa QD5 y 
QZ9   

aprox. 85 5 días,  
Cd (aprox. 11 mg L-1),  
urea (20 g L-1),  
Ca (0,1 M equivalente a 
4,00 g L-1). 

(Disi et al., 
2022) 

Citrobacter Citrobacter sp. 101a 60,3 ± 1,0 Citrobacter sp. 
UR20 

40 72 h,  
Cd (aprox. 224 mg L-1),  
urea (0,7 M equivalente 
a 42,04 g L-1) 

(Wei et al., 
2022a) 

aCondiciones experimentales en este trabajo: incubación durante 48 h a 30 °C y 130 rpm, medio LB suplementado con 
Cd (60 mg L-1), urea (20 g L-1) y Ca (1,2 g L-1). 
R.Cd: Porcentaje de remoción de Cd; SD: (Desviación estándar) 
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Curiosamente, las bacterias con mayor remoción de Cd no corresponden a las bacterias 

con mayor actividad ureolítica (Anexo 3.10, Figura 3.3). La relación entre la actividad 

ureolítica y la remoción de Cd, mostró una correlación positiva moderada (R2 = 0,3908) 

(Anexo 3.11), lo que indica que se deben considerar otros aspectos para explicar el Cd 

removido. Se ha reportado que existen varias formas de interacción entre las bacterias y 

el Cd, como la biosorción y la bioacumulación (Bravo & Braissant, 2022). En un estudio 

reciente sobre diferentes microprocesos dinámicos durante un ensayo MICP, se reportó 

que 3,97%, 36,35% y 49,27% de Cd removido se acumuló dentro de las células, fue 

adsorbido por las células y asociado con precipitados, respectivamente (Sheng et al., 

2022). Esto indica que, aunque el Cd se remueve principalmente por precipitación, puede 

existir un porcentaje relevante asociado a otras interacciones metal-bacteria. Esto refleja 

la importancia de determinar la contribución de otros mecanismos (p. ej., bioacumulación, 

biosorción) en la remoción de metales mediante MICP.  

3.3.5 Tolerancia al Cd 

Las bacterias estudiadas presentaron diferente tolerancia al Cd, con valores de CMI desde 

90 hasta 300 mg L-1 (Figura 3.5). La mayor tolerancia al Cd correspondió a Serratia sp. 

89a con un valor de 300 mg L-1, la cual es aproximadamente 3 veces mayor a la CMI 

encontrada para Stenotrophomonas sp. 67w, con la menor tolerancia. Los valores de CMI 

encontrados en este estudio son similares a los encontrados para otras bacterias aisladas 

de suelos cacaoteros (Cordoba-Novoa et al., 2023; Diez-Marulanda & Brandão, 2024). 

Para las cepas Serratia sp. 4.1a y 5b se reportó una inhibición completa del crecimiento 

bacteriano a 4,00 mM (å 450 mg L-1) (Diez-Marulanda & Brandão, 2024). Además, para 

Burkholderia sp. NB10 y P. aeruginosa NB2 se reportó una CMI de 140 mg kg-1 y para P. 

putida GB78 de 90 mg kg-1 (Cordoba-Novoa et al., 2023). Para Comamonas sp. 76f se 

encontró que una concentración de Cd de 150 mg L-1 inhibe el crecimiento bacteriano, 

indicando una mayor tolerancia a lo reportado para Comamonas sp. A13 y A23 con una 

CMI de 0,8 mM (equivalente a 90 mg L-1), aisladas de suelos de cultivos de arroz 

contaminados (Wang et al., 2020). Por su parte, la cepa Bacillus sp. 85d con una CMI de 

150 mg L-1, presentó una mayor tolerancia que la bacteria Bacillus subtilis MF497446 

aislada de la rizósfera de trigo, la cual toleró el Cd hasta una concentración de 18 mg L-1 
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(El-Nahrawy et al., 2019). En contraste, para B. cereus M4 aislada del suelo rizosférico de 

arroz, se reportó que toleraba una concentración máxima de Cd de 1000 mg kg-1 (Wang et 

al., 2019). Similar a lo encontrado en este estudio para las cepas Citrobacter sp. 101a y 

Klebsiella sp. 76b, para bacterias aisladas de suelos agrícolas irrigados con agua residual, 

se reportaron CMI de 0,5 a 2 mM (equivalente a 56 - 224 mg L-1) para Citrobacter y de 1,25 

a 1,75 (equivalente a 140 - 196 mg L-1) para Klebsiella (Ajmal et al., 2021). Por su parte, 

Stenotrophomonas sp. 67w presentó una menor tolerancia al Cd, comparada con 

Stenotrophomonas sp. CD02 aislada de un suelo agrícola contaminado con metales 

pesados, que pudo crecer en una concentración de 4 mM (equivalente a 450 mg L-1) (Chien 

et al., 2007) o la cepa Stenotrophomonas sp CIK-517Y, aislada de la rizósfera de maíz en 

un cultivo irrigado con aguas contaminadas por afluentes de una curtiembre, la cual creció 

en presencia de 500 mg L-1 de Cd (Ahmad et al., 2014). La diferencia en la tolerancia al 

Cd, podría estar relacionada con la adaptación de las bacterias para sobrevivir a un evento 

de contaminación (Bravo & Braissant, 2022). 

  

Figura 3.5. Crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de Cd, luego de un 

periodo de incubación de 48 h a 30 °C y 120 rpm. 

La CMI indica la capacidad que tienen las bacterias para crecer en presencia de Cd y es 

un requisito para evaluar su potencial en la remediación de suelos contaminados. Es 

importante debido a la toxicidad del metal y su efecto sobre el crecimiento (Bravo & 

Braissant, 2022) y la actividad ureolítica de las bacterias. Con relación a los suelos 

cacaoteros, en Colombia se han reportado concentraciones de hasta 47 mg kg-1 (Joya-

Barrero et al., 2023), y particularmente en la zona objeto de este estudio, la concentración 

máxima en los suelos fue de 21,29 mg kg-1 (Anexo 2.1), mostrando que la concentración 
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del metal no sería una limitante para la aplicación de las bacterias estudiadas (CMI desde 

90 hasta 300 mg L-1, Figura 3.5). 

Ensayos adicionales incluyendo parámetros de crecimiento de las bacterias, podrían 

ayudar a comprender mejor la tolerancia de las bacterias al Cd. En bacterias aisladas de 

suelos cacaoteros con presencia de Cd ha sido reportado que el metal puede alterar la 

fase de latencia, la tasa de crecimiento y el tiempo de generación, entre otros (Córdoba-

Novoa et al., 2023; Cáceres et al., 2021; (Diez-Marulanda & Brandão, 2023), permitiendo 

observar cuáles aislados tienen un mejor comportamiento frente al Cd.  

3.3.6 Seguimiento a la remoción de Cd en solución 

La remoción de Cd varió entre 64,9 % y 99,8 % (Figura 3.6) luego de 120 h de incubación. 

Se determinó que las bacterias Stenotrophomonas sp. 67w y Serratia sp. 89a presentaron 

la mayor capacidad de remoción de Cd con porcentajes mayores al 99 % a las 72 h. 

Bacillus sp. 85d presentó un máximo de remoción de 75,7 % (+ 4,8 %) a las 96 h.  Para 

Comamonas sp. 76f y Klebsiella sp. 76b, los porcentajes de remoción a las 120 h fueron 

de 78,3 % (+ 0,16 %) y 77,2 % (+ 4,3 %), respectivamente. El menor porcentaje de 

remoción (64,9 % + 1,2 %) lo presentó la bacteria Citrobacter sp. 101a. El aumento del 

tiempo permitió mejorar los porcentajes de remoción del metal para las bacterias 

evaluadas.  
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Figura 3.6. Seguimiento a la remoción de Cd (60 mg L-1) en solución hasta 120 h de 

incubación a 30 °C y 120 rpm. 

De forma general, se observó que la remoción de Cd ocurre principalmente en 48 h (>50%), 

como lo encontrado para las cepas Serratia sp. 4.1a y 5b en condiciones similares (Diez-

Marulanda & Brandão, 2024). En nuestro estudio, la remoción de Cd alcanzó un máximo 

a las 72 h para Stenotrophomonas sp. 67w, Serratia sp. 89a, Klebsiella sp. 76b y 

Citrobacter sp. 101a, y a las 96 h para Bacillus sp. 85d y Comamonas sp. 76f. En otro 

estudio, para la cepa Bacillus sp. GZ-22 con actividad MICP se reportó la mayor remoción 

del metal a las 10 h, partiendo de una concentración inicial de Cd 6 veces menor a la 

utilizada en nuestra investigación (Zhao et al., 2017). Esto está en línea con lo reportado 

por Qiao y colaboradores, donde el tiempo para alcanzar el máximo de remoción aumenta 

al aumentar la concentración inicial de Cd (Qiao et al., 2021). Los autores reportaron un 

máximo de remoción a las 0,5 h para concentraciones de Cd < 80 mg L-1, y de 6 h para 

160 mg L-1. Estos resultados, junto a otros reportes (Zhao et al., 2017; Qiao et al., 2021; 

Diez-Marulanda & Brandão, 2024), indican que la remoción de Cd en solución aumenta 

con el tiempo de exposición al metal. 

3.3.7 Remoción de Cd en solución mediante ensayos de 
biopreciptacion y biosorción 

En el medio de bioprecipitación (MICP) los porcentajes de remoción variaron entre 59,9 % 

y 85,2 % (Tabla 3.2). Serratia sp. 89a presentó el mayor porcentaje de remoción, y el 

menor correspondió a Citrobacter sp. 101a. Con relación al ensayo de biosorción (usando 

un medio en el cual no se induce la precipitación de carbonatos), se observó que la 
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remoción varió entre 25,0 % y 47,0 %, siendo menor a lo encontrado para el ensayo MICP 

(Tabla 3.2). De forma interesante, las bacterias con la mayor y menor remoción de Cd en 

el ensayo de biosorción, Klebsiella sp. 76b y Comamonas sp. 101a, respectivamente, 

fueron diferentes a las encontradas para el ensayo de bioprecipitación. En todos los casos, 

el porcentaje de Cd removido en el medio de biosorción fue menor comparado con el medio 

MICP para cada bacteria. La mayor variación en la remoción de Cd fue para Comamonas 

sp. 76f, con una disminución del 47,7% comparando ambos ensayos (Tabla 3.2). Estos 

resultados están en línea con lo observado para otras bacterias con actividad MICP. Para 

la cepa Bacillus sp. GZ-22 se reportó que la remoción de Cd inducida por MICP fue un 

11% mayor a lo observado para la remoción mediante bioadsorción (Zhao et al., 2017). Un 

rol menor de la biosorción fue reportado para S. marcescens y E. cloacae EMB19 donde 

solo un 7% y 12% de remoción de Cd fue observado a partir de una concentración inicial 

de 5 mg L-1 luego de 96 h (Bhattacharya et al., 2018). Adicionalmente, durante la 

inmovilización de Cu, Pb, y Zn con la bacteria ureolítica B. intermedia TSBOI, se reportó 

que la concentración de los metales en solución disminuye en la presencia de solo células 

o residuos celulares (cell debris), lo cual fue atribuido por los autores al proceso de 

biosorción (Hu et al., 2024). A partir de los resultados de Cd removido en ambos ensayos 

se puede estimar que el Cd bioprecipitado (Ecuación 3.2) para cada bacteria fue: 

Comamonas sp. 76f - 63,9 %, Bacillus sp., 85d - 55,5 %, Serratia sp. 89a - 48,4 %, 

Stenotrophomonas sp. 67w - 42,5 %, Klebsiella sp. 76b - 35,7 % y Citrobacter sp. 101a - 

34,6%. Esto indica que para Bacillus sp. 85d y Comamonas sp. 76f, más del 50% de Cd 

removido fue mediante bioprecipitación. Por otro lado, estos resultados indican que, para 

algunas bacterias, la biosorción contribuye principalmente en la remoción de Cd. 
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Tabla 3.2. Comparación de los porcentajes de remoción de Cd para los ensayos MICP y 

biosorción. 

Código 
bacteria 

Bacteria 
% Remoción de Cd 
ensayo MICP ± SD 

% Remoción de Cd ensayo 
de biosorción ± SD 

89a Serratia sp. 85,2 ± 7,9 39,1 ± 0,9 

76f Comamonas sp. 72,7 ± 3,4 25,0 ± 1,1 

85d Bacillus sp. 63,7 ± 8,3 28,4 ± 4,7 

101a Citrobacter sp. 59,9 ± 1,4 33,0 ± 4,7 

76b Klebsiella sp. 61,6 ± 8,6 47,0 ± 1,2 

67w Stenotrophomonas sp. 80,6 ± 2,6 40,4 ± 3,3 

 

3.3.8 Distribución de Cd en ensayos de bioprecipitación 

A partir de las extracciones de Cd realizadas sobre la mezcla biomasa-precipitados 

después de aplicar el proceso MICP, se observaron semejanzas en la distribución de Cd 

removido al comparar las diferentes bacterias (Figura 3.7). De forma general se puede 

mencionar que el Cd está asociado principalmente a la fracción F2, que corresponde al Cd 

extraído con HCl (Cd bioprecipitado). Los porcentajes de remoción de Cd asociados al 

fenómeno de bioprecipitación (F2) para Serratia sp. 89a (54,5%), Comamonas sp. 76f 

(58,3%), Bacillus sp. 85d (65,1%), y Stenotrophomonas sp. 67w (60,4%), fueron mayores 

al 50% del total de Cd removido. Sin embargo, para el caso de Citrobacter sp. 101a y 

Klebsiella sp. 76b, la fracción principal fue F1 (Cd extraído con EDTA: Cd bioadsorbido), 

correspondiendo al 92,8% y 56,8% respectivamente. Con relación al Cd extraído con agua 

regia (Cd bioacumulado, F3), el mayor porcentaje de remoción fue para Serratia sp. 89a 

con un valor de 6,6%, indicando que la bioacumulación tiene una baja contribución a la 

remoción de Cd. Estos resultados son similares a los encontrados para 

Pseudochrobactrum sp. DL-1, donde el análisis de distribución del metal indicó que el Cd 

fue removido principalmente mediante bioprecipitación (49,27%), seguido por bioadsorción 

(36,35%) y una menor cantidad fue acumulado (3,97%) dentro de las células bacterianas 

(Sheng et al., 2022). 
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Figura 3.7. Remoción de Cd (%) asociado a cada fracción en el ensayo de 

bioprecipitación. F1, F2 y F3 corresponden a las fracciones extraídas con EDTA (Cd 

bioadsorbido), HCl (Cd bioprecipitado) y agua regia (Cd bioacumulado), respectivamente. 

Para comparar el Cd en cada fracción, los porcentajes de remoción total de Cd fueron 

normalizados al 100%. Las barras de error corresponden a 1 desviación estándar (n=3). 

3.3.9 Distribución de Cd en ensayos de biosorción 

Para establecer la validez de la distribución de Cd encontrada en el ensayo de 

bioprecipitación, el mismo procedimiento fue aplicado para el ensayo de biosorción, donde 

se esperaba que el Cd no estuviese asociado a F2 debido a que en este ensayo no se 

indujo la precipitación de carbonatos.  Sorprendentemente, los resultados fueron similares 

al comparar el ensayo de bioprecipitación y biosorción, ya que, en este último, la fracción 

F2 (extraída con HCl) fue la principal para Serratia sp. 89a, Comamonas sp. 76f, Bacillus 

sp. 85d y Stenotrophomonas sp. 67w (Figura 3.8). Por su parte, para la fracción extraída 

con EDTA (F1) se obtuvo porcentajes del 1,6 % al 63,8 %. Considerando que en este 

medio no se indujo la precipitación de carbonatos, las fracciones F1 y F2 corresponden a 

Cd bioadsorbido. El hecho de encontrar Cd asociado a F2 indica que la solución de EDTA 

no extrajo todo el Cd bioadsorbido. Esto indica que en el ensayo de bioprecipitación 

(sección 3.3.8) el Cd bioadsorbido asociado a la fracción F1 está probablemente 
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subestimado. Los resultados encontrados pueden ser explicados al considerar la 

capacidad que tienen diferentes soluciones para extraer el Cd bioadsorbido. Se ha 

reportado que el HCl tiene una mayor capacidad que el EDTA para extraer el Cd 

bioadsorbido (Shen et al., 2021; Vishan et al., 2019). Además, diferencias en la interacción 

metal-bacteria (e.g. intercambio iónico, complejación o atrapamiento físico) afectan la 

capacidad de desorción del metal por diferentes soluciones extractoras (Shen et al., 2021). 

Por otro lado, en el estudio de Sheng y colaboradores, los autores reportaron una 

metodología para determinar el Cd precipitado, bioadsorbido y bioacumulado, que se 

basaba en la separación inicial de los precipitados carbonatados y la biomasa mediante 

centrifugaciones debido a diferencias en la densidad (Sheng et al., 2022), sin embargo, en 

el presente estudio esta separación no fue posible probablemente debido a la agregación 

de la biomasa y de los precipitados, o la tendencia de las bacterias a adherirse a superficies 

minerales (Rodriguez-Navarro et al., 2012).  

 

Figura 3.8. Remoción de Cd asociado a cada fracción en el ensayo de biosorción. F1, F2 

y F3 corresponden a las fracciones extraídas con EDTA (Cd bioadsorbido), HCl (Cd 

bioadsorbido) y agua regia (Cd bioacumulado), respectivamente. Para comparar el Cd en 

cada fracción, los porcentajes de remoción total de Cd fueron normalizados al 100%. Las 

barras de error corresponden a 1 desviación estándar (n=3). 

A partir de la evaluación del potencial para la biorremediación de Cd, se encontró que la 

cepa Stenotrophomonas sp. 67w se destacó al alcanzar una remoción mayor al 99 % en 

72h (sección 3.3.6). Por otro lado, Bacillus sp. 85d, presentó un alto porcentaje de Cd 
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bioprecipitado (secciones 3.3.7 y 3.3.8). Con lo anterior, estas dos bacterias fueron pre-

selecionadas para analizar sus precipitados. 

3.3.10 Análisis de bioprecipitados 

Los análisis de Difracción de Rayos X (DRX) mostraron la formación de vaterita para los 

precipitados de Bacillus sp. 85d y Stenotrophomonas sp. 67w, debido a los picos 

caracter²sticos observados alrededor de 20Á, 24Á, 27Á, 32Á, 43Á, 50Á y 55Á de 2ɗ (Figura 

3.9). La vaterita es uno de los polimorfos del carbonato de calcio comúnmente encontrado 

en ensayos utilizando bacterias con actividad MICP (Dhami et al., 2013), a pesar de ser 

menos estable que la calcita (Kitamura, 2001). Se ha señalado que el polimorfo de 

carbonato de calcio (calcita, aragonita, o vaterita) formado en ensayos MICP está 

relacionado con la bacteria y la composición del medio utilizado (Chuo et al., 2020), aunque 

no existe consenso sobre estos aspectos. En un estudio utilizando diferentes fuentes de 

Ca (cloruro de calcio, acetato de calcio, nitrato de calcio y lactato de calcio), se reportó que 

el cloruro de calcio favorece la formación de vaterita (Seifan et al., 2016), lo cual concuerda 

con lo encontrado en nuestro estudio. Sin embargo, el uso de esta fuente de calcio no 

implica la formación exclusiva de este polimorfo. Para el caso de Sporosarcina pasteurii 

KCTC 3558, usando diferentes fuentes de calcio, incluyendo el cloruro de calcio, se 

observó la formación de precipitados que correspondían a mezclas de vaterita y calcita 

(Gorospe et al., 2013). Ha sido reportado que las bacterias pueden influir en el polimorfo 

obtenido, debido a características particulares de la pared celular o la producción de 

sustancias poliméricas extracelulares. Weng y colaboradores realizaron un estudio 

utilizando dos sistemas para inducir la precipitación de carbonatos, uno en el cual se 

utilizaba Sporosarcina pasteurii (ATCC 11859) y otro con ureasa comercial (Wen et al., 

2020). Los autores reportaron que el sistema con la bacteria induce la formación de vaterita 

mientras que el sistema con la enzima comercial induce la formación de calcita. Por otra 

parte, durante el proceso MICP se encontró que las células bacterianas de Bacillus cereus 

LV-1 no promueven la formación de vaterita, señalando que otros factores como el pH, 

influyen en mayor medida en la obtención de este polimorfo (Yang et al., 2022). También 

se ha señalado que el polimorfo obtenido podría estar asociado a diferencias en la 

actividad ureasa de las bacterias (Saracho et al., 2020). Esto indica que se necesitan más 
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estudios para explicar la obtención de vaterita mediante Bacillus sp. 85d y 

Stenotrophomonas sp. 67w.  

 

Figura 3.9. Difractograma de los precipitados de Bacillus sp. 85d y Stenotrophomonas 

sp. 67w. Los picos de referencia de la vaterita fueron tomados de la base de datos del 

software XôPer HighScore Plus. Las fechas indican señales características de la vaterita. 

Por su parte, el análisis de Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) mostró diferentes 

morfologías en los precipitados (Figura 3.10), donde se destaca para Bacillus sp. 85d 

precipitados como agujas y esferas (Figura 3.10a-b) y para Stenotrophomonas sp. 67w la 

presencia de bacterias calcificadas (Figura 3.10c). En otros estudios se ha observado la 

formación de precipitados con forma esférica (Sheng et al., 2022) y como agujas (Li et al., 

2013) resultado del proceso MICP. La presencia de vaterita esférica (Jin et al., 2024) 

concuerda con los resultados obtenidos por DRX. Sin embargo, la morfología de agujas 

que corresponde a aragonita (Chang et al., 2017) no fue observada en el difractograma, 

probablemente por una baja proporción en los precipitados obtenidos. Por otro lado, el 

análisis EDX indicó la presencia de Cd en los precipitados (Figura 3.10). En el caso de 

Bacillus sp. 85d, el Cd presentó porcentajes en masa de 1,41% y 1,10 % (Figura 3.10a-b) 

y para Stenotrophomonas sp. 67w de 0,33% y 0,90% (Figura 3.10c-d). El análisis también 

evidenció la presencia de N y P que pueden corresponder a sustancias exopoliméricas 
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(Qiao et al., 2021) o bacterias calcificadas (Lv et al., 2023), lo que explicaría además 

porqué la proporción de C, Ca y O, difiere de lo esperado para el CaCO3 (Sheng et al., 

2022). Esto concuerda con las bacterias calcificadas observadas por SEM (Figura 3.10c).  

A partir del análisis de los precipitados mediante espectrofotometría de absorción atómica, 

se determinó que los precipitados de Bacillus sp. 85d con forma de agujas tenían un 

porcentaje de Cd en masa de 0,57%, superior al encontrado para los precipitados con 

forma esférica (0,32% de Cd). Por su parte, los precipitados de Stenotrophomonas sp. 67w 

presentaron una menor presencia de Cd (0,19%) comparado con Bacillus sp. 85d. El 

porcentaje obtenido mediante absorción atómica es diferente al encontrado por EDX 

debido a que este último realiza un análisis de solo la superficie de los precipitados. Estos 

resultados confirman que el proceso MICP permite precipitar el Cd en solución. 

En conjunto, los resultados obtenidos para el ensayo de bioprecipitación, biosorción y 

análisis de precipitados, indican que podrían utilizarse 3 aproximaciones diferentes para 

establecer el porcentaje de Cd bioprecipitado: 

a) La realización de ensayos de bioprecipitación (en medio MICP) y biosorción, permite 

calcular el Cd bioprecipitado a partir de la diferencia de Cd removido en ambos ensayos.  

b) La distribución de Cd evaluada mediante el uso de diferentes soluciones extractoras en 

etapas secuenciales, permitiría determinar cuánto Cd está siendo biosorbido, 

bioprecipitado y bioacumulado. Sin embargo, se requieren más estudios evaluando 

diferentes soluciones extractoras, que en principio permitan extraer con mayor selectividad 

el Cd bioadsorbido y/o bioprecipitado, para no obtener valores sub- (o sobre-) estimados.  

c) A partir de la cuantificación de Cd mediante técnicas de análisis elemental, como 

espectroscopia de absorción atómica, se puede determinar la cantidad de Cd en los 

precipitados carbonatados mediante su disolución en HCl.  
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Figura 3.10. Micrografías SEM y sus respectivos espectros EDX para los precipitados de 

las cepas Bacillus sp. 85d (a-b) y Stenotrophomonas sp. 67w (c-d) obtenidos luego de 15 

días en medio LB suplementado con urea (20 g L-1), Ca (1,2 g L-1) y Cd (60 mg L-1) a 30 

°C y 120 rpm. Wt %: weight, At %: atomic %. 



126 MITIGACIÓN DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE 

BACTERIAS UREOLÍTICAS 

 

 

 

3.4 Conclusiones 

En este estudio se aislaron 54 bacterias ureolíticas tolerantes a Cd de suelos de la rizósfera 

de cacao de fincas productoras en Santander, Colombia. Dentro de las 10 bacterias con 

mayor remoción de Cd (60,3 ï 87,0 %) se encuentran los géneros Serratia, Klebsiella, 

Stenotrophomonas, Comamonas, Bacillus y Citrobacter. Una revisión exhaustiva de la 

literatura permite indicar que, se reporta por primera vez la actividad MICP para el género 

Delftia y la remoción de Cd por MICP para los géneros Delftia, Flavobacterium y Klebsiella. 

Esto indica que el aislamiento continuo de nuevas cepas es relevante para desarrollo de 

la biotecnología MICP.  

La evaluación del potencial de las cepas Serratia sp. 89a, Comamonas sp. 76f, Bacillus 

sp. 85d, Citrobacter sp. 101a, Klebsiella sp. 76b y Stenotrophomonas sp. 67w para 

bioprecipitar Cd, indicó que las concentraciones de Cd reportadas para suelos cacaoteros 

no representa un factor limitante para la aplicación MICP. 

A partir de los ensayos de bioprecipitación y biosorción se evidenció que un porcentaje 

relevante de Cd es removido por bioadsorción. Por esta razón, el potencial MICP debe 

considerar la contribución de este mecanismo de inmovilización del metal. A partir de los 

porcentajes de Cd biopreipitado, se seleccionó la cepa Bacillus sp. 85d para la aplicación 

MICP en suelos cacaoteros estudiados en esta investigación. 
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3.6 Anexos 

Anexo 3.1. Cebadores utilizados para el análisis SSCP y la identificación molecular de 
aislamientos ureolíticos. 

Cebador Secuencia (5ô - 3ô) 

Temperatura 
de 

anillamiento 
(°C) 

Tamaño 
esperado 

del 
amplicón 

(bp) 

Referencia 

519F 
CAGCMGCCGCGGTAATAC 

55 å400 

(Schwieger & 
Tebbe, 1998) 

909R 
CCGTCAATTCATTTGAGT (Kato et al., 

1997) 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
55 å1500 

(Weisburg et 
al., 1991) 1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 

 

Anexo 3.2. Master Mix para reacciones de PCR 

Reactivo 
Concentración en 

solución stock 
Concentración final en 

PCR 

Buffer 10X 1x 

Mg2+ 50 mM 1,5 mM 

dNTP 10 mM 0,2 mM 

cebador 1492R o 909R  
(regiones V4-V5) 

10 mM 0,4 mM 

cebador 27F o 519F  
(16S rRNA) 

10 mM 0,4 mM 

Taq Polimerasa 5 U/µL 1 U/µL 
*El volumen de reacción se completó con agua libre de nucleasas. 
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Anexo 3.3. Extracción secuencial de Cd en ensayos de bioprecipitación y biosorción. 
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Anexo 3.4. Diferencias cualitativas de la actividad ureolítica (a) y MICP (b) de algunas 
bacterias aisladas en el estudio. Los precipitados se observaron con un microscopio óptico 
(CX31 Upright Microscope, Olympus) y se tomaron fotografías con un teléfono celular. 
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Anexo 3.5. Caracterización morfológica macroscópica de bacterias ureolíticas con 
actividad MICP aisladas de suelos rizosféricos de cacao en medio de cultivo con Cd (5 mg 
kg-1). 

N° 
Código 

cepa 
Tamaño Forma Margen Opacidad Color Elevación Textura 

Código 
IBUN 

1 58b Medio Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Suave 04461 

2 63c Pequeño Circular Entero Opaca Crema Plana Suave 04462 

3 76f Pequeño Irregular Ondulado Traslucida Crema Plana Mucoide 04463 

4 76h Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04500 

5 76i Pequeño Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04496 

6 85d Pequeño Circular Entero Traslucida Crema Plana Mucoide 04466 

7 85f Puntiforme N.D. N.D. N.D. Crema N.D. Mucoide 04467 

8 85j Puntiforme N.D. N.D. N.D. Crema N.D. Mucoide 04468 

9 89a Medio Circular Entero Opaca 
Roja/ 

Anaranjada 
Convexa Suave 04469 

10 89b Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04501 

11 91d Puntiforme N.D. N.D. N.D. Crema N.D. Mucoide 04471 

12 92f Pequeño Irregular Ondulado Opaca Crema Plana Suave 04502 

13 92h1 Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04472 

14 92h2 Grande Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04473 

15 95a Grande Irregular Ondulado Traslucida Crema Convexa Suave 04503 

16 95d Grande Irregular Lobulada Traslucida Crema Convexa Suave 04474 

17 95e1 Pequeño Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04504 
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N° 
Código 

cepa 
Tamaño Forma Margen Opacidad Color Elevación Textura 

Código 
IBUN 

18 101a Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04470 

19 101c Puntiforme N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. Suave 04476 

20 101h Grande Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04477 

21 67a Pequeño Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04505 

22 67g Medio Irregular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04506 

23 67i Grande Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04478 

24 67l Grande Circular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04479 

25 67p Grande Irregular Ondulado Traslucida Crema Plana Mucoide 04481 

26 67q Pequeño Circular Entero Opaca Amarilla Convexa Suave 04482 

27 67r Grande Circular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04480 

28 69f Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04507 

29 69i Grande Irregular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04508 

30 69j Pequeño Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04509 

31 69t Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04484 

32 69r Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04483 

33 69x Grande Irregular Ondulado Opaca Crema Plana Suave 04485 

34 72l Grande Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04486 

35 96b Grande Irregular Ondulado Opaca Crema Pulvinada Suave 04488 

36 96k Grande Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04487 

37 96o Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04510 

38 96p Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04511 

39 96q Grande Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04512 
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N° 
Código 

cepa 
Tamaño Forma Margen Opacidad Color Elevación Textura 

Código 
IBUN 

40 72a Pequeño Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Suave 04489 

41 72e2 Pequeño Irregular Ondulado Traslucida Amarilla Plana Suave 04490 

42 72f Grande Irregular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04513 

43 72k Pequeño Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04491 

44 76b Pequeño Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04464 

45 76c1 Medio Irregular Lobulada Opaca Crema Convexa Suave 04499 

46 76c2 Pequeño Circular Entero Opaca Crema Convexa Mucoide 04465 

47 76k Grande Irregular Ondulado Opaca Amarilla Convexa Suave 04492 

48 91g1 Medio Irregular Ondulado Opaca Amarilla Convexa Mucoide 04514 

49 91g2 Grande Rizoide Rizoide Opaca Crema Convexa Suave 04494 

50 91h Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04495 

51 92g1 Pequeño Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04493 

52 92g2 Grande Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Suave 04498 

53 95e2 Pequeño Irregular Ondulado Opaca Crema Convexa Mucoide 04475 

54 67w Medio Circular Entero Opaca Amarilla Convexa Mucoide 04497 

N.D.: no determinado. 
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Anexo 3.6. Tinción de Gram y morfología microscópica de bacterias ureolíticas con 
actividad MICP aisladas de suelos rizosféricos de cacao. 

N° 
Código 

cepa 

Tinción 
de 

Gram 
Forma N° 

Código 
cepa 

Tinción 
de 

Gram 
Forma 

1 58b - Bacilo 28 69f + Bacilo 

2 63c - Bacilo 29 69i - Bacilo 

3 76f - Bacilo 30 69j + Bacilo 

4 76h - Bacilo 31 69t - Bacilo 

5 76i - Bacilo 32 69x + Bacilo 

6 85d + Bacilo 33 69r - Bacilo 

7 85f - Bacilo 34 72l - Bacilo 

8 85j - Bacilo 35 96b + Bacilo 

9 89a - Bacilo 36 96o - Bacilo 

10 89b - Bacilo 37 96p - Bacilo 

11 91d - Bacilo 38 96q - Bacilo 

12 92f - Bacilo 39 96k - Bacilo 

13 92h1 + Bacilo 40 72a + Bacilo 

14 92h2 + Bacilo 41 72e2 - Bacilo 

15 95a - Bacilo 42 72f - Bacilo 

16 95d - Bacilo 43 72k - Bacilo 

17 95e1 - Coco 44 76b - Bacilo 

18 101a - Bacilo 45 76c1 + Bacilo 
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N° 
Código 

cepa 

Tinción 
de 

Gram 
Forma N° 

Código 
cepa 

Tinción 
de 

Gram 
Forma 

19 101c - Bacilo 46 76c2 - Bacilo 

20 101h + Bacilo 47 76k + Bacilo 

21 67a - Bacilo 48 91g1 + Bacilo 

22 67g - Bacilo 49 91g2 + Bacilo 

23 67i - Bacilo 50 91h + Bacilo 

24 67l - Bacilo 51 92g1 + Bacilo 

25 67q - Bacilo 52 92g2 + Bacilo 

26 67p - Bacilo 53 95e2 - Bacilo 

27 67r - Bacilo 54 67w - Bacilo 
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Anexo 3.7. Perfiles SSCP de las regiones V4-V5 del gen 16S rRNA de aislados de 
suelos rizosféricos de cacao. Cada carril indica el código de la cepa evaluada. 
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Anexo 3.8. Identificación de bacterias aisladas de suelos rizosféricos de cacao en 
Santander ï Colombia. Con base en los perfiles SSCP diferenciados y las características 
analizadas, se seleccionaron 40 aislados para realizar la identificación molecular mediante 
la amplificación del gen 16S rRNA utilizando los cebadores 27F y 1492R. 

N° 
Código 

cepa 
Código del 
perfil SSCP 

Identificación* 

Identidad 
(%) - Código de 

acceso de 
secuencia de 

mayor similitud 
en GenBank 

Código de 
acceso 

GenBank 

1 58b A Serratia marcescens 99 - MN330072.1 PQ497376 

2 63c B Pseudomonas sp. 99 - KY324893.1 PQ497377 

3 
76f C 

Comamonas 
testosteroni 

99 - JQ361660.1 PQ497394 

4 
76b D 

Klebsiella 
michiganensis 

99 - MN999990.1 PQ497391 

5 
76c2 D 

Klebsiella 
michiganensis 

99 - MN999990.1 PQ497393 

6 76i E Pseudomonas sp. 99 - OK274034.1 PQ497395 

7 85d F Bacillus toyonensis 100 - MT605503.1 PQ497374 

8 
85f G 

Pseudomonas sp. 
CMR5c 

99 - CP027705.1 PQ497373 

9 
85j H 

Pseudomonas sp. 
BW7P1 

99 - CP103374.1 PQ497372 

10 89a I Serratia sp. 99 - MK156456.1 PQ497371 

11 101a O Citrobacter sp. 100 - CP047606.1 PQ497358 

12 
91d J 

Pseudomonas sp. 
BW7P1 

99 - CP103374.1 PQ497370 

13 92h1 K Bacillus cereus 99 - MT642947.1 PQ497365 

14 
92h2 L 

Bacillus 
thuringiensis 

99 - CP044978.1 PQ497364 
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N° 
Código 

cepa 
Código del 
perfil SSCP 

Identificación* 

Identidad 
(%) - Código de 

acceso de 
secuencia de 

mayor similitud 
en GenBank 

Código de 
acceso 

GenBank 

15 95d M Citrobacter sp 99 - CP060662.1 PQ497363 

16 95e1 N Citrobacter sp 99 - CP042534.1 PQ497361 

17 101c P Flavobacterium sp. 99 - JF772477.1  PQ497357 

18 
101h Q 

Bacillus 
thuringiensis 

100 - MT534551.1 PQ497356 

19 
67i R 

Pseudomonas sp. 
AM2(2011) 

99 - HQ600988.1 PQ497378 

20 
67l S 

Pseudomonas 
fluorescens 

99 - MN585724.1 PQ497379 

21 
67r S 

Pseudomonas 
fluorescens 

100 - MN585724.1 PQ497382 

22 67p T Delftia tsuruhatensis 100 - MT374262.1  PQ497380 

23 
67q W 

Stenotrophomonas 
sp. TD3 

99 - KP313737.1 PQ497381 

24 
69r Y 

Pseudomonas sp. 
BW7P1 

99 - CP103374.1 PQ497384 

25 
69t Y 

Pseudomonas sp. 
BW7P1 

99 - CP103374.1 PQ497385 

26 69x Z Bacillus pacificus 99 - OP114834.1 PQ497386 

27 72l b Pseudomonas sp. 99 - MT386197.1 PQ497390 

28 96k d Pseudomonas sp. 100 - MG491613.1 PQ497359 

29 96b  Bacillus cereus 99 - KC182060.1 PQ497360 

30 72a ◖ Bacillus sp. 99 - MT505107.1 PQ497387 

31 
72e2 ♬ 

Pseudomonas 
mosselii 

100 - MK503435.1 PQ497388 

32 72k  Pseudomonas sp. 99 - MT386197.1 PQ497389 

33 76k ― Bacillus toyonensis 100 - MT605501.1 PQ497375 
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N° 
Código 

cepa 
Código del 
perfil SSCP 

Identificación* 

Identidad 
(%) - Código de 

acceso de 
secuencia de 

mayor similitud 
en GenBank 

Código de 
acceso 

GenBank 

34 92g1 ― Bacillus sp. MG1-4 99 - KP992166.1  PQ497367 

35 91g2 ű Bacillus mycoides 100 - JX856133.1 PQ497369 

36 
91h ⱥ 

Bacillus 
proteolyticus 

100 - MT573794.1 PQ497368 

37 95e2  Citrobacter sp. 99 - CP042534.1 PQ497362 

38 
67w  

Stenotrophomonas 
maltophilia 

100 - KY910086.1 PQ497383 

39 92g2 - Bacillus cereus 100 - KT818807.1  PQ497366 

40 76c1 - Bacillus thuringiensis 99 - KT714039.1 PQ497392 

* Nombre de los aislamientos con mayor porcentaje de identidad del análisis BLAST. 

 

 

Anexo 3.9. Género asignado a algunas bacterias según el perfil SSCP. 

 

N° 
Código 

cepa 
Código del 
perfil SSCP 

Identificación 
putativa 

1 76h D Klebsiella sp. 

2 95a M Citrobacter sp. 

3 67a R Pseudomonas sp. 

4 67g R Pseudomonas sp. 

5 72f  Pseudomonas sp. 

6 91g1 ― Bacillus sp. 

7 89b I Serratia sp. 
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Anexo 3.10. Remoción de Cd en solución acuosa por bacterias ureolíticas aisladas de 
suelos rizosféricos. 

 

N° 
Identificación 

molecular 
Código 

cepa 
Remoción 
de Cd (%) 

N° 
Identificación 

molecular 
Código 

cepa 
Remoción 
de Cd (%) 

1 Serratia sp. 89a 87,0 27 Bacillus sp. 96b 38,4 

2 Klebsiella sp.b 76h 83,4 28 Bacillus sp. 92g1 37,4 

3 Stenotrophomonas sp. 67w 82,7 29 Bacillus sp. 91h 36,9 

4 Serratia sp. 58b 80,8 30 Bacillus sp. 101h 34,7 

5 Serratia sp. 89b 78,6 31 Delftia sp. 67p 32,8 

6 Comamonas sp. 76f 75,5 32 Pseudomonas sp.b 67a 27,2 

7 Bacillus sp. 76k 68,0 33 Pseudomonas sp. 72l 26,0 

8 Bacillus sp. 85d 65,4 34 N.I.c 96q 25,4 

9 Klebsiella sp. 76b 62,2 35 Pseudomonas sp. 67l 24,3 

10 Citrobacter sp. 101a 60,3 36 Pseudomonas sp. 96k 22,8 

11 Citrobacter sp. 95e1 59,1 37 N.I.c 96p 18,3 

12 Citrobacter sp. 95d 58,2 38 N.I.c 96o 18,2 

13 Citrobacter sp.b 95a 56,6 39 N.I.c 69j 17,8 

14 Bacillus sp. 76c1 56,5 40 Bacillus sp. 92h2 14,3 

15 Flavobacterium sp. 101c 56,4 41 Pseudomonas sp. 67i 14,1 

16 Klebsiella sp. 76c2 56,2 42 Pseudomonas sp.b 67g 12,1 

17 Bacillus sp. 92h1 53,5 43 Bacillus sp. 72a 9,1 

18 Stenotrophomonas sp. 67q 49,2 44 Pseudomonas sp. 69t 7,7 

19 Pseudomonas sp. 85f 48,9 45 Pseudomonas sp. 69r 7,6 

20 Pseudomonas sp. 92f 48,2 46 N.I.c 69f 7,3 
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N° 
Identificación 

molecular 
Código 

cepa 
Remoción 
de Cd (%) 

N° 
Identificación 

molecular 
Código 

cepa 
Remoción 
de Cd (%) 

21 Pseudomonas sp. 63c 48,1 47 Pseudomonas sp.b 72f 5,9 

22 Pseudomonas sp. 76i 47,9 48 Pseudomonas sp. 72k 5,7 

23 Pseudomonas sp. 72e2 47,0 49 N.I. 69i 5,3 

24 Pseudomonas sp. 91d 45,5 50 Pseudomonas sp. 67r 4,4 

25 Pseudomonas sp. 85j 45,3 51 Bacillus sp. a 91g1 N.D.a 

26 Bacillus sp. 69x 44,4 52 Bacillus sp.a 91g2 N.D.a 

27 Citrobacter sp. 95e2 42,4 54 Bacillus sp.a 92g2 N.D.a 
aN.D.: No determinado. Estas cepas no crecieron en el medio utilizado con 60 mg L-1 de Cd. 
bIdentificación putativa según perfil SSCP. 
cN.I.: No identificada. Algunas bacterias no se identificaron porque no mostraban características de interés para 
este trabajo. 

 

Anexo 3.11. Correlación entre la actividad ureolítica y la eliminación de Cd de bacterias 
aisladas de suelos rizosféricos. 

 

 

 



 

4. Cap²tulo 4: Evaluaci·n de la aplicaci·n de 
una bacteria ureol²tica con actividad MICP 
para la biorremediaci·n de Cd en suelos 
cacaoteros 

Resumen gráfico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



154 MITIGACIÓN DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE 

BACTERIAS UREOLÍTICAS 

 

 
 

Resumen 

En este capítulo se presenta el estudio relacionado con la aplicación de la bacteria 

ureolítica Bacillus sp. 85d para la inmovilización de Cd en suelos cacaoteros mediante 

MICP. Se realizaron dos tipos de experimentos, uno a nivel de laboratorio utilizando dos 

suelos con diferentes concentraciones de Cd (SA: 5,44 mg kg-1 y SB: 1,62 mg kg-1) y otro 

a nivel de vivero (suelo SV, con una concentración de Cd de 2,56 mg kg-1). Se realizó un 

seguimiento durante 3 meses del pH, la actividad ureolítica y la distribución de Cd en los 

suelos mediante extracción secuencial. A nivel de laboratorio, los resultados mostraron 

que, en 5 días, la aplicación MICP con Bacillus sp. 85d aumentó significativamente (valor 

p < 0,05) el pH y la actividad ureasa del suelo, lo cual favoreció al aumento de la fracción 

carbonatada de 19,4 ± 0,8 % a 25,3 ± 1,2 % y de 21,4 ± 0,5 % a 36,8 ± 3,7 % para los 

suelos SB y SA, respectivamente. Además, disminuyó la fracción intercambiable de Cd de 

18,6 ± 0,9 % a 13,5 ± 2,5 % y del 26,6 ± 0,3 % al 17,6 ± 1,28 % para SB y SA, 

respectivamente, reduciendo así el Cd disponible. Este comportamiento fue similar a nivel 

de vivero. Después de 3 meses, para ambos experimentos, la fracción intercambiable 

aumentó, lo cual fue atribuido a la reducción del pH en el suelo. Por otro lado, el 

experimento en vivero mostró que no hubo cambios significativos en la concentración de 

Cd en la planta de cacao con la aplicación MICP de Bacillus sp. 85d.  
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4.1 Introducción 

Dentro del contexto de suelos agrícolas, la aplicación de la precipitación de carbonatos 

inducida microbiológicamente de bacterias ureolíticas ha permitido disminuir el Cd 

intercambiable mediante su precipitación carbonatada, disminuyendo de esta forma la 

disponibilidad del metal en suelos para el cultivo de arroz y trigo (Yan et al., 2024; Zhao et 

al., 2024). Además, la exploración y aplicación de bacterias con actividad MICP aisladas 

de suelos rizosféricos ha permitido encontrar cepas con buen desempeño en la 

precipitación de Cd (Jalilvand et al., 2019; Yan et al., 2024), reflejando la importancia de 

evaluar nuevas cepas aisladas de la rizósfera de cacao como parte de esta investigación.  

Un aspecto relevante es la estabilidad del tratamiento en el tiempo, la cual aún no es clara. 

En el tratamiento de un suelo enriquecido con Cd 20 mg kg-1 en un experimento utilizando 

arroz, luego de 30 días de la aplicación de bacterias ureolíticas (Burkholderia sp. 1ï22 o 

Bacillus sp. 6ï6) fue observado el aumento de la facción carbonatada (8 % - 10 %) junto a 

un aumento del pH del suelo rizosférico con relación al control (Yan et al., 2024). Sin 

embargo, Wang y colaboradores reportaron que durante el tratamiento MICP de otro suelo 

agrícola con Lysinibacillus fusiformis, el Cd precipitado inicialmente fue convertido a Cd 

intercambiable debido a la disminución del pH luego de 30 días (Wang et al., 2024). Lo 

anterior indica que la eficacia del tratamiento MICP puede variar según el suelo a ser 

tratado, por lo que es relevante evaluar su aplicación en suelos cacaoteros, prestando 

atención a la estabilidad del tratamiento.   

El objetivo de esta etapa de la tesis fue evaluar la aplicación MICP de Bacillus sp. 85d para 

disminuir la disponibilidad de Cd en suelos cacaoteros estudiados en esta investigación. 

Se realizó un experimento a nivel de laboratorio para establecer los cambios en la 

distribución de Cd una vez aplicada la MICP, monitoreando el ensayo a través del pH y la 

actividad ureolítica, durante 3 meses. Además, el efecto de los tratamientos en presencia 

de la planta de cacao se determinó en condiciones de vivero. 

4.2 Materiales y métodos 

4.2.1 Muestras de suelo 

Las muestras de suelo cacaotero fueron obtenidas del cultivo de cacao en la finca La Perla, 

en ubicaciones establecidas a partir del muestreo realizado al inicio de esta investigación 
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(Capitulo 2). Se recolectaron 3 suelos cacaoteros en zonas con diferentes niveles de Cd 

(de 0,5 a 10 mg kg-1). Un suelo fue utilizado para el ensayo de vivero y dos para el 

experimento a nivel de laboratorio. Todos los suelos fueron secados al aire luego de su 

recolección. El suelo para el experimento a nivel de vivero fue mezclado con vermicompost 

en una proporción 2:1, con el fin de adecuar el suelo a los requerimientos nutricionales de 

la planta de cacao. El vermicompost utilizado fue otorgado por los propietarios de la finca 

Los Cedros, quienes lo preparan a partir de estiércol de cabras criadas en la misma finca. 

La adición de vermicompost también fue realizada para los suelos tratados a nivel de 

laboratorio con el fin de mantener esta condición experimental.  

Las concentraciones de Cd (determinadas mediante espectrofotometría de absorción 

atómica) en los suelos luego de la adición del vermicompost fueron de 1,62, 2,56 y 5,44 

mg kg-1, respectivamente. El vermicompost presentó una concentración de Cd de 0,4 mg 

kg-1, que correspondió aproximadamente a un 2%, 5% y 8% de Cd en SA, SV y SB, 

respectivamente. Las muestras de suelo con concentraciones de 1,62 y 5,44 mg kg-1 fueron 

utilizadas para el experimento a nivel de laboratorio, y codificadas como SB y SA (haciendo 

referencia a Suelo con Bajo y Alto nivel de Cd), respectivamente. Por su parte, el suelo con 

concentración de 2,56 mg kg-1 fue utilizado en el ensayo de vivero y codificado como SV 

(haciendo referencia a Suelo para Vivero). Los análisis fisicoquímicos del vermicompost y 

de los suelos SB, SA y SV, antes y después de su mezcla con el vermicompost pueden 

ser observados en los Anexo 4.1y Anexo 4.2. El análisis de pH, Ca, Mg, K, Na, P, acidez 

intercambiable y capacidad de intercambio catiónico, carbono total, nitrógeno total y 

textura, fue realizado en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de Agronomía de 

la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá. 

El suelo SV se caracterizó (Anexo 4.1) por ser ácido (pH = 4,48) con presencia de aluminio 

intercambiable, lo cual inhibe el crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo una limitante 

ya que reduce la disponibilidad de nutrientes como N, K, Ca2+, Mg2+ y P (Rosas-Patiño et 

al., 2017). El carbono presentó niveles bajos (1,39%), debido a que las características 

climáticas de la zona no favorecen los procesos de acumulación de materia orgánica o 

carbono en suelo; por el contrario, se estimula su meteorización. Los macroelementos 

claves para la nutrición mineral de las plantas como el Ca (6,41 meq 100g -1) y el Mg (2,61 

meq 100g -1), se encontraron en niveles medios, mientras que el K (0,86 meq 100g -1) 
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estuvo en un nivel alto. Sin embargo, la disponibilidad de estos elementos podría verse 

afectada por el aluminio intercambiable debido al bajo pH. Por estas razones, se realizó la 

mezcla del suelo SV con vermicompost, buscando mejorar sus condiciones fisicoquímicas. 

Luego de mezclar el suelo SV con el vermicompost, se mejoró su fertilidad, incrementando 

los valores pH, cationes intercambiables, carbono, nitrógeno y disminuyendo la acidez 

intercambiable (Anexo 4.1). De esta forma se consiguieron las características químicas 

agronómicas para un buen desarrollo de las plántulas de cacao en vivero. Según la 

evaluación edafoclimática de las tierras del trópico bajo colombiano para el cultivo de cacao 

publicado por García y colaboradores (García et al., 2007), se cumplen con los criterios 

básicos de aptitud para la siembra de cacao. Además, según (van Vliet et al., 2015) esta 

mezcla presentaría características similares a otros estudios donde el crecimiento de 

plantas de cacao se dio sin necesidad de fertilización adicional.  

4.2.2 Bacteria y medio 

Para los ensayos se utilizó la bacteria Bacillus sp. 85d, seleccionada a partir de los 

resultados observados en ensayos previos. Bacillus sp. 85d hace parte de las bacterias 

con mayor actividad ureolítica (mejores 6), destacó al evaluar la contribución de la 

bioprecipitación en los ensayos de remoción de Cd en solución y presentó la mayor 

cantidad de Cd en el análisis de los precipitados (Capítulo 3). Para los ensayos a nivel de 

laboratorio y de vivero, la bacteria fue inoculada (OD600 = 1,8) en medio LB (diluido 10 

veces, LB1/10, pH = 7,0) suplementado con urea 40 g L-1 y Ca 43,6 g L-1 (Li et al., 2024b; 

Peng et al., 2020; Wang et al., 2024b). 

4.2.3 Tratamiento de los suelos a nivel de laboratorio y 
experimento de vivero 

El tratamiento de los suelos en ambos experimentos (a nivel de laboratorio y de vivero) se 

dividió en dos etapas: inicialmente la bacteria fue aplicada con urea y Ca, para inducir la 

bioprecipitación de Cd (etapa 1), y posteriormente la bacteria fue aplicada sin urea ni Ca 

(etapa 2) para mantener la bacteria y continuar favoreciendo el proceso MICP, debido a 

que las bacterias son cruciales en el proceso de precipitación (Wang, et al., 2024a). Los 

tratamientos fueron aplicados por inundación para favorecer el establecimiento de la 

bacteria. Considerando que se utilizaron suelos sin esterilizar, la adición de urea y Ca (sin 
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bacteria) podría generar la estimulación de la microbiota ureolítica nativa de los suelos, 

resultando en actividad MICP (Chen & Achal, 2019). De acuerdo con lo anterior, la 

aplicación de Bacillus sp. 85d + urea + Ca, y de urea + Ca (sin bacteria), fueron 

considerados como tratamientos MICP. En ambos ensayos se utilizó un diseño 

experimental completamente al azar.  

Los ensayos a nivel de laboratorio se realizaron en cubetas plásticas (Figura 4.1), 

utilizando 150 g de suelo (SA y SB). 

 

Figura 4.1. Ensayo MICP en suelos cacaoteros SB (tapa roja) y SA (tapa azul) a nivel de 

laboratorio. 

Los tratamientos aplicados están descritos en la Tabla 4.1. Cada tratamiento fue realizado 

con 5 réplicas. Estos ensayos contaron con dos controles: el control 1, que consistía en la 

adición de sólo agua (C1SA y C1SB), y el control 2, que consistía en la adición de sólo 

bacteria (C2SA y C2SB, considerado como control debido a que no se adiciona urea, la 

cual es necesaria para llevar a cabo el proceso MICP), ambos con 3 réplicas. El tratamiento 

de suelos mediante MICP ha sido evaluado previamente en triplicado (Liao et al., 2023; Liu 

et al., 2021; Yang et al., 2024), sin embargo, los tratamientos contaron con más réplicas 

debido a que se esperaba una mayor variación con relación a los controles. La etapa 1 de 

los tratamientos se aplicó el primer día del experimento y 5 días después. Por su parte, la 

etapa 2 fue aplicada 1 y 2 meses después. Para monitorear el ensayo se tomaron muestras 

previamente a la aplicación de los tratamientos (al inicio de los experimentos, a los 5 días, 

y a los meses 1 y 2), y una última muestra al mes 3 (final del ensayo). Es decir, el 

experimento duró en total 3 meses.  
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Tabla 4.1. Tratamientos aplicados para el ensayo nivel de laboratorio.  

Código Etapa 1 Etapa 2 

C1SB, C1SA  
(Control 1, n=3) 

15 mL de agua 15 mL de agua 

C2SB, C2SA  
(Control 2, n=3) 

15 mL de agua inoculada 
con Bacillus sp. 85d (OD600 

å 1,8) 

15 mL de agua inoculada 
con Bacillus sp. 85d (OD600 

å 1,8) 

SBT1, SAT1  
(n=5) 

15 mL de medio LB1/10 
suplementado con urea (40 

g L-1) y Ca (43,6 g L-1) e 
inoculado con Bacillus sp. 

85d (OD600 å 1,8) 

15 mL de agua inoculada 
con Bacillus sp. 85d (OD600 

å 1,8) 

SBT2, SAT2  
(n=5) 

15 mL de medio LB1/10 
suplementado con urea (40 
g L-1) y Ca (43,6 g L-1), sin 

bacteria 

15 mL de agua 

Para el experimento se utilizó 150 g de suelo, de tal forma que la urea corresponde a 0,40% (p/p) y el Ca a 
0,44% (p/p).  
 

El experimento de vivero se realizó en la finca La Estación (6°39'13.2"N 73°30'28.4"O) en 

El Carmen del Chucurí, Santander, Colombia (Figura 4.2) a 709 m.s.n.m. Esta finca se 

encuentra en la vereda Honduras Bajo, al igual que las fincas Los Cedros y La Perla, donde 

se aislaron las rizobacterias ureolíticas con actividad MICP (Capítulo 3). Esta región se 

caracteriza por tener un régimen de lluvias bimodal. Se utilizaron bolsas plásticas llenadas 

con 1,2 kg del suelo SV. En cada bolsa se sembraron semillas individuales de cacao 

IMC67, el cual es recomendado para ser usado como patrón, es decir, que aporta la raíz 

en árboles bajo modelos de injertación (Palencia et al., 2007). El vivero contaba con 

polisombra negra y durante el tiempo del experimento la temperatura promedio fue 25,3 

°C y la humedad relativa promedio de 88,0 %. Las plántulas fueron regadas con agua de 

grifo cada 2 días en ausencia de lluvias. Para el control de Phytophthora spp. se utilizó el 

fungicida ridomil (0,5 kg ha-1, 15 días después de aplicar tratamientos en el mes 1 y 2), y 

el control de maleza se realizó manualmente.   
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Figura 4.2. Fotografías del Ensayo MICP con el suelo cacaotero SV en vivero. 

Los tratamientos aplicados están descritos en la Tabla 4.2. SVT1 y SVT2 corresponden a 

la aplicación de Bacillus sp. 85d + urea + Ca en LB1/10, y de urea + Ca (sin bacteria) en 

LB1/10, respectivamente. Por su parte, CSV es el control del experimento. Cada tratamiento 

y el control contaron con 15 unidades experimentales, donde cada unidad experimental 

consistió en una semilla/planta por bolsa. La etapa 1 de los tratamientos se aplicó el primer 

día del experimento y 5 días después. Esto se realizó previamente a la siembra de las 

semillas. Por su parte, la etapa 2 fue aplicada 1 y 2 meses después de la siembra de las 

semillas. Para monitorear el ensayo se tomaron muestras de suelo antes de la aplicación 

de los tratamientos y 3 meses después de la siembra de las semillas. Este periodo de 

tiempo permite el desarrollo de la planta a nivel de vivero. La semilla germina en 

aproximadamente 5 días y el tiempo normal de estadía en vivero es de 3-4 meses (Jaimes 

et al., 2022). 

Transcurridos 3 meses luego de la siembra de las semillas, el material vegetal fue 

recolectado y analizado para determinar la concentración de Cd en raíces, hojas y tallos, 

según la metodología descrita anteriormente (Capítulo 2). El crecimiento de las plantas se 

evaluó mediante la altura (desde la base de la planta hasta la parte apical del tallo) y el 

número de hojas, a los 3 meses de crecimiento (Castañeda et al., 2021; Villacorta et al., 

2021). 






























































