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Resumen y Abstract IX

Resumen

MITIGACION DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE BACTERIAS
UREOLITICAS

La presencia de metales toxicos en suelos agricolas es una problematica 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 fabricacién de alimentos. Por esta razdn, se establecieron diversas regulaciones
sobre el contenido maximo 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 i Colombia, y propicié la basqueda
de estrategias para mitigar la disponibilidad de Cd en los suelos cacaoteros. El uso de
bacterias ureoliticas capaces de inducir la precipitacién de carbonatos, es una alternativa
biotecnoldgica que ha sido empleada para la biorremediacién de suelos contaminados con
Cd. De esta forma, en esta investigacion se evalu6 el aprovechamiento de rizobacterias
aisladas de fincas cacaoteras de Santander, que inducen la precipitacion de carbonatos,

como estrategia de mitigacion de Cd en suelos cacaoteros.

En la primera etapa de la investigacion, se recolectaron suelos cacaoteros rizosféricos, no
rizosféricos, y material vegetal de la planta de cacao. Se determiné la presencia de Cd y
se realiz6é un estudio sobre la disponibilidad del metal en ambos tipos de suelos. Ademas,
se determind su correlacion con el Cd presente en la planta. El contenido de Cd pseudo-
total y disponible (Cd-DTPA) fue mayor en los suelos rizosféricos en comparacion con los
suelos no rizosféricos. Mediante estadistica clasica y multivariada, se encontraron
diferencias entre las asociaciones de Cd disponible con propiedades del suelo (pH, Cd
pseudo-total, Ca, Mg, K, Na, carbono orgénico del suelo (SOC), P, Zn, actividad ureasa,

acidez intercambiable y capacidad de intercambio cationico), al comparar ambos tipos de
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suelos. El carbono organico del suelo y el Zn fueron impulsores importantes de Cd

disponible en los suelos rizosféricos.

En la segunda etapa, se realiz6 el aislamiento de 54 bacterias ureoliticas capaces de
inducir la precipitacion de carbonatos, a partir de suelos rizosféricos de cacao, y se evalud
su capacidad para precipitar el Cd en un medio de cultivo con una concentracién de 60 mg
L. Estas bacterias exhibieron actividades ureoliticas entre 0,31y 1,01 pumol NHs*mL?* h't
y porcentajes de remocién de Cd entre 4,4 % y 87,0 % en 48 h. Dentro de las 10 bacterias
con mayor remocién de Cd (60,3 % 1 87,0 %) se encontraron los géneros Serratia,
Klebsiella, Stenotrophomonas, Comamonas, Bacillus y Citrobacter. El estudio del proceso
de remocion de Cd en solucibn mostré que la bioadsorcion contribuye de forma
significativa durante los ensayos de bioprecipitacion, por lo que es importante considerar
este aspecto para evaluar el potencial de las bacterias. Considerando lo anterior, se
selecciond la cepa Bacillus sp. 85d para su aplicacién en suelos cacaoteros.

Finalmente, se evalu6 la aplicacion de la bacteria ureolitica Bacillus sp. 85d para la
inmovilizacién de Cd en suelos cacaoteros a nivel laboratorio y de vivero. Para ambos
experimentos, los resultados mostraron que la aplicacion de la bacteria permitié la
precipitacion carbonatada de Cd intercambiable de los suelos cacaoteros en 5 dias. Sin
embargo, luego de 3 meses, el Cd en la fraccion carbonatada disminuyd, lo cual fue
atribuido a la reduccion del pH. Ademas, no se observaron cambios significativos en la
concentracion de Cd en la planta de cacao para el experimento en vivero, luego del

tratamiento con la bacteria.

Este estudio demostré que el contenido de Cd en los suelos rizosféricos de la planta de
cacao tiene una mayor correlacién con el Cd en la planta, comparado con los suelos no
rizosféricos, lo que aumenta el entendimiento de la dinamica de Cd en el sistema suelo-
cacao. Ademas, se evidencio el potencial de las rizobacterias ureoliticas que inducen la
precipitacion de carbonatos para la mitigacion de Cd disponible en los suelos cacaoteros.
El tratamiento de suelos cacaoteros con Bacillus sp. 85d establece una linea base para

entender la aplicabilidad de esta biotecnologia.

Palabras clave: Cadmio, cacao, suelo rizosférico, bacterias ureoliticas, 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 i 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* was evaluated. These bacteria exhibited ureolytic activities
between 0.31 and 1.01 pumol NHs* mL* h' and Cd removal percentages between 4.4%
and 87.0% in 48 h. Among the 10 bacteria with the highest Cd removal (60.3% 1 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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Introduccioén

El cadmio es un metal toxico que ha sido encontrado en suelos agricolas alrededor del
mundo. A pesar de no presentar funciones bioldgicas 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 disfuncién renal,
edema pulmonar, hipertension, y dafios en el sistema 06seo, el higado 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 formacién a partir de lutitas, areniscas, calizas y rocas siliceas con altos
niveles del metal (Mendoza et al., 2020; Gomez & 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 razén, en diversos paises impusieron limites
maximos permitidos del metal. La Unién Europea, Australia, Nueva Zelanda, Rusia, el
estado de California en los Estados Unidos, China, Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay
y Venezuela cuentan con regulacién sobre el Cd en productos como el chocolate y la
cocoa, con valores entre 0,1y 1,2 mg kg* (Maddela et al., 2020). Por su parte, en Colombia
no existe una regulacion sobre el contenido de Cd en productos derivados del cacao (Bravo
et al., 2024a).

La regulacion de Cd sobre productos derivados de cacao y su presencia en la planta,
motivo a investigadores e instituciones en diversos paises para desarrollar estrategias que
permitan disminuir la presencia del metal en los granos. La Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, por sus siglas en inglés) y la Organizacion de la Naciones Unidas Para la

Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglaseninglés),p u b | i ¢ &ode of practice i
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for the prevention and reduction of cadmium contamination in cocoa beanso(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 produccion, la cosecha,
postcosecha y el transporte. Esto indica que la mitigacién 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 dinamica de Cd en el sistema
suelo-planta. Principalmente, se ha investigado sobre cémo las propiedades del suelo
afectan la disponibilidad de Cd (Bravo et al., 2021; Chavez et al., 2015; Rodriguez
Albarracin et al., 2019). Sin embargo, poco se sabe sobre la disponibilidad del metal en los
suelos rizosféricos, los cuales son afectados por la accién de las plantas (Sterckeman &
Thomine, 2020). Por otro lado, aunque diversas estrategias de mitigacién de Cd en suelos
cacaoteros han sido evaluadas, (Arglello et al.,, 2023; Ramtahal et al., 2019), la

problematica aun persiste.

La precipitacién de carbonatos inducida microbiolégicamente (MICP) se ha propuesto
como una alternativa biotecnoldgica viable, costo-eficiente y eco-amigable para la
biorremediacion 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
absorcion por parte de las plantas. Particularmente, se han encontrado resultados
promisorios utilizando bacterias ureoliticas con actividad MICP (Han et al., 2020; Zhao et
al., 2024). No obstante, su aplicacién en suelos agricolas aln es limitada, y la estabilidad

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

El objetivo de este trabajo de investigacion consistio en evaluar el uso de rizobacterias
ureoliticas que inducen la precipitacion de carbonatos aisladas de fincas cacaoteras, como
estrategia de mitigacion de Cd en suelos cacaoteros

Esta tesis se dividié en cuatro capitulos:

El primer capitulo (Marco Tedrico), 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 regulacion 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 mitigacion de Cd en los suelos
cacaoteros. Finalmente, se indican los objetivos de esta investigacion.

El segundo capitulo aborda el estudio de la disponibilidad de Cd en los suelos cacaoteros
de dos fincas ubicadas en Santander i Colombia. En este se determind la distribucion de
Cd y su relacion con propiedades quimicas y la actividad ureasa en suelos rizosféricos y
no-rizosféricos de la planta de cacao. Se utilizaron herramientas estadisticas para
establecer diferencias entre ambos suelos, y para estudiar los cambios en las correlaciones
de Cd disponible con las propiedades del suelo evaluadas. Mediante andlisis
geoestadisticos se evaluaron los patrones de distribucion espacial de Cd disponible.
Ademas, se investigo la relacién entre el Cd en la planta con el Cd en los suelos rizosféricos

y no-rizosféricos.

En el tercer capitulo se encuentra lo relacionado con el aislamiento de rizobacterias
ureoliticas con actividad MICP, a partir de suelos rizosféricos de cacao que contienen el
metal. Esta parte de la investigacion incluye la caracterizacion de los aislados y su
identificacion molecular. Se evalu6 el potencial MICP de algunas bacterias pre-
seleccionadas para bioprecipitar el Cd, a través del estudio del porcentaje de Cd
inmovilizado mediante bioprecipitacion, bioadsorcién y bioacumulacién en ensayos MICP
y de biosorcion. Ademas, se selecciond una bacteria para ser aplicada en suelos

cacaoteros con Cd, en la tltima etapa de esta investigacion.

El cuarto capitulo corresponde a la evaluacién de la aplicacion de una rizobacteria
ureolitica 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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1.1 Cadmio: caracteristicas y regulacién en cacao

El Cadmio (Cd) es un elemento que se encuentra de forma natural en el medio ambiente,
principalmente como Cd?*. En el suelo, los principales absorbentes son la materia organica
(unido a través de grupos carboxilicos y fendlicos), oxihidréxidos de Fe, Mn, y Al (unido a
través de grupos hidroxilo), y minerales arcillosos. ElI metal puede unirse mediante
procesos de sorcién que pueden ser descritos por la siguiente ecuacién general para los

grupos hidroxilo superficiales S-OH (Smolders & Mertens, 2013):
Ecuacion 1.1:
3/ ( #AP 3HKHA (

La ecuacidn anterior indica que en condiciones acidas el Cd tiende a ser desorbido de la
matriz del suelo. Este fendGmeno también se ve favorecido por competencia con iones como
el Ca?*, Zn?* y Mn?* (Loganathan et al., 2012). Una vez en la solucién del suelo, el Cd
puede estar libre como catién divalente Cd?*, 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 poblacion 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 -, segun la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC, 2012). Un caso conocido de intoxicacion por Cd

derivada del consumo de alimentos ocurrié en Japoén 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 Cdy su presencia en alimentos propiciaron el control y regulacién del metal.
La WHO/FAOQO, sugiere para la ingesta mensual tolerableun | 2 mi te de 25
kg de peso corporal (FAO/WHO, 2011), equivalente a una ingesta diaria tolerable de 0,83
€eg Cd por c adeorpdral Pa sugaste, la Autoddad Europea para la Seguridad
Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés), sugiere una ingesta semanal tolerable de 2,5
Hg Cd por cada 1 kg de peso corporal (EFSA, 2012), equivalente a una ingesta diaria
tolerable de 0,36 g Cd por <cada 1 Kkacualies2,dveeoinferiar alp
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 paises cuentan con niveles maximos
permitidos de Cd (Maddela et al., 2020), la regulacién europea adquiere relevancia debido
a que es el principal mercado del cacao Latinoamericano (Meter et al., 2019). En el afio
2019 entr6 en vigor la legislacion europea No 488/2014 (COMMISSION REGULATION EU,
2014) sobre el contenido maximo permitido de Cd en productos derivados de cacao (Tabla
1.1).

Tabla 1.1 Concentracién maxima permitida de Cd en productos derivados de cacao

segun regulacién europea No 488/2014.

Contenido de cacao Cd (mg kg™?)
O 30 % 0,10
> 30 % y | 0,30
> 50 % 0,80
Cacao en polvo 0,60

En esta regulacion, los limites se establecen segun el porcentaje de cacao presente en los
productos, donde la mayor concentracion permitida es de 0,80 mg kg*. Esta regulacion
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

£ g

or al

Cd

po
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l a concentraci-n de Cd fApermisibled sobre | os
chocolate con un contenido de cacao de 90%, el limite seguro de Cd en los granos de

cacao es de 0,9 mg kg?! (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 limites no oficiales entre 0,5 mg kg'y 1,1 mg kg* (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 concentracion promedio de Cd de
2,17 + 2,71 mg kg* 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 4rea plantada de cacao produce granos que superan una concentracion de 0,6
mg kg (usado como un umbral seguro para la generaciéon de productos que cumplan la
regulacion europea) (Vazquez4le Castro et al., 2024). Por su parte, en la regién del Piura,
en Perq, 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 regulacion europea (Villar et al., 2022).
Es decir, la presencia de Cd en el cacao representa un problema econémico 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*
con concentraciones que varian de 0,01 mg kg* a 1 mg kg* (Kubier et al., 2019), aunque
su contenido podria ser mayor debido a su origen geogénico. Por ejemplo, en suelos
asociados a lutitas negras (ricas en materia organica), calizas y fosforitas alrededor del
mundo, se han encontrado altos niveles de Cd (Liu et al., 2017). Sin embargo, cabe resaltar
gue de forma general la contribucién natural de Cd en la contaminacion 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 combustion y el uso de fertilizantes
introducen artificialmente altas cantidades de Cd en el suelo (Kubier et al., 2019). En un
andlisis de zonas agricolas ubicadas principalmente en China, Jap6n y Europa, fue
encontrado que las fuentes de Cd siguen el orden: deposicion atmosférica > irrigacion >

fertilizacion > estiércol de ganado > otros aditivos agricolas (e.g. lodos residuales), aunque
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cabe destacar que la fertilizacién lleg6 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 agricolas (Grant, 2018).

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

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

paises, y también seguln la region evaluada dentro de cada pais (Tabla 1.2).

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

paises de América Latina.

Pais Regidn Minimo | Maximo | Promedio Referencia
Colombia A nivel nacional 0,01 27,00 1,43 (Bravo et al., 2021)

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

, Departamento de (Joya-Barrero et al.,
Colombia Santander 8 47 27 2023)

. Departamento de .

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

, Departamento de (Rodriguez Albarracin
Colombia Cundinamarca N.R. N.R. 10,68 et al., 2019)
Colombia | SiefraNevadade | _; 1,11 0,12 (Guarin et al., 2024a)

Santa Marta
Ecuador Sur de Ecuador 0,88 2,45 1,54 (Chavez et al., 2015)
Ecuador A nivel nacional 0,02 6,90 0,44 (Arguello et al., 2019)
, Cuenca del (Scaccabarozzi et al.,
Peru AMazonas 11 3,2 N.R. 2020)
Provincia de
Pert Bagua, 1,02 3,54 1,7 (Oliva et al., 2020)
Amazonas
Trinidad y | 01 de Trinidad | N.R. N.R. 0,98 (Lewis et al., 2021)
Tobago
Costa Brunca, Huetar
Ri Caribe, Huetar <0,1 1,05 0,22 (Carrillo et al., 2023)
ica
Norte
Departamentos
de Santa
Honduras | Bérbara, Cortés, N.R. N.R. 0,25 (Gramlich et al., 2018)
Atlantida, Yoro y
Gracias a Dios

*Determinado mediante extraccion con acidos 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, Boyaca y Cundinamarca (Bravo et al., 2021). En Peru,
los mayores niveles de Cd han sido encontrados en las regiones de Tumbes y Piura al
noroeste del pais (Thomas et al., 2023). Esto indica que existen zonas criticas con relaciéon
a la presencia de Cd, que requieren especial atencién. Por otro lado, es importante sefialar
gue, de forma general, el Cd en los suelos cacaoteros ha sido asociado a un origen
geogénico (Arguello et al., 2019; Bravo et al., 2021; Meter et al., 2019). Solo en casos
puntuales (fincas especificas), 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 concentracion 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 porcion del total del metal
presente en el suelo (Kim et al., 2015). En esta investigacion el Cd disponible se considera
como la fraccion del contenido del cadmio mas mévil, que puede ser absorbido por las
plantas. Diferentes metodologias 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
correlacion entre el Cd extraido y el Cd presente en la planta de cacao. Los gradientes
difusivos en peliculas delgadas (método DGT por su siglas en inglés) (Gramlich et al.,
2017, 2018), extracciones con Mehlich 3 (Chavez et al., 2015) o el &acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) (Ramtahal et al., 2016) son empleados cominmente
para determinar el Cd disponible en los suelos cacaoteros, mostrando una buena
correlacion con el Cd presente en la planta de cacao. Concentraciones promedio de Cd
disponible (DTPA) de hasta 7,78 mg kg* se han encontrado en suelos cacaoteros
(Rodriguez Albarracin et al., 2019).

De forma general la disponibilidad de Cd en los suelos se ve afectada por el pH, la materia
organica, la competencia con otros metales como el Zn, y el Ca, la capacidad de
intercambio catiénicay 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 organica, CEC y el pH (Bravo et al., 2021; Chavez et al., 2015; Rodriguez
Albarracin et al., 2019).
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Es importante mencionar que ademas de las propiedades fisicoquimicas del suelo, las
plantas también pueden influir en la disponibilidad de Cd; estas secretan sustancias a
través de las raices que pueden alterar las propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas
del suelo (Hinsinger et al., 2009). La porcién del suelo alrededor de las raices y bajo su
influencia se conoce como rizésfera (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 secrecién de protones (H*) o de acidos organicos por parte
de las raices pueden modificar la disponibilidad de Cd mediante acidificacion o formacién
de complejos, respectivamente (Sterckeman & Thomine, 2020). El efecto rizosférico sobre
la disponibilidad de Cd ha sido evidenciado en diversas plantas. La acidificacion en la
rizosfera fue sefialada como un posible mecanismo para la movilizacién de Cd por la planta
de trigo (Li et al., 2014). En otro estudio se demostré que las raices de diferentes genotipos
de arroz influyen sobre el comportamiento quimico de Cd, especialmente en la fraccién
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 raices. Esto esta soportado por la presencia del metal en los suelos cacaoteros
(seccion 1.2), y ha sido evidenciado mediante la aplicacion de un isotopo de Cd en el
suelo y su enriquecimiento en la planta (Vanderschueren et al., 2023). Mediante esta
aproximaciéon, en un estudio hidropénico rastreando el isotopo estable %8Cd, fue
encontrado que el metal es absorbido a través de las raices y transportado por el xilema
hacia la parte aérea de las plantulas de cacao (tallos y hojas), acumulandose
principalmente en el tallo, y luego es redistribuido a través del floema (ej., hacia hojas
nuevas) (Blommaert et al., 2024). Esto esta en linea con resultados previos en arboles de
cacao, que indicaron la acumulacion de Cd en las ramas y su redistribucién hacia los

granos (Blommaert et al., 2022).
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A nivel global, la concentracion de Cd en los granos de cacao provenientes de paises
Latinoamericanos es superior comparada con Asia o Africa (de 0,02 mg kg! a
1,14 mg kgt) (Vanderschueren et al., 2021). En este punto, es importante mencionar que
existe una clara variacion en los contenidos de Cd en los granos (Tabla 1.3), y no se puede
generalizar por regién. Por ejemplo, para Colombia en un estudio a nivel nacional, se
encontré que en el Departamento de Santander la concentracion de Cd vari6é entre 0,02
mg kgty 15,20 mg kg* con un promedio de 2,17 mg kg y para el departamento de Arauca
estuvo entre 0,1 mg kgty 9,79 mg kg* con un promedio de 3,81 mg kg* (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 critico de 0,6 mg kg (Arguello et al., 2019; Chavez et al., 2015), es evidente la
problematica entorno a la presencia de Cd en los granos de cacao.

Tabla 1.3 Concentraciéon de Cd (mg kg?') en granos de cacao en algunos paises de

Ameérica Latina.

Pais Region Minimo | M&ximo | Promedio Referencia
Colombia A nivel nacional 0,02 15,20 2,17 (Bravo et al., 2024a)
Colombia De"a/:tame”to de | 532 1,19 078 (Bravo et al., 2024b)

rauca
Colombia Depzrr:fil(r)r;ir;;o de | 907 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 (Arguello et al., 2019)
, Provincia de .
Peru Bagua, Amazonas 0,14 5,12 0,99 (Oliva et al., 2020)
Peru Huanuco 0,20 12,56 2,46 (Zug et al., 2019)
Coleccion de
Trinidad y cacao en el ;
International Cocoa | 0,17 2,31 1 (Lewis et al., 2018)
Tobago
Genebank,
Trinidad
Costa Brur_lca, Huetar _
Rica Caribe, Huetar 0,12 3,23 0,56 (Carrillo et al., 2023)
Norte
Departamentos
Santa Barbara,
Honduras | Cortés, Atlantida, N.R. N.R. 11 (Gramlich et al., 2018)
Yoro y Gracias a
Dios

N.R: No Reportado
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1.5 Theobroma cacao L.

El cacao es un arbol (Figura 1.1) tropical nativo de la cuenca amazonica, cuyo nhombre
cientifico 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
varian 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 Ultima la mas susceptible
(Afoakwa et al., 2008).

Figura 1.1 Arbol de cacao. Fotografia tomada en la finca La Perla. Fuente: propia.

El arbol de cacao adquiere una altura que varia entre 3 my 5 m en condiciones de cultivo,
y se caracteriza por tener una raiz principal (pivotante) que sirve de soporte, y raices
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
secundari as, conocidas como fAhor que t(Besea,, que
2019). Los frutos del arbol (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 mucilago de color blanco. La semilla de cacao esta compuesta por dos
cotiledones y un embrion, recubiertos por una testa (Perea, 2019). La semilla sin testa es

la materia prima utilizada para la fabricacion de chocolate.

Como parte de la instalacion del cultivo de cacao, las plantulas se obtienen en viveros,
donde crecen alrededor de 3 a 4 meses antes de ser llevadas a sitio definitivo (Pinzon et
al., 2008). La produccién de plantas en vivero se realiza mediante injertacion: en este
modelo, se utiliza un material vegetal conocido como patrén, el cual aporta el sistema
radicular, y mediante la injertacién de otro material genético, se obtienen la parte aérea
(copa) y productiva de la planta (Jaimes et al., 2022). El patrén se debe caracterizar por
tener buen vigor y tolerancia a enfermedades, como por ejemplo el cultivar IMC67
(Castafneda et al., 2021). Una vez en campo, la renovacion de una plantacién de cacao
puede llegar a darse hasta después de 30 afos (Arvelo et al., 2017). La produccién de

granos de cacao se puede observar en la Figura 1.2.

Desarrollo y maduracién del fruto (mazorcas)

g TR

Propag:

=

acion

T Siembra en #

e sitio
i definitivo |

granos recubiertos
por mucilago

cacota

Figura 1.2 Descripcion general sobre la produccion de granos de cacao. El descacote
implica abrir la mazorca para sacar los granos de cacao recubiertos con mucilago.

Fuente: propia.
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1.6 Sector cacaotero en Colombia

La produccién de cacao en el mundo se centra en Africa con un 70%, seguido por
Latinoamérica con un 17% (Figura 1.3). El principal pais productor es Costa de Marfil,
seguido por Ghana (ambos en Africa) e Indonesia (en Asia). Dentro de los mayores
productores a nivel mundial, Colombia se ubica en la posicion numero 10 (Figura 1.3),
después de Ecuador (posicién 4), Brasil (posicién 7), Peru (posicién 8) y Republica

Dominicana (posicion 9) (FAO, n.d.).
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Figura 1.3. Produccién de cacao a nivel global y Top 10 de paises productores para el
afio 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 econdmica del cacao en Colombia se ve reflejada en el sustento a mas de
60.000 familias cacaocultoras (https://www.fedecacao.com.co) y en el aumento de la
produccion anual que paso6 de 46 739 toneladas en el afio 2013 a 59 831 toneladas en el
afio 2023 (FEDECACAO, 2024). El principal productor de cacao en Colombia es el
departamento de Santander, que para el afio 2023 cont6 con una participacion de 34,44%,
seguido por Arauca (16,20%), Antioquia (8,69%), Huila (8,59%), Narifio (6,47%) y Tolima
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(5,77%) (FEDECACAO, 2024). Estos 5 departamentos producen el 80% del cacao

colombiano (Figura 1.4).

Porcentaje de cacao
producido

4,44%
/ Cesar
Cérdoba 3,05 Norte de
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Figura 1.4 Porcentaje de produccion de cacao por departamentos de Colombia para el
afio 2023. Los departamentos con un porcentaje < 1% no son etiquetados. Datos
obtenidos de FEDECACAO, 2024.



18 MITIGACION DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE
BACTERIAS UREOLITICAS

1.7 Tratamiento de suelos cacaoteros con Cd para
mitigar la presencia del metal en el cacao

De forma general, la investigacion sobre la mitigacion de Cd en el cacao ha sido abordado
desde 2 perspectivas principales: 1) la busqueda de cultivares con baja acumulacién
de Cd y 2) el tratamiento de los suelos para disminuir la disponibilidad del metal.
Algunos autores han sefialado que debe darse prioridad a la seleccion de cultivares de
baja acumulacién de Cd (Wade et al., 2022). En ese sentido, teniendo en cuenta el modelo
de injertacion, una aproximacion es el uso de patrones con baja acumulacién del metal,
aungue sus efectos en la mitigacion de Cd en la planta aiin no son claros (Fernandez-Paz
etal., 2021). Ademas, este enfoque esta restringido a escenarios de renovacion de cultivos
0 de nuevas plantaciones y, por otro lado, limitar los cultivares de cacao con base en el
criterio de baja acumulacién de Cd, podria 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 aplicacién de
enmiendas como materiales de encalado, yeso, biocarbén y suplementacion de Zn
(Vanderschueren et al., 2021). En un estudio donde se evalud la aplicacion de varias dosis
de Ca(OH), y biocarb6n comercial en condiciones in vitro, en vivero y en campo, se
encontré que las enmiendas permitieron reducir el Cd disponible en un 80% - 85% in vitro
(Ramtahal et al., 2019). En invernadero, la aplicacion de Ca(OH). y biocarbén
disminuyeron la concentracion de Cd en las hojas (biocarbén - 63% del control y Ca(OH).
- 48% del control) luego de 2 meses, sin embargo, la eficacia del biocarbén disminuy6 en
el tiempo (89% del control en 6 meses). Estos resultados no fueron consistentes a nivel de
campo, donde el biocarbén tuvo un mejor desempefio en la reduccion de Cd en las hojas
comparado con Ca(OH). luego de 6 meses, lo cual fue atribuido en parte a la pérdida del
Ca(OH): por lluvias intensas. En todos las casos (in vitro, vivero y campo) se observo que
los efectos dependian de la dosis, y finalmente fue recomendada la aplicacion

complementaria de ambas enmiendas para disminuir el Cd en el cacao.
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Arguello y colaboradores (Arguello et al., 2023) evaluaron la aplicacion de caliza
pulverizada (2,0 y 4,0 Mg ha't y'?), yeso (2,0 y 4,0 Mg ha' y'!) y compost (12,5 and 25 Mg
ha'! y'!) a nivel de campo en dos fincas cacaoteras con suelos de pH diferentes (6,6, y
5,1) durante 30 meses. Se encontrd que la aplicacion de caliza en el suelo acido, disminuyé
en un factor de 1,56 la concentracién de Cd en las hojas luego de 30 meses, pero no se
observé ningun 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 aplicacién, pero este efecto no se observé a los 30 meses. A pesar de la disminucion
de Cd en las hojas, ningun efecto significativo se observo en la concentracion de Cd en los
granos luego de 30 meses en ninguna de las dos fincas. A nivel de laboratorio, la
combinacion del compost y la caliza (8 Mg ha'!) mostr6 una mayor reduccién de Cd
disponible en el suelo comparado con las aplicaciones individuales. Los autores
concluyeron que los resultados contrastantes se deben en parte a la traslocacién de Cd
desde otras partes de la planta hacia los granos y a la penetracion de las enmiendas, este

ultimo siendo una limitante en la aplicacion de estos materiales.

Por otro lado, considerando la baja penetraciébn de los materiales de encalado, otras
enmiendas como el yeso (CaS0O.), 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 evalué la aplicaciéon de yeso (1,54 g kg?) en 6 suelos con
diferente nivel de CEC (6 cmolc.kg? - 50 cmolc.kg?) y Ca?* en solucién (1,3 mM - 17 mM)
(Arguello et al., 2022). La aplicacion de yeso permitié reducir la concentracion de Cd en las
hojas de cacao solo en el suelo con la mayor CEC y Ca en solucion, sefialando que esta
condicion seria una limitante para su aplicacion en campo. Aunque el mecanismo mediante
el cual el yeso disminuye la disponibilidad de Cd autn no es claro, este podria contribuir con
la disminucion 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 biotecnoldgico.
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1.8 Biorremediacion de suelos cacaoteros con Cd
mediante bacterias

El uso de bacterias con caracteristicas distintivas como un tamafo pequefo, adaptabilidad
y mudltiples interacciones metal-bacteria, las torna candidatos plausibles para la
biorremediacion de metales potencialmente téxicos (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 aplicaciéon 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 concentracion de Cd (del 28,74% al 58,82 %) en plantulas de canola (Ma et al., 2023).

La investigacion sobre el uso de bacterias para tratar el Cd en suelos cacaoteros es
reciente y hay pocos estudios en la literatura. En el afio 2018 se report6 el aislamiento de
129 bacterias tolerantes al Cd a partir de suelos cacaoteros, donde destaco la bacteria
Enterobacter sp. CdDB41 por tener la mayor capacidad de inmovilizacién de Cd in vitro
(Bravo et al., 2018). Siguiendo esta aproximacion, en el afio 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 presentd mejor
desempefio que Enterobacter sp. CdDB41 aislada previamente por el mismo grupo de
investigacion (Quiroga-Mateus et al., 2022). Por su parte, bacterias ureoliticas con
actividad MICP con potencial para biorremediar Cd han sido aisladas a partir de fincas
cacaoteras de Santander (Diez-Marulanda & Branddo, 2023, 2024). En este mismo
departamento, a partir de suelos cacaoteros con diferentes niveles de Cd (entre 0,11 mg
kg?'y 22 mg kg?), fueron aisladas bacterias con alta tolerancia al Cd (120 mg L*) (Caceres
et al., 2021). Una tolerancia similar (140 mg kg'!) 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 aplicacion directa en los suelos cacaoteros ha

sido poco explorada. A nivel de invernadero, la aplicacion 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 plantulas de cacao, pero no se

encontraron diferencias significativas con relacion al control (Feria-Céceres et al., 2022).

Dentro de las formas de interaccién metal-bacteria aprovechadas para la biorremediacion
se encuentra la biomineralizacion (Uslu & Hanay, 2017). Este es un proceso ampliamente
difundido en la naturaleza mediante el cual microorganismos sintetizan solidos inorganicos
(minerales) (Mann, 2001). Durante la biomineralizacion, los microorganismos modifican el
microambiente local, generando las condiciones quimicas para la precipitacion de los
minerales, siendo los carbonatos los minerales biogénicos mas comunes (Mann, 2001;
Tamayo-Figueroa et al., 2019). La precipitacion de carbonatos inducida
microbiol6gicamente (MICP, por sus siglas en inglés: Microbiologically Induced Carbonate
Precipitation), es el mecanismo de biomineralizacion mas estudiado entorno a la
biorremediacion de Cd (Zheng et al., 2021).

1.9 Precipitacion de Carbonatos Inducida
Microbiolégicamente para la biorremediacion de
suelos contaminados con Cd

La biotecnologia MICP es novedosa y ha demostrado resultados promisorios en la
remediacion de metales. La precipitacién de carbonatos en el proceso MICP puede ser
llevada a cabo a través de diversas rutas metabolicas dentro de las cuales se destaca la
via ureolitica (Tamayo-Figueroa et al., 2019). La MICP mediante bacterias ureoliticas es
rentable y ha demostrado ser exitosa para el tratamiento de sitios contaminados con Cd
(Zheng et al., 2021). Ademas, se ha sefialado que el proceso MICP via ureolitica (U-MICP)
es el mas sencillo de controlar comparado con las otras rutas metabdlicas conocidas
(Zhang et al., 2023). Una caracteristica adicional de la U-MICP, considerando su aplicacion
en suelos agricolas, es el subproducto NH.*, el cual podria aportar nitrégeno (N) a las

plantas, actuando como fertilizante.
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El mecanismo U-MICP se puede resumir en los siguientes pasos:
(1) Hidrdlisis de la urea por la enzima ureasa para producir amoniaco y acido carbamico:
Ecuacion 1.2:
ureasa

000 0 00 O (060 ® 00
2) El acido carbamico en medio acuoso forma amoniaco adicional y acido carbdnico:
Ecuacion 1.3:

000 0 ® "0 © 00 ‘0060

3) El amoniaco entra en equilibrio con el agua para producir amonio e iones hidroxilo:
Ecuacion 1.4:

c0O ¢coOu P ¢bO c0O

4) La reaccion anterior aumenta el pH del medio y favorece la deprotonacién del acido

carbonico formando el ion bicarbonato:

Ecuacion 1.5;

065 P OE; 0

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

Ecuacion 1.6:

0 0 b0 P60 )i

6) Finalmente el ion carbonato reacciona con metales divalentes M?* (ej. Cd?*), para formar

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

Ecuacion 1.7;

66 b6 o0&y
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Algunos estudios sobre el mecanismo MICP han indicado que la conversion del 4cido
carbénico es catalizada por la enzima anhidrasa carbdnica y que sustancias
exopoliméricas interactian con los metales permitiendo que la pared celular actué como
sitio de nucleacion (Castro-Alonso et al., 2019; Zhang et al., 2018). Esto ultimo ha sido
corroborado por la presencia de bacterias calcificadas en ensayos MICP (Kumari et al.,
2014).

La biotecnologia U-MICP ha sido empleada para remediar ambientes con presencia de
metales potencialmente toxicos (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 metodologia de
Tessier (descrita en el Capitulo 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 Ca?*
para promover la co-precipitacién del metal. En un suelo (esterilizado previamente a 120
°C) suplementado con CdSO4 100 mg kg, la aplicaciéon de Exiguobacterium undae YR10
(5x10” UFC mL™) en medio NBU con Ca 25 mM y urea 2 %, a baja temperatura (10 °C),
permitié la precipitacion carbonatada (> 90%) de Cd intercambiable (Kumari et al., 2014).
Zhao y colaboradores evidenciaron que la aplicacion de Cupriavidus sp. CZW-2, Bacillus
sp. CZW-5, Bacillus sp. CZW-9 o Bacillus sp. CZW-12, con urea al 2%, disminuy6 el Cd
intercambiable en 53,30 %, 27,78 %, 42,54 % y 53,80 %, respectivamente, junto al
aumento de Cd en la fraccion carbonatada del 55,42 %, 20,27 %, 39,67 % y 34,36 %,
respectivamente (Zhao et al., 2019). De forma similar, la aplicacion de Enterobacter sp.
CJW-1 con urea 1%, inmovilizé 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™) con las
bacterias ureoliticas Bacillus megaterium N3 o Serratia liquefaciens H12 permiti6 una
reduccion de Cd en raices (33,3 % - 62,3 %) y hojas (76,5 % - 79,7 %) de col asiatica
(Brassica chinensis L.) (Han et al., 2020). Por su parte, la aplicacion de Enterobacter

bugandensis TJ6 con actividad MICP en un suelo con una concentracion de Cd de 3,87
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mg kg?, disminuy6é el Cd intercambiable ( & 1%) y aumenté el Cd en la fraccion
car bonat &y B que findlMente fue asociado con la reducciéon 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 Justificacion

La asociacion entre diversas propiedades del suelo y el Cd disponible han permitido
descifrar las variables que tienen un mayor impacto en la dinamica del metal y han servido
como punto de partida para el desarrollo de estrategias de mitigacion. 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 ureoliticas con actividad MICP es una alternativa biotecnoldgica,
novedosa y amigable ambientalmente para la biorremediacion de suelos contaminados
con metales toxicos como el Cd. En este sentido, en estudios anteriores en el Grupo de
Estudios para la Remediacion y Mitigacion de Impactos Negativos al Ambiente (GERMINA)
fueron aisladas bacterias ureoliticas 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 & Brandao, 2023), sin embargo, solo 2 bacterias pertenecientes
al género Serratia (Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b) destacaron al considerar la remocién
de Cd en solucién (Diez-Marulanda & Brandao, 2023, 2024). Considerando que la
blusqueda y aislamientos de nuevas cepas es clave para el desarrollo de la biotecnologia
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 riz6sfera de cacao se justifica, ya que permitiria descubrir nuevas cepas que
podrian tener mayor potencial para la biorremediacién de Cd. Ademas, teniendo en cuenta
que los hallazgos mencionados anteriormente fueron en solucion acuosa y que la

biorremediacién de Cd en suelos cacaoteros ha sido poco evaluada, se requiere estudiar
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la aplicacion de bacterias directamente en los suelos para evaluar su eficacia en la
mitigacién de Cd.

1.11 Pregunta de investigacion e hipotesis

Pregunta de investigacion

¢,Pueden las rizobacterias ureoliticas que inducen la precipitacion de carbonatos mitigar el

Cd en suelos cacaoteros?
Hipotesis

Las rizobacterias ureoliticas permitirdn la precipitacion 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 precipitacion de carbonatos
aisladas de fincas cacaoteras de Santander, como estrategia de mitigacion de Cd en

suelos cacaoteros.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la distribucion de Cd y su relacién con propiedades quimicas y la actividad

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

2. Seleccionar rizobacterias ureoliticas inmovilizadoras de Cd aisladas de suelos

cacaoteros que contienen el metal.

3. Evaluar la aplicaciéon de una rizobacteria ureolitica para mitigar la disponibilidad de Cd

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

En este capitulo se presenta el estudio realizado para establecer la asociacion entre el Cd
disponible (Cd-DTPA) y las propiedades del suelo (pH, Cd pseudo-total, Ca, Mg, K, Na,
carbono orgénico del suelo (SOC), P, Zn, actividad de la ureasa, acidez intercambiable y
capacidad de intercambio catidnico) con respecto a los suelos rizosféricos y no rizosféricos
de cacao, junto al analisis de la concentracion de Cd en diferentes partes de la planta y su
relacion 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 Chucuri en Santander i 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, raices,
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 analisis de
Cd pseudo-total y disponible, de propiedades quimicas y la actividad ureasa en ambos
tipos de suelos. Ademas, se analizé el fraccionamiento de Cd segun la metodologia de
Tessier en suelos rizosféricos seleccionados. En el caso del material vegetal se determiné
la concentracion de Cd. Mediante estadistica clasica (descriptiva, coeficientes de
correlacion) y multivariada (Analisis de Componentes Principales) se estudié la
diferenciacion 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?') y Cd-DTPA (0,76 mg kg?) fueron,
respectivamente, a3 y &84 veces m8s altas
los suelos no rizosféricos. La mediana de Cd pseudo-total en los suelos rizosféricos estuvo
por encima de 1 mg kg?, usado como valor umbral en suelos agricolas. El analisis de
componentes principales mostré una clara distincién entre los suelos rizosféricos y no
rizosféricos con base en las propiedades del suelo. El carbono orgéanico del suelo y el Zn
fueron impulsores importantes de Cd disponible en los suelos rizosféricos. El andlisis de
distribucion espacial revel6 una tendencia de Cd disponible a agruparse en los suelos

rizosféricos e indicd puntos criticos dentro de cada finca.
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El Cd en suelos rizosféricos estuvo asociado principalmente a la fraccion intercambiable
(80,8 %) indicando su alta disponibilidad, seguido de las fracciones reducible (12,5 %) y
carbonatada (4,5 %). La concentracion de Cd en los granos varié entre 0,50 mg kgy 19,88
mg kg™ con un promedio de 6,15 mg kg, superando el valor critico para Cd en granos de
cacao de 0,8 mg Kg?, seleccionado a partir de la legislacién europea para los contenidos
maximos de Cd en productos derivados del cacao. La concentracion promedio de los
granos fue aproximadamente 2 veces menor a la encontrada para las hojas y hojarasca.
El Cd en los SR permitié explicar mejor el Cd presente en la planta en comparacién con el
Cd en los SNR. Estos hallazgos resaltan la importancia de los suelos rizosféricos para el
diagnostico y monitoreo de Cd, mejorando el conocimiento sobre la dindmica del metal en
el sistema suelo-Theobroma cacao L.

2.1 Introduccidn

El sector cacaotero colombiano representa una importante actividad socioeconémica ya
gue cuenta con mas de 45.000 productores, quienes son pequefios agricultores con un
promedio de 2,66 hectareas sembradas de cacao (FEDECACAO, 2024a), y ademas
contribuye con la consolidacion de la paz en el pais, debido a que el cacao es una
alternativa al cultivo ilicito de coca (Abbott et al., 2018). El ochenta por ciento de las
exportaciones de cacao del pais 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 paises de América Latina y el Caribe
(Meter et al., 2019).

El cadmio en los granos de cacao esta relacionado con su presencia en el suelo y las
propiedades fisicoquimicas del mismo (Vanderschueren et al., 2021). Por lo tanto, el
andlisis de la concentracién de Cd en el suelo, la fraccion disponible de Cd en el suelo y
sus asociaciones con las propiedades fisicoquimicas del suelo es crucial. La contaminacién
con Cd en el sistema agricola de cacao se ha evidenciado en Africa, 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™) y Cd disponible (de < 0,05
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a 7,48 mg kg') han sido encontradas en suelos de fincas cacaoteras en paises
latinoamericanos (Bravo et al., 2024b; Carrillo et al., 2023; Chavez et al., 2015; Gramlich
et al., 2017, 2018; Rodriguez Albarracin et al., 2019). El estudio de la asociacion entre las
propiedades del suelo y el Cd en suelos cacaoteros ha identificado la importancia del pH,
el carbono orgéanico, el Zn y el Ca (Bravo et al., 2021; Scaccabarozzi et al., 2020;
Vanderschueren et al., 2021). A pesar de los avances en la comprension del contenido y
la disponibilidad de Cd en este cultivo, se necesita mas investigacién 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 investigacion sobre la distribucion vertical de Cd para
establecer posibles rutas de contaminacion/enriquecimiento (Bravo et al., 2021; Chavez et
al., 2015; Gramlich et al., 2017, 2018; Scaccabarozzi et al., 2020). Algunas de las ultimas
referencias argumentan que esta zona del suelo tiene raices activas que participan en la
absorcion del metal por parte de la planta. Sin embargo, no consideran directamente el
suelo rizosférico: el suelo méas cercano a la raiz 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 raices de las plantas, que se encuentran a distancias de hasta 12 mm
de la raiz (Sauer et al., 2006), pueden modificar las propiedades fisicoquimicas del suelo
y la disponibilidad de metales alrededor de las raices (Hinsinger et al., 2009). Este hecho
permite la division del suelo en suelo rizosférico (SR) y suelo no rizosférico (SNR). Los
exudados de las raices pueden alterar la disponibilidad de Cd a través de la formacion de
complejos, cambiando el pH del suelo, el potencial redox (Eh), y alterando la microbiota de
la riz6sfera que interactia con el Cd presente en el suelo (Dong et al., 2007). Por ejemplo,
la acidificacion inducida por las raices ha afectado la disponibilidad de Cd en el SR de
Sedum plumbizincicola (Sun et al., 2019). Ademas, se ha informado que el uso agricola
del suelo puede cambiar la distribucion espacial de los metales disponibles (Gao et al.,
2021), lo que sugiere que las interacciones suelo-planta podrian cambiar los patrones de

distribucion espacial de Cd en SR en comparacion con SNR.

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

propiedades quimicas 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 rizésfera
presenta dificultades técnicas, especialmente en el caso de arboles perennes como el
cacao (seccién 1.5, Figura 1.1), que tienen una arquitectura de raices compleja debido a
su anclaje fisico (Pregitzer, 2008). Sin embargo, se han desarrollado varios procedimientos
para hacer frente a la separaciéon de SR y SNR (Luster et al., 2009). Este trabajo tuvo como
objetivo evaluar la distribucién del contenido de Cd entre SR y SNR de dos fincas de cacao
ubicadas en Santander - Colombia, investigar la relacién de Cd disponible con diversas
propiedades en ambos tipos de suelo y determinar la acumulacién de Cd en la planta de
cacao. Se utilizo estadistica clasica y analisis 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 distribucién espacial
de Cd disponible en SR y SNR se presentan utilizando analisis geoestadisticos, que
ademas permite identificar puntos criticos dentro de cada finca. También se investigo6 el
Cd presente en diferentes partes de la planta de cacao (raices, hojas, granos, cacota y
hojarasca) y su relacion con el Cd en los SR y SNR.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Descripcion 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 arboles de cacao sembrados, respectivamente, con una edad promedio de 10 afos.
Ambas fincas se encuentran en el municipio de EI Carmen de Chucuri, en el departamento
de Santander, que es el principal productor de cacao en Colombia, representando el 34%
de la produccion nacional en 2023 (FEDECACAO, 2024b). En particular, EI Carmen de
Chucuri tiene un &rea plantada de cacao de 10 911 hectareas con un rendimiento promedio
de cacao de 453,77 kg ha! afio! (FEDECACAOQO, 2024a). Especificamente, las fincas La
Perla y Los Cedros tienen un rendimiento de cacao de 1000 kg* ha? afio? (en 2,5
hectareas) y 700 kg ha' afio? (en 1,5 hectareas), respectivamente. El clima de esta regién
es tropical humedo segun la clasificacién de Képpen (Pelaez et al., 2018), con precipitacién

pluvial mensual entre 26 y 463 mm (julio 2020 7 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 realizdé en marzo de 2021. El nimero de sitios de muestreo para cada finca
vario de acuerdo con el &rea de produccion y el nimero total de arboles en cada finca
(cubriendo aproximadamente el 1 %, distribuidos en toda el area plantada). Asi, se
seleccionaron 36y 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 recoleccién de muestras, se

removié manualmente la hojarasca del suelo.
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Figura 2.1. Sitios de muestreo en las fincas La Perla y Los Cedros ubicadas en El
Carmen de Chucuri, Santander, Colombia. Las fincas se encuentran en la subunidad
geolodgica b2b6-Sm. Adaptado de Servicio Geologico Colombiano (Goémez & Montes,

2020)
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El muestreo de los suelos rizosféricos de cacao es un desafio porque el sistema de raices
pivotante (seccidn 1.5) puede alcanzar profundidades de hasta 2 m (Souza et al., 2018).
Sin embargo, la zona con raices activas se encuentra principalmente en la capa superior
del suelo (Almeida et al., 2007; Niether et al., 2019). En este trabajo, se utiliz6 una
met odol og2a publicada previ amenyt es abcdladiedetdo en e | me@
al.,, 2009) para el muestreo de SR, donde se asume que los exudados de la raiz
mantendran el SR adherido a la raiz. Ademas, se consider6 la distancia a la que se han
encontrado exudados radiculares (Sauer et al., 2006). Las raices 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 raiz-suelo se sacudi6 manualmente. El
suelo que permanecié adherido y hasta una distancia de 10 mm desde la raiz, se consideré
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 Falcon estériles en condiciones

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

(Capitulo 3). Por otra parte, el SNR se recolect6 a una distancia de 50 a 300 mm de la raiz
(Figura 2.2b y Figura 2.3).

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

Cada muestra de suelo correspondié a una muestra compuesta obtenida después de
mezclar 3 submuestras tomadas alrededor del tronco del arbol a una distancia de 50 a 70

cm, bajo la copa del arbol. Un receptor de Sistema de Posicionamiento Global (GPS)
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determiné todas las ubicaciones de los sitios de muestreo. Ambos tipos de suelo se
recolectaron utilizando una pala de plastico. Para los analisis quimicos, 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 ureolitica de 1 mes (Cordero et al., 2019), o hasta 5 meses

(Kandeler & Gerber, 1988) han sido reportados en la literatura.



44 MITIGACION DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE
BACTERIAS UREOLITICAS

Agitacion de la raiz con suelo adherido

Theobroma cacao L.

"Raiz removida
del suelo

'Suelo rizosférico_| 10 mm

Suelo
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luego de
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Lugar donde la raiz fue removida
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=300 mm

Figura 2.3. Estrategia de muestreo para recolectar suelos rizosféricos y no rizosféricos

2.2.3 Estrategia para larecoleccion de material vegetal

La recoleccion del material vegetal fue realizada en compafia de un agronomo y un técnico
con conocimiento del sistema productivo del cacao.
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En cada punto de muestreo (51) se recolecté material vegetal de cacao del arbol
correspondiente a las muestras de suelo tomadas (seccion 2.2.2). De cada arbol de cacao
se tomaron muestras de hojas (51), hojarasca (51) y raices (51). Ademas, se recolectaron
de 1-3 mazorcas de cacao (segun la disponibilidad de frutos maduros y sanos) por arbol.
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:
raices, 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 Bogotad y en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de

Agronomia fueron secadas a 70 °C y molidas.

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

Las muestras de raices fueron tomadas al momento de recolectar las muestras de suelo
rizosférico (Figura 2.2a). Por su parte, el muestreo de hojas se realizé del tercio medio del
arbol, 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 arbol demarcado dentro del ovalo
azul (Figura 2.5b).

Figura 2.5. Muestreo de hojas y hojarasca. a) Arbol de cacao donde se observa un
recuadro amarillo con hojas jévenes de color entre café a amarillo rojizo y un recuadro
rojo con hojas maduras que tienen un tono verde definido. b) Delimitacién en color azul

del punto de muestreo de la hojarasca

Para el muestreo de mazorcas se eligieron frutos maduros que no presentaran sintomas
de enfermedades. Se incluyeron cultivares de cacao certificados y no certificados
(denominados aqui como regionales, cuya variedad especifica no es conocida), las cuales
pueden ser observadas en la figura (Figura 2.6). En total se recolectaron 7 cultivares de
cacao (con el nimero de muestras dentro de paréntesis): CCN51 (13), ICS95 (7), FEC2
(13), Seleccion Colombia (4), ICS60 (4), CAUCASIA (6) y Regionales (4). La Tabla 2.1

muestra los cultivares de cacao recolectados en cada finca.



Capitulo 2 47

Cultivar: Seleccién Colombia finca
Los Cedros

Cultivar: Caucasia finca La Perla

Cultivar: FEC2 finca La Perla Cultivar: ICS95 finca Los Cedros

Figura 2.6. Cultivares de cacao a) certificados y b) regionales, recolectados en este

trabajo

Tabla 2.1. Cultivares de cacao recolectados por finca.

Cultivares de cacao
(Numero de muestras)
Los Cedros ICS60 (4), Seleccion Colombia (4), CCN51
(3),1CS95 (4)
FEC2 (13), CAUCASIA (6), Regionales (4),
CCN51 (10), ICS95 (3)

Finca

La Perla

El proceso de descacote se realizé en Laboratorio de Quimica Ambiental del grupo de
investigacion GERMINA, Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Colombia,
Sede Bogotda, lo mas pronto posible evitando la degradacién del material vegetal. Para

remover la cacota se realiz6 un corte siguiendo las estrias 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 separ6 del mucilago y la testa del grano de cacao (Figura 2.7b-c).

c)

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

cacao

2.2.4 Analisis de laboratorio

El pH del suelo se midié potenciométricamente en una suspension de 1 suelo : 1 agua
(masa : volumen) (IGAC, 2006). El carbono organico del suelo (SOC) se determind por
colorimetria utilizando el método Walkley-Black (van Reeuwijk, 2002). Los cationes basicos
intercambiables (Ca, Mg, Na, K) se extrajeron utilizando acetato de amonio (1 M, pH 7,0)
y se midieron mediante espectroscopia de absorcién atomica de llama. Se ha informado
gue los microorganismos del suelo pueden alterar la disponibilidad de Cd (Seshadri et al.,
2015). En particular, las bacterias ureoliticas pueden precipitar Cd en la solucién 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 evalué 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 enzimatica se extrajo con 6
mL de una solucion de KCI (2 M) - HCI (0,01 M) durante 30 min en un agitador rotatorio
(Kandeler et al., 2011), y se midi6é siguiendo el método de Berthelot modificado (Verdouw
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etal., 1978). La acidez intercambiable se determin6 en KCI 1 M por titulacion. La capacidad
de intercambio catiénico (CIC) se calcul6 sumando los equivalentes de carga de los
cationes basicos intercambiables y la acidez. El fésforo disponible se determiné utilizando
el método Bray Il y se midi6 colorimétricamente (FAO, 2021). El analisis de pH, Ca, Mg, K,
Na, SOC, P, acidez intercambiable y capacidad de intercambio catidnico fue realizado en
el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Bogota. EI Cd disponible (extraccion mediante acido
dietilentriaminopentaacético [DTPA], Cd-DTPA) se determind en 12,5 g de suelo extraido
con 25 g de una solucién (pH = 7,3) que contenia 0,005 M de DTPA, 0,01 M de
trietanolamina (TEA) y 0,01 M de CaCly, y agitacién 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 HCI : 1 HNOs) en un sistema de digestion en bloque de grafito (DigiPREP, SCP
SCIENCE, Canadd) con el siguiente programa de temperatura: se aumento6 de temperatura
ambiente a 120 °C en 30 min y se mantuvo a 120 °C durante 120 min. Esta metodologia
fue previamente optimizada en el grupo de investigacion GERMINA. Las extracciones para
el analisis de metales pseudo-totales y de Cd disponible se filtraron (< 2 pm), se
completaron con agua desionizada (extraccion pseudo-total: 30 g) y se analizaron
mediante espectroscopia de absorcion atomica (CS-FAAS, ContrAA700 High Resolution
Continuum Source, equipado con atomizador de llama y horno de grafito, Analytik Jena,
Berlin, Alemania). Los limites de cuantificacién (LOQ) para Cd en soluciones liquidas
fueron 0,01 mg L' y 0,001 mg L! para atomizacion de llama y electrotérmica,
respectivamente. Estos limites fueron obtenidos mediante el andlisis de blancos de
reactivos. La calidad del andlisis de Cd pseudo-total se verificé utilizando el Material de
Referencia Certificado (CRM) NCS DC 73319a (2,5 + 0,2 ng Cd g?) con una recuperacion
de 2,58 + 0,08 ny Cd g*. Se incluyeron réplicas en cada lote, encontrando una diferencia

porcentual relativa inferior al 5 %.

El Cd en las muestras de material vegetal (raices, hojas, granos, cacota y hojarasca) se
determin6 mediante una digestion acida (5 mL de HNOs concentrado y 2 mL de H.O, 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 metodologia fue

previamente optimizada en el grupo de investigacion GERMINA. Todas las muestras de



50

MITIGACION DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE
BACTERIAS UREOLITICAS

material vegetal fueron analizadas en duplicado. Como control de calidad para raices,

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

recuperacion entre 90 % y 110 %. Ademas, se utilizé el material de referencia certificado
INM-016-2 (2,32 + 0,16 mg kg?, Instituto Nacional de Metrologia de Colombia) como

control de calidad en la determinacion de Cd en granos de cacao, con una recuperacion
de 2,29 + 4,53 mg kg2.

Para estudiar la distribucion de Cd en el suelo se aplicé la metodologia propuesta por

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

seleccionaron muestras de suelo segun

la concentracion 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 concentracion de Cd pseudo-total de

0,71 mg kgt a 17,35 mg kg™.

Tabla 2.2. Fraccionamiento de Cd en suelos segun la metodologia de Tessier.

Etapa Fraccién Reactivos Tiempo Temperatura
1 Intercambiable 8 mL de M_gCIg 1M, 1h Tempe_ratura
pH=7 Ambiente
5 Asociada a 8 mL de NaOAc 1 M, 5N Temperatura
carbonatos (acida) pH=5 Ambiente
Asociadas a oxidos 20 mL de NH>OH.HCI
3 de Fey Mn 0,04 M en HOAc 25% 6h 96 °C
(Reducible) m/v
a) 3mL HNO3 0,02 My a) 2h, a) 85°C
Asociada a materia 5 mL Hz02 30 %
4 orgénica (Oxidable) b) + 3 ml H.02 30 % b) 3h,. b) 85°C
c) + 5mINH4sOAc 3,2M | ¢) 30 min ¢) Temperatura
Ambiente
5 Residual 1 H8Nrg|; ?695%2;?%'?% cl De temperatura ambiente a

(modificada)

(37%)

120°C en 30 miny 2h a 120 °C

En todas la etapas se realizé agitaciéon mecanica.

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

de la planta fueron calculados los factores de bioacumulacion (FBA) y de traslocacion (FT)

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

8 M O GIQADA @ & O EDERQ
5 Ma i a 000

oY

Ecuacion 2.2;

6 M OGI Q@G & HEWTENQ
6@ i Qo BDéE dQEAO Qa EQQ

"00 0

2.2.5 Analisis estadistico

El analisis de los datos se realiz6 utilizando R version 4.2.2, RStudio 2022 versién
12.0+353 y los paquetes psych version 2.2.9, stats version 4.2.2, factoextra version 1.0.7
y mdatools versiéon 0.13.1. La estadistica descriptiva incluyé la media, mediana, desviacion
estandar, minimo y maximo. Se comparé SR y SNR bajo la hipétesis nula de que las
propiedades quimicas de ambos tipos de suelos eran iguales. Dado que la distribucion de
las variables no era normal, segln la prueba de Shapiro-Wilks, se realizé la prueba de
Wilcoxon para comparar las variables con distribuciones no normales, utilizando una
significancia estadistica valor p < 0,05. Se utilizaron correlaciones de Spearman para
determinar las relaciones entre las variables medidas. Se utilizd el Andlisis de
Componentes Principales (PCA) para estudiar la diferenciacion entre SR y SNR, y para
identificar variables importantes. No se incluyé el CEC por ser una combinacion de otras
variables (Jolliffe, 1972), ni Na, ya que un porcentaje relevante (11%) de valores se
reportaron por debajo del limite de cuantificacién y la imputacién de datos no es totalmente
efectiva en el analisis ambiental (Aruga, 1997). Los datos utilizados para el PCA fueron
estandarizados (centrados y escalados) para evitar la influencia de diferentes unidades
entre las variables. Ademas, los valores atipicos fueron identificados y eliminados segun

scores y distancias ortogonales (Kucheryavskiy, 2020).
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2.2.6 Analisis geoestadistico

Se analiz6 la distribucion espacial de Cd en SR y SNR. Se calculd el indice Global de
Moran para evaluar la tendencia de Cd a agruparse o no en el espacio, y el indice Local
de Moran para identificar puntos calientes y frios, ambos realizados en ArcMap 10.8 (ESRI
Inc. USA) utilizando la extension Geostatistical Analyst. Los parametros analizados fueron
Cd (Cd-DTPA), Zn y SOC. Se analiz6 la distancia de banda para determinar la fuerza de
la autocorrelacién 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 estadistica
de la autocorrelacién espacial, el Z-score y el valor p se calcularon bajo la hipétesis nula
de que el atributo analizado se distribuye aleatoriamente. Existe una autocorrelaciéon
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 indice de Moran se ve afectado por la distancia de banda, se calculé el indice
global de Moran para diferentes distancias, buscando el valor maximo ya que indica la
autocorrelacion espacial mas fuerte (Huo et al., 2012). Se seleccioné el indice de Moran

mas fuerte para las variables evaluadas mediante correlogramas.

2.3 Resultados y discusion

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 concentracion de Cd pseudo-total y disponible (DTPA-Cd) y las
propiedades quimicas del suelo con su coeficiente de variacién (CV, desviacién estandar
sobre medias) se presentan en la Tabla 2.3. Los datos tienen una distribucién asimétrica
y no normal (Anexo 2.1y Anexo 2.2); los CV muestran una alta variabilidad en la mayoria
de los parametros (Tabla 2.3). Segun la prueba de Wilcoxon, 12 de las 13 variables tienen
distribuciones diferentes comparando SR y SNR (valor p < 0,05). Solo el Zn presenté 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 quimico diferente comparando SNR y SR del cacao y establecen una linea
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 variacion (entre paréntesis) de las variables

estudiadas en este trabajo para ambas fincas considerando SR y SNR.

Tino d Finca
Variable éﬂ%loe La Perla Los Cedros
n =236 n=15
pseudo-total Cd / SR 2,60 (1,80) 0,60 (0,40)
mg kg™ SNR 0,85 (0,73) 0,16 (0,63)
Cd-DTPA / SR 1,48 (1,97) 0,26 (0,69)
mg kg SNR 0,26 (1,05) 0,03 (1,06)
Ureasa / SR 107,41 (0,48) 72,48 (0,26)
mg NH,* kg? 2ht SNR 62,01 (0,40) 44,88 (0,38)
} SR 4,59 (0,12) 4,60 (0,07)
P SNR 5,00 (0,08) 4,97 (0,04)
. SR 9,24 (0,42) 6,43 (0,36)
Ca/meq 100g SNR 4,17 (0,54) 4,17 (0,28)
. SR 1,43 (0,43) 1,23 (0,45)
Mg/ meq 100g SNR 0.53 (0.64) 0.45 (0.65)
. SR 0,21 (0,27) 0,18 (0,90)
K /'meq 1009 SNR 0,09 (0,37) 0,09 (0,36)
. SR 0,02 (0,59) 0,04 (0,48)
Na /meq 100g SNR 0,01 (0,28) 0,01 (0,29)
. SR 0,36 (1,33) 0,62 (1,03)
EA/meq 1009 SNR 1.82 (0.89) 431 (0.57)
. SR 11,85 (0,29) 8,51 (0,28)
CIC /' meq 100g SNR 7,52 (0,31) 8,71 (0,25)
. SR 37,20 (0,75) 9,18 (0,56)
P/ mgkg SNR 13,25 (1,22) 1,97 (0,90)
SR 2,89 (0,34) 2,08 (0,39)
0,
SOC /% SNR 0.65 (0.59) 0.73 (0.40)
. SR 97,51 (0,89) 53,51 (0,29)
Zn/mg kg SNR 79.50 (0.60) 72.08 (0.44)

Los valores en negrita indican una diferencia estadisticamente significativa (valor p < 0,05),
y los valores en cursiva indican una diferencia no significativa estadisticamente (valor p >
0,05) segun el test de Wilcoxon. Cd-DTPA: concentracion de Cd tras la extraccién con
DTPA (considerada como una aproximaciéon al Cd disponible para la planta). Ureasa:
actividad ureasa. EA: acidez intercambiable. CIC: capacidad de intercambio cationico, y
SOC: carbono orgéanico del suelo. Los demas parametros son la concentracion 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 recomendacién especifica de
contenido de Cd para suelos cacaoteros (FAO & WHO, 2023), sin embargo, ha sido
utilizado un valor umbral medio de 1 mg kg aplicado para suelos agricolas en funcién de
los riesgos ecoldgicos o sanitarios (Téth 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 a1 mg kg™ (Kubier et al., 2019), el mayor contenido de Cd de estas muestras de suelo
podria estar relacionado con el hecho de que las dos fincas se encuentran en una unidad
geoldgica sobre lutitas, areniscas, calizas y rocas siliceas con posibles niveles elevados
de Cd (Gomez & Montes, 2020; Smolders & Mertens, 2013; Mendoza et al., 2020).

Las concentraciones de Cd pseudo-total encontradas en SNR estan en linea con estudios
previos para la misma area. Un estudio a nivel nacional sobre el contenido de Cd en suelos
de cultivo de cacao en Colombia reporté para Santander una mediana de Cd pseudo-total
de 0,83 mg kg (Bravo et al., 2021). En comparacién con otros paises de América Latina,
la mediana global para SNR (0,57 mg kg?) es mas alta que las medianas reportadas para
Ecuador (0,33 mg kg*; Arguello et al., 2019), Honduras (0,2 mg kg™ en la capa superior
del suelo 0-10 cm; Gramlich et al., 2018) y mas baja en comparacion con Peru
(1,7 mg kg*; Scaccabarozzi et al., 2020). Por su parte, la mediana de Cd en todos los SR

(1,86 mg kg*) fue mas 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 relacién con las
propiedades del suelo

La estadistica descriptiva de los parametros del suelo mostré que los datos se distribuyen
de manerairregular, 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 geograficamente
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 vy las propiedades del suelo se evaluaron mediante coeficientes de correlaciéon de
Spearman (Tabla 2.4). Los resultados mostraron diferencias entre las relaciones de SR y
SNR, con coeficientes de correlacion 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.
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Tabla 2.4. Coeficientes de correlacibn de Spearman entre Cd-DTPA y las otras 12

propiedades del suelo medidas en este trabajo, considerando SR y SNR para ambas

fincas.
Finca La Perla Finca Los Cedros
Variable SR SNR SR SNR
Cd-DTPA Cd-DTPA Cd-DTPA Cd-DTPA
pseugg—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 correlaciéon estadisticamente significativa (valor p < 0,05), y los valores en
cursiva indican una correlacién no significativa estadisticamente (valor p > 0,05).

Cabe destacar que en el SR de la finca La Perla, el Cd pseudo-total fue la Unica variable
gue present6 una correlacion significativa con Cd-DTPA (SR:  }  =Taldlg 2844 mientras
gue para el SR de la finca Los Cedros, otras variables fueron importantes (ej. SOC). Esto
podria estar relacionado con el mayor contenido de Cd encontrado en la finca La Perla
(Tabla 2.3). Los niveles mas 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 mas
i mportantes fueron SOC (} = 0,80) vy Zn ()} = 0,

La disponibilidad de Cd para las plantas es compleja y depende de varios factores como
el pH, el contenido de materia organica (Vanderschueren et al., 2021), la capacidad de
intercambio cationico (Hamid et al., 2019), la nutricion mineral (Sarwar et al., 2010) y la
presencia de microorganismos (Jaramillo-Mazo et al., 2024). Ademas, se ha reportado que
las plantas influyen en la disponibilidad de metales pesados en los suelos de la rizosfera
(Seshadri et al., 2015). En este estudio, se seleccion6 la extraccion con &cido
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 raices 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 téxico es mayor en el suelo cerca de las
raices de las plantas, en ambas fincas de cacao estudiadas. De acuerdo con la correlacién
encontrada entre el Cd-DTPA con otras propiedades quimicas del suelo, las variables que
mas influyen en el Cd disponible fueron el Cd pseudo-total, el SOC, el Zny el pH, mientras

que las otras variables estudiadas no fueron relevantes (Tabla 2.4).

Se sabe que la materia organica del suelo altera la disponibilidad de Cd (Welikala et al.,
2021; Zhao et al., 2014). En este trabajo, el carbono organico del suelo (SOC, de 1,36 %
a 6,03 %) fue como otros valores reportados para suelos de cultivo de cacao (Caceres et
al., 2021; Gramlich et al., 2018), y se observo que todas las muestras de SR tienen mas
SOC gue los SNR, con una diferencia de 3,9 veces entre la mediana global de ambos tipos
de suelos. La relacion entre Cd-DTPA y SOC para SR (Tabla 2.4), mostr6é una fuerte
correlaci-n para Los Cedr os (obreparadfinBalaPestaal or p

() = 0,26, valor p > 0,05). Se observaron resul

Las diferentes correlaciones entre Cd-DTPA y SOC encontradas en las dos fincas, pueden
deberse a que el DTPA actia como un agente quelante, extrayendo Cd débilmente unido
a la materia organica (Fang et al., 2007; Swati & Hait, 2017), y que la materia organica del

suelo es una mezcla heterogénea de compuestos organicos que muestra diferentes
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afinidades para complejar el Cd (Loganathan et al., 2012; Welikala et al., 2021). Ademas,
dado que la concentracion de Cd fue menor en la finca Los Cedros en comparacion con la
finca La Perla (Tabla 2.3), la contribucion del SOC a la retencion de Cd puede cambiar
(Loganathan et al., 2012). Por lo tanto, la correlacion entre Cd-DTPA y SOC es complejay
parece estar afectada por la relacion SOC (%): Cd pseudo-total (mg kg?). Aunque la
correlacion fue positiva para ambas fincas, solo para la finca Los Cedros con una relacion
mas alta fue significativa (Tabla 2.5). Los resultados encontrados para la finca Los Cedros
concuerdan con otros investigadores que afirman que la materia organica 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. Relaciéon entre SOC (%) : Cd pseudo-total (mg kg™).

Tipo Finca
de
suelo Los Cedros La Perla

SR | 3,4 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg?) | 1,1 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg™)

SNR | 4,5 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg™*) | 0,8 SOC (%) : 1 Cd pseudo-total (mg kg™)

Dado que el Cd y el Zn pueden competir por los sitios de sorcidon 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; Arguello et al., 2019; Gramlich et al., 2017; Rodriguez-
Albarrcin et al., 2019). La diferencia entre el contenido de Zn en SR y SNR fue insignificante
(Tabla 2.3). Se encontré una correlacion positivaentre ZnyCd-DTPA (43 = 0345, wvalor
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
correlacion alta entre Zny Cd-DTPA (3 = 0, 92) fue reportada en un

cinco fincas de cacao (Rodriguez Albarracin et al., 2019).
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Respecto al pH, observamos que el 88% de los SR (pH medio = 4,6) fueron mas &cidos
gue los correspondientes SNR (pH medio = 5,0). Se encontré una correlacion débil entre
Cd-DTPA y el pH para ambos tipos de suelos en La Perla, aunque para los SR de Los
Cedros fue r el e waonp <0,06))Otres eddudids han reportado una baja
correlacion de Cd disponible con el pH en suelos cacaoteros (Carrillo et al.,, 2023;
Rodriguez Albarracin et al., 2019). La correlacion 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 2h** con una
media de 103,54 mg NH4* kg™ 2h?, y para SNR de 11,08 a 146,15 mg NH4" kg 2h? con
una media de 61,07 mg NH4* kg 2h1, mostrando que los SR son mas 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 correlacion 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 |l os SR (1}
Cedros) que podrian estar relacionados con una adaptacién de las bacterias ureoliticas al
Cd en las fincas estudiadas. En cuanto a la correlacion entre Cd-DTPA y la actividad
ureolitica 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
estadisticamente significativas (valor p > 0,05). Entonces, se plantea la hipotesis 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 investigacion GERMINA se encontré una mayor actividad
ureolitica de cepas bacterianas aisladas de suelos cacaoteros al ser expuestas al Cd (Diez-
Marulanda & Brandao, 2023), lo cual es relevante porque las bacterias ureoliticas pueden
usarse para la biorremediacion de Cd a través de la MICP (Tamayo-Figueroa et al., 2019).

2.3.3 Diferenciacion de suelos rizosféricos y no rizosféricos
mediante PCA

El Analisis de Componentes Principales (PCA) se utilizé para identificar las variables que

mas contribuyen a la diferenciacién entre SR y SNR, asi como para evaluar relaciones

importantes de Cd-DTPA con otras propiedades del suelo (complementando los resultados
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encontrados utilizando la estadistica clasica). 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. Contribucion 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 0,335 0,322 | -0,334 | -0,178 P 0,319 | -0,279 | 0,152 |-0,183
pseudo-total
Zn 0,297 0,192 | -0,439 | 0,044 Cd 0,303 | -0,230 | 0,028 | 0,591
pseudo-total
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 Varianza
explicada (%) 42,1 19,4 13,9 9,2 explicada (%) 53,9 15,2 10,8 6,7

Los valores en negrita indican las variables asociadas principalmente a PC1y PC2.

Utilizando los primeros 2 PCs, la diferenciacion de SRy SNR es evidente (Figura 2.9). Los
resultados del PCA revelan que las variables mas importantes para la diferenciacion de
SRy SNR fueron similares comparando las fincas La Perlay Los Cedros. En ambas fincas,
SOC, Ca, Mg, Cd-DTPA y ureasa fueron las principales variables asociadas a PC1 (Tabla
2.6). En relacion 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
rizésfera (Richter et al., 2007). La contribucion de Ca, Mg y la actividad ureasa a la
diferenciacién de SR y SNR podria estar relacionada con cambios en estas variables por

procesos rizosféricos asociados a la nutricion 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 diferenciacion entre ambos tipos de suelos.

Dado que las variables se representan en el biplot segun sus correlaciones (Abdi &
Williams, 2010), el PCA revel6 correlaciones con el Cd-DTPA complementarias a las dadas
por el andlisis de correlaciones de Spearman. En la finca Los Cedros, Cd-DTPA tuvo una
ligera correlacion positiva con Ca, Mg, SOC y ureasa y una correlacion negativa con EA
(Figura 2.9a). Parala finca La Perla, se observaron correlaciones positivas entre Cd-DTPA
y Cd pseudo-total, Zn, Ky SOC (Figura 2.9b).
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Figura 2.9. PCA Biplot para las fincas a) Los Cedros y b) La Perla

2.3.4 Distribucion espacial de Cd-DTPA

Se aplico el indice global de Moran para analizar la distribucion espacial general de Cd-
DTPA (Anexo 2.3), seguido del indice local de Moran para identificar puntos calientes y

frios (Figura 2.10, Anexo 2.4). Dado que Zn 'y SOC mostraron correlacién con Cd-DTPA,
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se analizaron los puntos calientes y frios para estas variables (Figura 2.10). La finca La
Perla mostré un indice global de Moran similar para ambos tipos de suelos (0,2619 para
SRy 0,2672 para SNR), pero la autocorrelacion espacial fue mas sustancial en SR segun
el puntaje Z (8,4484 para SR y 2,9614 para SNR). Para la finca Los Cedros, se observé
un patrén de agrupamiento para SR, mientras que se encontrd una distribucion aleatoria
para SNR (Anexo 2.3). Estos resultados sugieren que las interacciones suelo-planta en
los SR tienen una influencia significativa sobre el patrén de distribucién espacial de Cd
disponible, lo cual fue mas evidente en la finca Los Cedros. La agrupacién del SR podria
estar relacionada con los procesos espaciales y temporales asociados con la rizésfera de
la planta (Hinsinger et al., 2009) y el impacto de la vegetacion en la distribucion de metales
en el suelo (Shi et al., 2018).
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Figura 2.10. Puntos calientes y frios para Cd-DTPA, Zny SOC en SRy 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 frios (puntos azules en la Figura 2.10) estan en la parte central de la finca La
Perla para ambos tipos de suelos. Los SR en La finca Los Cedros presentd 5 puntos
calientes, principalmente en el area central hacia el este y 7 puntos frios al sur. Los SNR
de la finca Los Cedros no tiene puntos frios o calientes, lo que corresponde a la

aleatoriedad del indice global de Moran. La causa de la distribucién espacial de los puntos
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calientes y frios no esta clara en esta etapa de la investigacién, sin embargo,
probablemente esté asociada con los arboles plantados de cacao (las muestras de suelo
se tomaron de diferentes cultivares de arboles de cacao, Tabla 2.1), ya que diferentes
cultivares pueden tener un impacto diferente en la disponibilidad de Cd en la rizosfera (Lu
et al., 2023).

Los resultados también revelaron una tendencia a la presencia de Cd-DTPA en altas
concentraciones en areas 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 estan en la
misma ubicacién 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 patrén 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 mas estudios centrados en el analisis de correlaciéon geoestadistica y otras

propiedades quimicas, fisiologia de la planta y caracteristicas agronémicas.

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 relacién 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
variacion 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

acumulacion de Cd (Lewis et al., 2018), en condiciones mas controladas (gj. invernadero),
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podria ayudar a entender la dinAmica de Cd en los SR en el sistema suelo-planta y las

diferencia en la bioacumulacion 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 + 15,72
CCN51 41,6 + 22,92
FEC2 62,5 + 10,52
ICS60 46,7 + 35,22
ICS95 53,8 + 22,82
REGIONAL 59,9 + 14,1?
SELECCION COLOMBIA 40,3 + 16,5%

Letras indican que no hay diferencias estadisticamente significativas
segun 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 extraccion
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 aproximacion ha sido empleada previamente en suelos
cacaoteros, donde las principales fracciones (con mayor concentracion de Cd) han sido la
residual (Aikpokpodion et al., 2012) y la carbonatada + oxidable (Chavez et al., 2016). En
esta investigacion, se realizo el fraccionamiento de Cd en 9 SR correspondientes al mismo
cultivar de cacao (FEC2 de la finca La Perla). La distribucion de Cd en las diferentes
fracciones puede ser observada como la concentracion promedio de cada fraccién en la
Tabla 2.8 y como el porcentaje del total extraido 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 concentracion relevante de Cd en la fraccion oxidable que
correspondi6 al 17,9 %. Las muestras 1, 5y 8 presentaron Cd en la fraccién residual con

porcentajes de 0,4 %, 0,1 % y 1,5 %, respectivamente. La mayor concentracion de Cd fue
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asociado a la fraccion intercambiable en todas las muestras, con valores promedio entre
0,42 mg kg'y 10,30 mg kg (Tabla 2.8), lo cual corresponde a porcentajes entre el 59,6
%y 91,4 % (Figura 2.11), seguida por la fraccion reducible con porcentajes entre el 4,1 %
y 19,3 %. En la mayoria de las muestras, el Cd en la fraccion carbonatada fue menor al

encontrado en la fraccion reducible. Cabe resaltar que la distribucion de Cd fue similar en

todas las muestras (Figura 2.11).

Tabla 2.8. Concentracién promedio de Cd (mg kg™') = SD para cada fraccion.

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 | 0,213+0,00 <LOQ

Los limites de cuantificacion (LOQ) para Cd en soluciones liquidas fueron 0,01 mg L* y 0,001 mg L*
para atomizacion de llama y electrotérmica, respectivamente.
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Figura 2.11. Distribucion de Cd en suelos cacaoteros rizosféricos. Los porcentajes
corresponden al total de Cd extraido. Las barras de error corresponden a SD. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey

HSD (valor p < 0,05), para las diferentes fracciones en cada muestra.

De forma general el Cd se distribuyé 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 fraccion estan disponibles
para ser absorbidos por las plantas (He et al., 2005). Estos resultados contrastan con la
distribucién 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 fraccién intercambiable fue < 1% (Chavez et
al., 2016). Estos autores reportaron que el Cd decrecié en el siguiente orden: oxidable >
carbonatada > residual > reducible >> intercambiable. Por su parte, en fincas cacaoteras
de Nigeria, los suelos exhibieron en la fraccion residual un 58% del total de Cd extraido,
seguido por la fraccién oxidable con un 17%. En estos suelos la distribucion de Cd sigui6
la tendencia residual > oxidable > soluble en agua > carbonatada > intercambiable
(Aikpokpodion et al., 2012). Una aproximacion inicial para analizar la distribucion
observada considera la fuente del metal; por ejemplo, el Cd de origen antropogénico, fue
asociado a fracciones como la oxidable debido a la interaccion del metal con la materia
organica (Chavez et al., 2016), y el Cd de origen natural ha sido asociado a la fraccién

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 investigacion sobre el origen de Cd en
suelos cacaoteros de este departamento, reveld la contribucién natural a la presencia del
metal en los suelos (Joya-Barrero et al., 2023). Sin embargo, en este trabajo la fraccion
principal fue la intercambiable, sugiriendo la relevancia de otros factores mas alla del origen

geogeénico.

Previamente se indicé que las plantas inducen cambios en las propiedades quimicas (ej.
disminucion del pH) del suelo rizosférico, y esto puede resultar en la modificacion del
fraccionamiento de los metales contaminantes (Seshadri et al., 2015). Ha sido evidenciado
gue el trigo y el arroz, alteran la distribucion de Cd, aumentando su fraccion intercambiable
(Hu et al., 2011; Li et al.,, 2014). Considerando que los SR presentaron un ambiente
guimico diferentes a los SNR (Tabla 2.3), el alto porcentaje de Cd intercambiable en los
SR analizados podria estar asociado a la accién de la planta de cacao. En particular, el
ambiente mas 4cido en la rizésfera ayuda a explicar el alto porcentaje de Cd en la fracciéon

intercambiable.

2.3.7 Distribucién de Cd en el material vegetal de cacao

La concentracién de Cd en los granos varié entre 0,50 mg kg*y 19,88 mg kg™ con un
promedio de 6,15 mg kg™, el cual es superior al valor critico para Cd en granos de cacao
de 0,8 mg Kg? (utilizado a partir de la legislaciéon europea para el contenido de Cd en
productos derivados del cacao) y al promedio a nivel nacional (2,17 mg kg?) (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 Per( se han encontrado concentraciones de Cd en granos de
cacao de 0,02 mg kg?ta 12,56 mg kg (Zug et al., 2019), y recientemente en Colombia se

reportd un maximo de 15,20 mg kg* (Bravo et al., 2024a).

Ha sido evidenciado que la acumulaciéon de Cd en los granos de cacao depende del
cultivar. Es un estudio a nivel de campo conducido en Trinidad y Tobago, se encontré una
variacion de 13 veces (0,17 mg kg? 1 2,31 mg kg?) en la concentracién de Cd en granos

de cacao al evaluar 77 cultivares de la planta (Lewis et al., 2018). La concentracién
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promedio de Cd en grano para CAUCASIA, CCN51, FEC2, ICS60, ICS95, REGIONAL y
SELECCION COLOMBIA (Sel. Col.) fue de 5,71 mg kg™, 4,85 mg kg*, 7,93 mg kg, 2,76
mg kg?, 4,87 mg kg?, 10,41 mg kg! y 6,21 mg kg* respectivamente (Figura 2.12). Sin

embargo, no se encontraron diferencias significativas (valor p > 0,05) entre los cultivares

estudiados.
o a a a a a a a
N_ H
~ -
= :
- |
E 2
o o
o F‘ i
) - i
o |

T T T T T T
CAUCASIA  CCN51 FEC2 ICS60 ICS95  REGIONAL  Sel. Col.

Figura 2.12. Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion 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, Seleccion Colombia n= 4, luego de eliminar datos anémalos). No
se encontraron diferencias significativas entre cultivares segun 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 present6 una concentracion promedio de 10,46 mg kg™ con valores entre 0,40 mg kg
1y 34,82 mg kg!. 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 concentracion promedio de Cd en hojas y horajasca fue de 12,83 mg kg*
(variando entre 1,71 mg kg y 40,81 mg kg*) y de 12,78 mg kg* (variando entre 1,18 mg
kg' y 37,84 mg kg?), respectivamente. Estas concentraciones son menores a las
reportadas en un estudio llevado a cabo en fincas cacaoteras en Cundinamarca 1
Colombia, con valores promedio de 71,32 mg kg y 85,8 mg kg* para hojas y hojarasca,

respectivamente (Rodriguez-Albarracin et al., 2019).



70 MITIGACION DE CADMIO EN SUELOS CACAOTEROS MEDIANTE
BACTERIAS UREOLITICAS

Con relacién a la raiz, el Cd present6 una concentraciéon promedio de 8,91 mg kg (con un
minimo de 1,14 mg kg y con un maximo de 27,21 mg kg'), mayor a la reportada por Oliva
y colaboradores, quienes encontraron una concentracion promedio de 1,6 mg kg?*. Sin
embargo, cabe resaltar que la concentracién maxima de Cd en la raiz reportada por estos
autores fue de 8,95 mg kg* (Oliva et al., 2020).

Los resultados de la concentracion de Cd en las diferentes partes de la planta variaron con
relacién a los promedios, sin embargo, solo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la concentracion de Cd en granos, con la de hojas y hojarasca (Figura
2.13), donde la concentracién media de los granos fue aproximadamente 2 veces menor a

la encontrada para las hojas y hojarasca.
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Figura 2.13. Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de Cd en diferentes partes
de la planta de cacao (Grano n= 49, Hoja n= 46, Cacota n= 50, Raiz n=50, Hojarasca
n=42, luego de eliminar datos andmalos en cada parte de la planta). Las letras indican

diferencias significativas entre tejidos segun la prueba de Krustal-Wallis en combinacion

con la prueba de Dunn (valor p < 0,05)

La distribucion de Cd en las diferentes partes de la planta de cacao aparentemente indica
gue la concentracién de Cd en hojas es mayor a la encontrada en granos de cacao, segun
lo reportado en diversos paises (Tabla 2.9). Sin embargo, en una investigacion realizada
en Ecuador se encontro la relacion inversa (Cd en Hojas < Cd en granos, Chavez et al.,
2015), contrastando con otros resultados para el mismo pais (Argiello et al., 2019; Barraza
et al., 2017).
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Tabla 2.9. Distribucion de Cd en diferentes partes de la planta de cacao.

Relaciones entre la
Distribucién de Cd concentracion de Cd . .
) 1 ; Pais Referencia
(promedio en mg kg™) en diferentes partes de
la planta
Hojas (1%(’3813%; granos 2,1 Hojas : 1 granos Colombia Este estudio
Hoj a S(O 4§)0  42) 1 Hojas : 1 Hojarasca Colombia | (Guarin et al., 2024b)
Granos (0,94) > cascarilla
(0,09) >> hojas (menor al | 10 Granos : 1 cascarilla | Ecuador | (Chavez et al., 2015)
LOD)
Hojas (2,1) > cacota (1,2) 2 Hojas : 1 granos
> grano (1,0)? 1,2 cacotas - 1 granos Ecuador | (Barraza et al., 2017)
i b
Hojas (l\é-oRégf Grano 3 Hojas : 1 granos Ecuador | (Arguello et al., 2019)
ﬁOJaS (2,6) > grano (1.1) 2,4 Hojas : 1 granos Honduras | (Gramlich et al., 2018)
= cacota (1,1)
Hojas (1,4) > grano (0,9) 1,7 Hojas : 1 grano Peru (Arev;lo—zc(;)?;(iml et
Hojas (2,53) > Raiz (1,6)
> grano (0,99) > cascarilla 2,5 Hojas : 1 grano Peru (Oliva et al., 2020)
(0,49)
Hojas (0,541 5,21) >
cacota (0,537 4,49) > N.D¢ Trinidad (Ramtahal et al.,
cascarilla (0,441 4,41) > ' y Tobago 2016)
granos (0,351 3,82)°
Hojas (2,15) > grano (1) 2,15 Hojas : 1 granos Trinidad (Lewis et al., 2018)
’ ’ ' y Tobago "

aCalculado a partir de los datos individuales de cada muestra reportados en el material suplementario

PN.R. No Reportado

¢Minimo y méximo entre paréntesis, promedio no reportado

dN.D. No Determinado

Para evaluar las tendencias en la acumulacion de Cd en la planta, fueron calculados los
factores de transferencia (FT, Ecuacion 2.1) y de bioacumulacién (FBA, Ecuacién 2.2).
Con relacion a la traslocacion de Cd desde la raiz hacia las diferentes partes de la planta
(hojas, granos, cacota), se encontré poca variacion al comprar los diferentes cultivares
muestreados (Anexo 2.5). Solo el cultivar Seleccion Colombia presentd una traslocacion
significativamente mayor (valor p < 0,05) hacia los granos de cacao, acompafiada de una
amplia dispersion en los datos del factor de traslocacion. Esto sugiere que la distribucion

de Cd en la planta es similar entre los cultivares estudiados.
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Por su parte, los FBA promedio variaron entre 0,9y 9,7 para los diferentes cultivares (Tabla
2.10). En una revisién bibliografica que incluy6 31 estudios de Cd en cacao, se encontré
gue los FBA variaron entre 0,1 y 30 (Wade et al., 2022), con valores superiores a los FBA
encontrados en esta investigacion. En la mayoria de los casos, el FBA fue mayor a 1,
indicando que la concentracibn de Cd en los granos de cacao fue mayor que la
concentracion 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 Minimo Maximo
CAUCASIA 3,4° 2,5 4.8
CCN51 2,5°¢ 0,9 53
FEC2 0,92b 0,3 1,8
ICS60 3,7°¢ 0,5 8,9
ICS95 4,2¢ 2,1 6,6
Regional 3,20¢ 2,6 41
Seleccion Colombia 9,7b¢ 1,2 25,4

Las letras indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba
de Krustal-Wallis en combinacién con la prueba de Dunn (valor p < 0,05). El
FBA se calcul6 a partir de Cd pseudo-total en los SR.

El cultivar FEC2 presentd en promedio un menor FBA de Cd en los granos de cacao, dando
relevancia a este cultivar de El Carmen del Chucuri. Considerando que la concentraciéon
promedio de Cd pseudo-total en los SR para cada cultivar fue de 9,69 + 7,90 mg kg*
(FEC2), 3,19 + 1,86 mg kg (Regional), 1,76 + 0,78 mg kg* (CAUCASIA), 1,36 + 1,12 mg
kg (ICS95), 2,71 + 2,73 mg kg (CCN51), 0,78 + 0,37 mg kg* (ICS60), y 0,60 + 0,14 mg
kg™ (SELECCION COLOMBIA), los resultados indican que FEC2 presenté menor FBA aun

cuando los SR tenian una mayor concentracion de Cd.
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2.3.8 Correlacion entre el Cd disponible en el suelo y la
acumulacion de Cd en la planta

La extraccion 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 correlacion (0,848, valor p < 0,05) entre el Cd-DTPA y el Cd en los granos (Ramtahal

et al., 2015). En esta investigacion, el coeficiente de correlacién de Spearman entre Cd-

DTPA con |l a concentraci-n de Cd en | osp<granos

0,05) en |l os SNR. Sin embargo, una mej or
valor p < 0,05). Usando los SR, se encontrd una correlacion alta y significativa entre el Cd-
DTPA con hojas (0,77, valor p < 0,05), cacota (0,80, valor p < 0,05) y raiz (0,82, valor p <
0,05). Esto refleja la contribucion de los SR para explicar el Cd presente en la planta de

cacao.

Mediante un analisis de regresion lineal multiple se evaluaron las variables que afectan la
concentracion 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 (R?). 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 (R? 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 caracteristicas de los SR. Un aspecto importante es que en los SR el Cd en
los tejidos esta 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 observo 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 concentracion de Cd en la planta.

corr e
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Tabla 2.11. Modelos seleccionados mediante regresion lineal multiple con seleccién de

variables optimizando el criterio AIC para SR y SNR.

T;Etélgle Tejido Modelo® R?

Grano IN(Cdgranos) = 0,62 In(Cd-DTPA) - 0,77 In(Ureasa) 0,46

Hoja | In(Cdhojas) = 0,62 In(Cd-DTPA) - 0,57 In(Ureasa) - 0,41pH | 0,75

SR Raiz In(Cdraiz) = 0,56 In(Cd-DTPA) - 0,59Mg 0,56

Cacota LNn(Cdcacota) = 0,59 INn(Cd-DTPA) - 0,74pH + 0,25P 0,60

Grano IN(Cdgranos) = 0,57 In(Cd pseudo-total) 0,34

Hoja IN(Cdhojas) = 0,79 In(Cd pseudo-total) - 0,55pH 0,61

SNR ] In(Cdraiz) = 0,65 In(Cd pseudo-total) - 0,46 In(Ureasa) - | 0,52
Raiz 0,86 pH

Cacota LNn(Cdcacota) = 0,91 In(Cd-pseudo-total) i 0,63pH 0,64

*Solo incluye las variables significativas (valor p < 0,05)
La negrita indica que el R? es significativo (valor p < 0,05)

Los resultados de la regresion lineal multiple indicaron que la prediccion de la
concentracion de Cd en las partes areas de la planta decrece en el orden hoja > cacota >
granos. Resultados similares han sido reportados para cacao. Engbersen y colaboradores
reportaron un R? para hojas (0,88) > granos (0,78) (Engbersen et al., 2019), y Gramlich y
colaboradores encontraron un R? 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 traslocacién del metal desde el
suelo, a través de las raices, su bioacumulacion en el tallo-ramas y su distribucién 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 concentracion de Cd en los granos, relacionados
con el control genético de la transferencia del metal (Engbersen et al., 2019). Esto esta
soportado en las diferencias en la bioacumulacion de Cd al comparar diferentes cultivares
de cacao (Arévalo-Hernandez et al., 2021; Lewis et al., 2018; Wade et al., 2022).

Adicionalmente, la correlacion 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 concentracion de Cd en los granos de cacao (Figura 2.12). Los
resultados mostraron una correlacién baja y no significativa entre las fracciones de Cd en
el suelo y la concentracién de Cd en los granos y en las raices (Tabla 2.12). Sin embargo,
una correlacion alta y significativa fue encontrada entre la fraccion intercambiable con las
=p<0,®8B,305)v ayl olra c a cp<t0d5),(ojcualFpuede e8téar ,

relacionado con la disponibilidad de Cd en la fraccidén intercambiable (He et al., 2005).

hojas (}

Tabla 2.12. Correlacién de Spearman entre el Cd en las fracciones del suelo y el Cd en

partes de la planta (FEC2).

. Cd en Cd en Cd en Cd en
Fracciones . .
grano hojas raiz cacota
_ CdenF. 0,37 0,83 0,57 0,85
intercambiable
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 correlacién es estadisticamente 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 inclusién de suelos rizosféricos en el plan del muestreo mejora el diagnéstico de Cd en

las fincas cacaoteras.

Este estudio mostré variacion 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 rizésfera.

El analisis de correlacion indicé una clara distincion entre ambas fincas. Para la finca Los
Cedros, el Cd-DTPA se relacion6 con diferentes propiedades del suelo, mientras que para
la finca La Perla solo se correlacion6 con el Cd pseudo-total. Los resultados del PCA

indicaron que el carbono orgéanico, las bases intercambiables, el pH y el Cd (pseudo-total

v al

(O
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y Cd-DTPA) son variables importantes para discriminar ambos tipos de suelos. Ademas,
las correlaciones, el analisis de PCA y de puntos calientes, revelaron que el carbono
organico del suelo y el Zn fueron los principales impulsores del Cd disponible en la rizésfera

del cacao de las fincas estudiadas.

La presencia de puntos calientes y frios de Cd-DTPA evidencié una variacion espacial
dentro de las fincas y representa una oportunidad para explorar sitios especificos para
plantar cultivares de cacao con alta y baja acumulacién de Cd o para aplicar futuros

tratamientos de remediacion.

El Cd en los SR decreci6 en el orden intercambiable > reducible > carbonatada >> oxidable,
residual, donde un alto porcentaje (80,8% Cd en la fraccion intercambiable) del metal esta
disponible para ser absorbido por la planta. La fraccién intercambiable ayuda a explicar el
Cd en la planta y presentd una correlacién altaconlaconcent r aci - n de Cd
=0,83,valorp< 0, 05) vy | a vabrcpx©0as).()} = 0, 85,

La distribucion del metal en la planta indicé que la concentracién de Cd es 2 veces mayor
en las hojas que en los granos de cacao. Por su parte, la concentracion promedio de Cd
en los granos de cacao fue superior a 0,8 mg kg?, el valor critico a partir de la legislacién
europea. No se observaron diferencias significativas en la concentracion de Cd en los
granos de los cultivares CAUCASIA, CCN51, FEC2, ICS60, ICS95, REGIONAL vy
SELECCION COLOMBIA. Sin embargo, el cultivar FEC2 present6 el menor factor de
bioacumulacion (0,9). A partir de los SR se explic6 mejor el Cd presente en la planta en
comparacion con los SNR. El andlisis de regresion lineal multiple mostré que la
concentracion de Cd en los granos de cacao, hojas, raices y cacota incrementa al
aumentar el Cd-DTPA. Por su parte, la actividad ureasa del suelo present6 una relacion

negativa con el Cd en los granos y las hojas.
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2.6 Anexos
Anexo 2.1. Estadistica descriptiva para la finca La Perla (n = 36).
SR SNR
Variable Unidad
Media SD Mediana | Min Max | Skew | Media | SD | Mediana | Min Max | Skew
Cd pseudo-total mg kg* 4,70 5,63 2,60 049 | 21,29 | 191 1,02 | 0,75 0,85 0,11 3,57 1,43
Cd-DTPA mg kg? 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 NHs*kg*2h' | 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 meqg 100g™* 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* 1,55 0,66 1,43 0,58 2,90 0,25 0,67 0,43 0,53 0,13 1,70 0,99
K meqg 100g™* 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 meqg 100g™* 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* 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™* 12,11 3,54 11,85 544 | 18,80 | 0,05 8,04 2,47 7,52 4,23 12,70 | 0,11
P mg kg? 41,10 | 30,96 37,20 3,88 | 116,00 | 0,79 | 33,88 | 41,29 13,25 0,36 | 116,00 | 1,11
SocC % 3,15 1,06 2,89 1,63 6,03 092 | 0,60 | 0,35 0,65 0,15 1,41 | 0,05
Zn mg kg? 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: concentracién de Cd tras la extraccion con DTPA (considerada como una aproximacion al Cd disponible para la planta. Ureasa: actividad ureasa. EA:
acidez intercambiable. CIC: capacidad de intercambio catidnico, y SOC: carbono organico del suelo. Los demas parametros son la concentracion de los elementos

mostrados y los valores de pH. SD: desviacion estandar. Min: minimo. Max: maximo. Skew: skewness.
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Anexo 2.2. Estadistica descriptiva para la finca Los Cedros (n = 15).

Variable Unidad °R SNR
Media SD Mediana | Min Max | Skew | Media | SD | Mediana | Min Max | Skew
Cd pseudo-total mg kg? 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 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 NHs"kg'2h?t | 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 | 501 | 0,18 4,97 4,76 536 | 0,39
Ca meq 100g* 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 meqg 100g™* 1,32 0,60 1,23 0,45 2,81 0,71 | 055 | 0,36 0,45 0,11 1,38 1,23
K meq 100g* 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 meqg 100g™* 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* 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™* 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? 10,19 5,70 9,18 3,24 | 25,30 1,00 2,83 2,56 1,97 0,36 10,00 | 1,35
SocC % 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? 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: concentracién de Cd tras la extraccion con DTPA (considerada como una aproximacion al Cd disponible para la planta. Ureasa: actividad ureasa. EA:
acidez intercambiable. CIC: capacidad de intercambio catidnico, y SOC: carbono organico del suelo. Los deméas parametros son la concentracion de los elementos
mostrados y los valores de pH. SD: desviacion estandar. Min: minimo. Max: maximo. Skew: skewness.
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Anexo 2.3. indice global de Moran y patrén espacial para Cd-DTPA.

. . indice Global de Patrén
Finca Tipo de suelo Z-score valor p :
Moran espacial
La SR 0,2619 8,4484 <1,0x10° | Agrupado
Perla SNR 0,2672 2,9614 3,1x10° | Agrupado
Los SR 0,5509 5,0453 1,0x10° Agrupado
Cedros SNR -0,1873 -1,4849 0,1377 Aleatorio
Anexo 2.4. Porcentaje de muestras para cada patron espacial local.
Finca Tipo de Alto-Alto | Bajo-Bajo | Alto-Bajo | Bajo-Alto ~ No
suelo significativo
SR 11,4 28,6 31,4 0 28,6
La Perla
SNR 17,1 11,4 2,9 2,9 65,7
SR 35,7 50,0 7,15 0 7,15
Los Cedros
SNR 0 0 0 0 100
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Anexo 2.5. Factores de traslocacion (FT) para cada cultivar de cacao en este trabajo. Las
letras indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey HSD (valor p < 0,05)
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Resumen

El uso de bacterias ureoliticas para la precipitacion de carbonatos inducida
microbiol6gicamente (MICP) es una estrategia de biorremediacion emergente para tratar
sitios contaminados con elementos como el Cd. Parte del desarrollo de la MICP, y su
aplicacion en diversos ambientes, depende de la obtencién de nuevas cepas bacterianas.
En este estudio se realizo el aislamiento de 54 bacterias ureoliticas con actividad MICP de
suelos rizosféricos de Theobroma cacao L. con presencia de Cd. El analisis del gen 16S
rRNA mostré que los aislados pertenecen a los géneros Serratia, Pseudomonas,
Comamonas, Klebsiella, Bacillus, Citrobacter, Flavobacterium, Delftia vy
Stenotrophomonas. Los aislados mostraron actividad ureolitica entre 0,31 y 1,01 pmol
NHs* mL? h. La presencia de Cd afect6 de forma diferenciada (aumenté o redujo) la
actividad ureolitica de algunas bacterias evaluadas. La remocion de cadmio en solucién
varié entre 4,4y 87,0 % después de 48 h. Se reporta por primera vez la remocién de cadmio
a través de MICP por los géneros Delftia, Flavobacterium y Klebsiella. Ademas, se evalué
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
concentracion minima inhibitoria indicaron una tolerancia al Cd de 90 - 300 mg L para
estas 6 bacterias, las cuales presentaron una remocion de Cd en solucién que varié entre
64,9% y 99,8% al aumentar el tiempo incubacién hasta 120 h. Se utilizaron tres
aproximaciones diferentes para determinar el porcentaje de Cd bioprecipitado, mostrando
gue la bioadsorcion contribuye de forma relevante durante la remocién de Cd en solucién.
El analisis de los precipitados evidencio la coprecipitacion de Cd con vaterita (CaCOg). Las
nuevas cepas aisladas con potencial para la biorremediacion de Cd en suelos cacaoteros
expanden la aplicacion de la MICP contribuyendo con su desarrollo e innovacion. Ademas,
estos resultados contribuyen con el entendimiento de la inmovilizacién de metales
contaminantes mediante MICP, y resaltan la importancia de evaluar mecanismos

simultaneos a la bioprecipitacién al momento de evaluar el potencial MICP de las bacterias.
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3.1 Introduccidn

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 via
ureolitica es la mas estudiada, destacandose por su alta eficiencia (Zhang et al., 2023).
Parte del desarrollo de esta biotecnologia se ha dado a partir del aislamiento de nuevas
cepas bacterianas de diversos ambientes naturales. El uso de bacterias nativas podria
mejorar la eficiencia en aplicaciones in situ debido a ventajas en adaptabilidad (Zhang et
al., 2023). Dentro del contexto de suelos agricolas, 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 biorremediacién se enfocan en la optimizacion del proceso
MICP para aumentar la eficiencia del tratamiento (Anand et al., 2024; Zeng et al., 2022),
incluyendo la caracterizacién de los precipitados, para verificar la precipitacion o co-
precipitacién del metal de interés. Sin embargo, ha sido poco estudiado la contribucién de
otras formas de interacciéon metal-bacteria en la inmovilizacién de los metales, de forma

simultdnea a la precipitacién carbonatada durante los ensayos MICP.

Existen diferentes mecanismos mediante los cuales las bacterias inmovilizan los metales
contaminantes, incluyendo bioadsorcién, bioacumulacién y bioprecipitacion (Jing &
Kjellerup, 2018). La bioadsorcién y la bioacumulacién hacen parte de la biosorcién de
metales, donde la primera se da a través de interacciones fisicas (e.g. electrostaticas) o
guimicas (e.g. intercambio iénico, formacién de complejos) llevadas a cabo en la pared
celular (de células vivas o muertas) y la segunda corresponde a la acumulacion intracelular
de los metales realizada Unicamente por células vivas (Priyadarshanee & Das, 2021). Por
su parte, la bioprecipitacion de metales como el Cd?* resulta de la modulacién del pH y la
generaciéon de aniones (e.g. carbonatos) a partir de procesos metabdlicos que finalmente
inducen la precipitacién, donde la pared celular puede actuar como sitio de nucleacion
(Hoffmann et al., 2021).

En un estudio reciente utilizando la bacteria ureolitica Pseudochrobactrum sp. DL-1, se
evidencio que la bioadsorcion y la bioacumulacion contribuyen con un 36,35% y 3,97%
respectivamente, durante la remocién de Cd en solucion mediante MICP (Sheng et al.,
2022). En otro caso se reportd 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 QZz9), se dio mediante procesos de bioadsorcién, resaltando que para Ni, solo el 6-
7% del metal removido correspondi6 a bioprecipitacion (Disi et al., 2022). Adicionalmente,
realizando experimentos separados de bioadsorcion y MICP, fue observado que la
diferencia en la remocion de Cd comparando ambos ensayos fue del 11%, donde el
proceso MICP tuvo una mayor remocion del metal alcanzando un 53,06%, utilizando la
bacteria Bacillus sp. GZ-22 (Zhao et al., 2017). Esto indica que existen diferencias en la
inmovilizacion de Cd segun la bacteria aplicada, donde la biosorcion puede llegar a
contribuir de forma relevante. Por tal razén, es necesario realizar estudios que permitan
establecer los porcentajes de Cd removido mediante mecanismos diferentes a la
bioprecipitacién durante los ensayos MICP, y asi determinar con mayor claridad cuanto
metal esta siendo bioprecipitado. Esto es importante debido a que la estabilidad de los
metales inmovilizados mediante MICP esta relacionada principalmente con la baja
solubilidad de los carbonatos formados (Tamayo-Figueroa et al., 2019) y contribuye con la
evaluacion del potencial MICP de las bacterias de interés.

Bacterias con actividad MICP con potencial para la biorremediacion de Cd han sido
aisladas de suelos cacaoteros (Diez-Marulanda & Branddo, 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 & Brand&o,
2024), debido a niveles mas altos de Cd y actividad ureolitica comparando ambos tipos de
suelos (Tabla 2.3). En esta etapa, se realizé el aislamiento de bacterias ureoliticas con
actividad MICP de la rizésfera de las plantas de cacao. Se verific6 su actividad MICP de
forma cualitativa en medio sélido y cuantitativa en medio liquido. Los aislados se
identificaron mediante andlisis del gen 16S rRNA, se investigo el efecto de Cd sobre la
actividad ureolitica y se determiné la capacidad de los aislados bacterianos para remover
el Cd en solucion. Luego se evalud el potencial de algunas bacterias pre-seleccionadas
para bioprecipitar el Cd. En primer lugar, se evaluo la tolerancia al metal y se realiz6 el
seguimiento a la remocion de Cd en solucion durante 120 h. Luego, se determiné el
porcentaje de Cd inmovilizado mediante bioprecipitacion, bioadsorcion y bioacumulacion

en ensayos MICP y de biosorcién. Ademas, se realizé el analisis de los precipitados
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confirmando la formacion de vaterita con Cd co-precipitado mediante técnicas
espectroscopicas. El andlisis de los resultados obtenidos permitié establecer la importancia
de la biosorcion durante la inmovilizacién de Cd mediante MICP y finalmente se selecciond

una bacteria para la etapa final de esta investigacién (Capitulo 4).

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Reactivos quimicos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Se prepararon soluciones madre
de Cd (10 g L?Y), Ca (27 g L) y urea (500 g L) a partir de CdCl..H.O (Merck, Alemania),
CaCl».2H,0 (PanReac AppliChem, Alemania) y urea (ChemCruz, USA), respectivamente.
Estas soluciones fueron esterilizadas mediante filtracion (0,22 um, 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
(Capitulo 2) en las fincas La Perla y Los Cedros ubicadas en El Carmen de Chucuri i
Santander i Colombia. Esta zona fue estudiada previamente por el grupo de investigacion
GERMINA (Diez-Marulanda, 2019, 2022). A partir de suelos cacaoteros con presencia de
Cd fueron aisladas 12 bacterias ureoliticas tolerantes al metal, de las cuales 3 bacterias
con actividad MICP de los géneros Serratia y Acinetobacter, presentaron porcentajes de
remocién de Cd en solucién mayores al 90% a partir de una concentracion inicial de 0,05
mM Cd(ll) (Diez-Marulanda & Brandao, 2023). Estas bacterias presentaron diferencias en
la tolerancia al Cd (a partir de ensayos de concentracién minima inhibitoria) y en la maxima
capacidad de remocién al aumentar la concentracion de Cd a 0,15 mM, destacandose
Serratia sp. 4.1.a y 5b (Diez-Marulanda & Brandéao, 2024).

Para el aislamiento de las bacterias tolerantes a Cd se seleccionaron 16 suelos de ambas
fincas, teniendo como criterio la concentracion de Cd y la ubicacion geografica 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 concentracion de Cd los suelos se distribuyeron de
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la siguiente manera: 3 suelos con Cd > 7 mg kg, 4 suelos con Cd entre 7 mg kgty 2 mg

kg, y 9 suelos con Cd < 2 mg kg™.

3.2.3 Aislamiento de bacterias ureoliticas tolerantes al Cd

Para aislar las bacterias, se suspendi6 1 g de suelo en 9 mL de NacCl (0,85% p/v) y se agitd
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 extension
en cajas Petri con el medio de seleccion de Christensen (Christensen, 1946; Qiao et al.,
2021) modificado, compuesto por triptosa 5 g L2, peptona de carne 10 g L%, urea 20 g L1,
NaCl 5 g L%, rojo fenol 0,012 g L, Cd 5 mg L'y agar 15 g L (Medio A). Como control
negativo se incubo el medio en la caja Petri sin sembrar. Los cultivos se incubaron a 30 °C
durante 1 - 2 dias 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 esta
asociado con la alcalinizacion del medio debido a la degradacion de la urea (Achal et al.,
2011), en presencia del indicador de acido-base: rojo fenol). Los cultivos puros se
obtuvieron mediante siembras repetidas en el mismo medio. Este procedimiento permite
la seleccion de bacterias ureoliticas, sin embargo, no evidencia la actividad MICP de los

aislados.

3.2.4 Determinacion cualitativa de la actividad MICP de las
bacterias ureoliticas

La actividad MICP de las bacterias ureoliticas seleccionadas se examing cualitativamente
mediante la siembra de cultivos puros en cajas Petri con un medio de cultivo compuesto
por triptosa 5 g L, peptona de carne 10 g L, urea20g L?, NaCl5gL?* Cal1,2gL? Cd
5mgL*yagar 15 g L (Medio B). El Ca adicionado promueve la precipitacién carbonatada
(Liu et al., 2023). Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 1 a 6 dias para permitir la
formacion y crecimiento de precipitados. Para verificar la presencia de precipitados, los
cultivos se observaron a simple vista y utilizando un microscopio 6ptico (CX31 Upright
Microscope, Olympus) acoplado a una camara digital (CMOS Sensor, Aptina).

Considerando que los precipitados se sienten duros al tacto, se realizé una prueba con un
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asa de inoculaciéon metalica. Adicionalmente, se determind la presencia de carbonatos
utilizando HCI (1,2 M), ya que se genera CO; y aparece como efervescencia (Montoya et
al., 2005). Como control negativo a la formacién de precipitados, los aislados se sembraron
en el Medio B sin urea y calcio, ya que no promueve la precipitacion de carbonatos. Los
cultivos puros se criopreservaron en un medio liquido (Triptosa 5 g L, peptona de carne
10 g L%, NaCl 5 g L1), suplementado con urea (20 g L) y glicerol (20% v/v) a -80 °C. Las
cepas fueron depositadas en la Coleccion Biolégica BANCO DE CEPAS Y GENES DEL
IBUN (Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota) con
los codigos del IBUN-04461 al IBUN-04514, y en GenBank con codigos PQ497356-
PQ497395.

3.2.5 Caracterizacion morfologica, derreplicaciéon molecular e
identificacion molecular de los aislados

Para caracterizar los aislamientos se realiz6 tincion de Gram (Sanders & Miller, 2010) y se
observo la morfologia al microscopio 6ptico (CX31 Upright Microscope, Olympus) acoplado
a una camara digital (CMOS Sensor, Aptina). La morfologia de las colonias se determiné
(Breakwell et al., 2007) en medio LB-agar (Triptosa 10 g L%, extracto de levadura 5 g L%,
NaCl 10 g L%, agar 15 g L) suplementado con Cd (5 mg L?) e incubado a 30 °C, durante
24 - 48 h.

Para la identificacion molecular de los aislamientos se utilizaron cultivos incubados a 30
°C durante 24 - 48 h. Para la obtencion del ADN gendémico se utilizo6 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 agitacion de 30 segundos y 1 minuto de reposo en hielo
entre ciclos (Mini-Beadbeater-16, BioSpec Products, EE. UU.). Una vez obtenido el ADN
gendmico de los aislados, se realiz6 un andlisis de polimorfismo de conformacién de una
sola hebra (SSCP, por sus siglas en inglés) de las regiones V4-V5 del gen 16S rRNA para
derreplicar los aislados (Brand&o et al., 2002). Se realiz6 una reaccioén 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 identificacion molecular
se realiz6 mediante la amplificacion del gen 16S rRNA utilizando los cebadores 27F y
1492R (Anexo 3.1).
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Cada PCR se reali z- en un volumen tot al de

Master Mix como se describe en el Anexo 3.2. El programa de temperatura utilizado para
la amplificacion fue el siguiente: ciclo inicial a 94 °C durante 5 min; 30 ciclos de
amplificacién (desnaturalizacion a 94 °C durante 20 s, hibridacién a 55 °C durante 20 s 'y
elongacién a 72 °C durante 40 s); y finalmente, un ciclo a 72 °C durante 5 min (C1000
Thermal Cycler, Bio-Rad, EE.UU.). El tamafio de los fragmentos amplificados se determiné
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (HyAgaroseTM, HydraGene, China),
tefido con SYBR Safe (Invitrogen, EE. UU.), y utilizando un marcador ExcelBand 1 kb
(SMOBIO) 0 100 pb plus DNA Ladder (BIORON). Finalmente, el gel fue fotodocumentado
(Safe ImagerE 2.0 Blue-Light Transilluminator, Invitrogen, EE.UU.). Como control negativo
se utilizé agua estéril. Para la purificacion de los amplicones se utiliz6 acetato de amonio
5 My etanol absoluto. Brevemente, 20 €L
de | a soluci-n de acet edndabsdotto fiion Basteriormgnte, 4a0
mezcla se agité y se centrifugd 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 concentracion y calidad de los amplicones fue determinada por

espectrofotometria (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.).

El andlisis SSCP fue realizado como se reportd previamente (Branddo et al., 2002;
Montafio-Salazar et al., 2018) en 0,7X MDE a 5 W de potencia constante por 16 h y 30
min, y el gel fue tefiido con nitrato de plata (Bassam et al., 1991). Con base en los perfiles
SSCP diferenciados y las caracteristicas analizadas, 40 aislados fueron seleccionados
para realizar la identificacibon molecular. Los productos de PCR purificados fueron
secuenciados comercialmente utilizando el método Sanger (SSiGMol i Instituto de
Genética 1 Universidad Nacional de Colombia). Las secuencias fueron editadas con el
software BioEdit (Hall, 1999) version 7.2.5, e identificadas utilizando BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las secuencias fueron depositadas (codigos
PQ497356-PQ497395) en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Para la
obtencion del &rbol filogenético los alineamientos de las secuencias se realizaron utilizando
Muscle (Edgar, 2004) en el software MEGAX (Kumar et al., 2018) con parametros por

defecto para el andlisis por inferencia bayesiana utilizando MrBayes v 3.2.7. (Ronquist et
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al., 2012). ElI modelo de sustitucién de nucleétidos GTR+G+l (G: 5 categorias) 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 arbol fue
seleccionado por consenso mayoritario. El arbol seleccionado fue visualizado y editado

con el programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.2.6 Determinacién de la actividad ureolitica de bacterias
tolerantes a Cd

Para determinar la actividad ureolitica se utilizaron cultivos en medio liquido de 24 i 48 h,

ajustando la biomasa de acuerdo con la densidad Optica a 600 nm (ODew) a

aproximadamente 0,3 con NaCl (0,85% p/v) antes de los experimentos. Luego, se inoculd

0,1 mL de la suspension bacteriana (1%) en 10 mL de medio de cultivo en un frasco ambar.

El medio utilizado fue Lysogeny Broth LB (triptosa 10 g L, extracto de levadura5g Ly

NaCl 10 g L) suplementado con urea (20 g L%), por un periodo de 48 h a 30 °C y 120 rpm.

Luego, se tomo6 una alicuota y se centrifugé a 15000 rpm durante 10 min. La actividad de

la ureasa se cuantificé de acuerdo con la produccién de amonio utilizando el método de

azul de indofenol basado en una reaccion de Berthelot modificada (Verdouw et al., 1978).

Brevemente, una alicuota del sobrenadante (diluido con agua desionizada) se mezcl6 con

160 €L de agente col ori m®tr irepsiatosiasbdio®,D2M,t o de s
80 €L de soluci-n tamp-n (hidr-xido de sodio
Na;HPO4+.7H.O 0, 37 M e hipoclorito de sodio 10% v/ v,
(solucion de Na;:EDTA 0,15 M) para evitar la precipitacion de cationes. El desarrollo del

color se llevé a cabo durante 30 min a 37 °C. La cuantificacion se realizé mediante una

curva de calibraciéon externa (0,17 7 2,08 mg L) preparada con un estandar de amonio

(Merck, 1000 mg L, Referencia 1198120500) y la absorbancia se midié a 680 nm (ODeso)

en un NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Se utilizé Bacillus thuringiensis como control

positivo y el medio de cultivo sin bacterias como control negativo. Cada ensayo se realizé

por triplicado.

3.2.7 Efecto de Cd sobre la actividad ureolitica

El efecto de Cd sobre la actividad ureolitica se realiz6 para 6 bacterias seleccionadas de

acuerdo con el rango de valores encontrados previamente para la actividad enzimatica: 2
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bacterias con valores altos, 2 bacterias con valores bajos y 2 bacterias con valores

intermedios. Adicionalmente, se considerd el género como criterio de seleccion.

Para determinar el efecto de Cd sobre la actividad ureolitica, se inocularon cultivos de 24
h(ODewd 0, 3) al 1% e n eld@tivoneh auseracia y presenciaode @d. Se
utilizé el medio LB suplementado con urea (20 g L?) y LB + urea (20 g L) + Cd (60 mg L
1). Las condiciones de incubacién y cuantificacion fueron descritas previamente (ensayo
de actividad ureolitica, seccion 3.2.6). Los ensayos se realizaron por triplicado. En este
caso, los valores de actividad enzimatica 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 Remocion de Cd en solucion

Para determinar la capacidad de remocién de Cd de las bacterias, se inocularon 0,1 mL
de suspension bacteriana (ODegoo @ 0, 3, cultivo de 24 h) en 10
suplementado con urea (20 g L), Ca (1,2g L) y Cd (60 mg L) y se incub6 durante 48 h
a 30 °C y 120 rpm. ElI medio sin bacteria fue utilizado como control negativo. A
continuacion, se agité el cultivo y se tomd una alicuota para determinar la ODegoo. El medio
de cultivo restante se centrifugé a 15000 rpm durante 10 min. Se tomaron tres alicuotas
del sobrenadante para medir el pH (pH-metro Oakton), cuantificar el amonio producido
(descrito previamente, seccién 3.2.6) y cuantificar el Cd. Para determinar esto ultimo, se
trataron las alicuotas con 5 mL de agua regia (3 HCI : 1 HNOg) y se llevaron a volumen
final con HNOs (0,5 % v/v). Las muestras se analizaron mediante espectrofotometria de
absorcion atémica de llama (ContrAA 700 - High-Resolution Continuum Source, Analytik
Jena, Alemania), y se cuantificaron mediante calibracion por patrén externo en una curva
preparada con una solucién estandar de Cd (Panreac, 1000 mg L, Referencia: 313175).
Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para calcular el porcentaje de Cd removido
(%R Cd), se utilizé la concentracion de Cd en el control (Cdcontrar) Y la concentracion de Cd
en el medio inoculado con cada bacteria (Cdbacteria) al final del ensayo segun la Ecuacion
3.1.
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Ecuacion 3.1;

wx o 00 ‘
PYOQ = wp T T

3.2.9 Seleccion de bacterias con potencial parala
bioprecipitacion 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 remocion de Cd y géneros

diferentes (Anexo 3.10). Estas bacterias se mantuvieron en un banco de trabajo en medio

liquido (triptosa 5 g L%, peptona 10 g LY, NaCl 5 g L, urea 20 g L y glicerol 20% v/v) a -

20 °C. Se realiz6 un pre-inéculo desde el banco de trabajo en medio LB (triptosa 10 g L2,

extracto de levadura 5 g L't y NaCl 10 g L) incubando durante toda la noche previo a su

uso en los experimentos. Después se ajusté la ODgsnd O, 3 con NaCl (0, 85%

inocul6 al 1% en cada experimento.
A Concentracion minima inhibitoria

La concentracidbn minima inhibitoria (CMI) se determind a partir del crecimiento de las
bacterias en medio LB con diferentes concentraciones de Cd. El pre-in6culo de cada
bacteria fue inoculado en 10 mL de medio LB con concentraciones de Cd desde 60 hasta
300 mg L. El pH del medio fue ajustado a 6,8 con NaOH (1 M). El crecimiento bacteriano
fue determinado a partir de la densidad éptica a 600 nm (ODsoo, NanoDrop 2000c¢, Thermo
Fisher Scientific, USA), luego de un periodo de incubacion de 48 h a 30 °C y 120 rpm. La
CMI fue considerada como la concentracion a la cual se observé un ODgsoo @ (deng et al.,
2021). Los ensayos para cada bacteria fueron realizados en triplicado. Como control
negativo se utilizé el medio de cultivo sin inocular, y como control positivo el medio de

cultivo sin Cd, inoculado con cada bacteria.
A Seguimiento alaremocion de Cd en solucion

La remocion de Cd se determin6 en un frasco ambar con 10 mL de medio LB suplementado
con urea (20 g L?), Ca (1,2 g L) y Cd (60 mg L?), inoculados con cada bacteria. Los

cultivos fueron incubados a 30 °C y 120 rpm, aumentando el tiempo de incubacién a 120
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h, procurando incrementar el porcentaje de Cd removido. Cada 24 h se tomaron alicuotas
del medio de cultivo, se centrifugaron a 8500 rpm durante 10 min. El tratamiento del
sobrenadante y la cuantificacion de Cd fue descrito previamente (seccién 3.2.8). Los
ensayos fueron realizados en triplicado y como control negativo se utilizé el medio sin
bacteria. El porcentaje de Cd removido (%R Cd) se determin6 segun la Ecuacién 3.1

(seccibn 3.2.8).
A Distribucién de Cd en ensayos de bioprecipitacion y biosorcién

Para determinar la contribucion de otros mecanismos (bioadsorcion y bioacumulacion)
durante la remocion de Cd en solucion, se evalué la distribucion de Cd removido mediante
ensayos de bioprecipitacion y biosorcion. EI Cd bioadsorbido, bioprecipitado Yy
bioacumulado fue determinado a partir de metodologias previamente descritas (Shen et
al., 2021; Sheng et al., 2022; Vishan et al., 2019). Para el ensayo de bioprecipitacién se
utilizaron 10 mL de medio LB suplementado con urea (20g L?), Ca(1,2gL?)y Cd (60 mg
L1), inoculados con cada bacteria. Para el ensayo de biosorcién se utilizé el medio LB
suplementado con Cd (60 mg L%). Sin la adiciéon de urea-Ca, no se induce la precipitacion
de carbonatos. Ambos experimentos fueron incubados durante 48 h a 30 °C y 120 rpm. En
el Anexo 3.3 se puede observar la metodologia mediante extracciones secuenciales para
estimar el Cd bioadsorbido (F1), bioprecipitado (F2) y bioacumulado (F3). Esta
metodologia para la extraccion de Cd también fue aplicada para el ensayo de biosorcion.
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 bioprecipitacion puede

ser estimado segun la Ecuacién 3.2:

Ecuacion 3.2;
A" DD QaELQQE I & A" DD QaE LQQE |
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A Anélisis de bioprecipitados

Para la obtencién de los precipitados, las cepas Bacillus sp. 85d y Stenotrophomonas sp.

67w fueron incubadas durante 15 dias en 10 mL de medio liquido LB suplementado con
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urea (20gL?), Ca(1,2gL?1)yCd (60 mgL?),inoculado al 1%, e incubados a 30 °Cy 120
rpm. Posterior a la incubacion, 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 suspension
fue calentada en un horno microondas convencional durante 1-2 min. Luego, se dejo
decantar los precipitados. La biomasa al tener menor densidad queda suspendida en el
agua, razon por la cual el sobrenadante es descartado. Este proceso se repite hasta no
observar turbidez en el sobrenadante (Diez-Marulanda & Brandédo, 2024). Debido a que
los precipitados obtenidos presentaban una coloracion marrén (probablemente por
biomasa adherida), fueron tratados con 5 mL de H>O- 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 identificacion de los precipitados fue realizada mediante Difraccion de Rayos X (DRX)
(X-pert PRO Diffractometer, PANalytical, Holanda). Los andlisis fueron realizados bajo
radiaci-n CuKU (& = 1,540598 ), con un

realiz6 porcomparacion con | a base de datos | CSD uti
Plus version 3.0.5 (PANalytical, 2012, Almelo, Holanda). Adicionalmente, la morfologia de
los precipitados se obtuvo mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) (VEGAS,
TESCAN, Republica Checa) utilizando detectores de electrones retrodispersados (BSE) y
de electrones secundarios (SE). Por su parte, el andlisis elemental de la superficie de los
precipitados se realizé por medio de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
(EDX) utilizando un detector XFlash 410 (Bruker, Alemania) acoplado al SEM. Finalmente,
una porcion de los precipitados obtenidos fue disuelta en HCI (1,2 M) y llevados a volumen
final con HNOj; (0,5% v/v) para ser analizados por espectrofotometria de absorcién atémica

(seccion 3.2.8).

3.2.10 Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6é utilizando el software R version 4.2.2, RStudio 2022
version 12.0+353. Los experimentos fueron realizados en triplicado y los resultados se

presentan como el promedio + la desviacion estandar (SD). Las barras de error en las

barric

i zand
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gréficas corresponden a SD. Diferencias estadisticamente significativas para el efecto de

Cd sobre la actividad ureolitica (seccidn 3.2.7) fueron determinadas mediante la prueba t.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Aislamiento e identificacién de bacterias ureoliticas
tolerantes a Cd

El aislamiento de bacterias ureoliticas 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 ureolitica y concentracién de Cd en comparacion con los suelos no-rizosféricos
(Capitulo 2). A través de un proceso de aislamiento de dos etapas, se obtuvieron 54
aislados con actividades ureoliticas y MICP. En la primera etapa de aislamiento, se
identificaron colonias con capacidad de hidrolizar la urea (actividad ureolitica) 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 formacion
de precipitados de carbonato para verificar cualitativamente la actividad MICP (Figura
3.1b). Ambos pasos permitieron observar cualitativamente las diferencias en la actividad
ureolitica (indicada por la intensidad del color) y la actividad MICP (a través de los tamafios
y formas de los precipitados) de los aislados (Anexo 3.5), los cuales presentaron variedad
en forma, tamafo, textura, margen y color (Anexo 3.5). 38 de las 54 bacterias aisladas

fueron Gram negativas, y la morfologia fue principalmente de bacilo (Anexo 3.6).
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Figura 3.1 Bacterias aisladas de suelos de rizdsfera de cacao. Deteccién cualitativa de a)
la actividad ureolitica en placa de urea-agar + Cd(ll) (5 mg L) y b) la actividad de MICP
en placa de urea-agar + Cd(Il) (5 mg L'Y) + Ca(ll) (1,2 g L?). Los precipitados se

observaron con un microscopio 6ptico (microscopio vertical CX31, Olympus).

Con base en el analisis 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 realiz6 la derreplicacion de
los aislados encontrando 38 perfiles diferentes (Anexo 3.7). Considerando este analisis y
otras caracteristicas evaluadas (morfologia, actividad ureolitica), se realiz6 la
secuenciacion 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 caracteristicas estudiadas. De acuerdo con el analisis realizado en
BLAST, se identificaron 9 géneros (con el nimero 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 andlisis
filogenético por inferencia bayesiana mostré 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 asign6 de acuerdo con el perfil SSCP (Anexo 3.9), por ejemplo, el
género Klebsiella se asign6 al aislado 76h ya que tiene el mismo perfil SSCP que los
aislados 76b y 76¢c2 (Anexo 3.7), ambos identificados como Klebsiella de acuerdo con el
andalisis 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 nimeros en las ramas son la

probabilidad posterior.

La caracterizacion de las bacterias evidencié 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 interaccion con los metales téxicos. Particularmente, la
biosorcion se ve afectada debido a diferencias en la composicion de la pared celular. Las
bacterias Gram positivas tienden a presentar una mayor capacidad de adsorcion debido a
su mayor contenido de peptidoglicano y &cido teicoico en la pared celular (Gavrilescu,
2004). Por su parte, el menor espesor de la pared celular en las bacterias Gram negativas
favorece la difusion intracelular de los metales (Fathollahi et al., 2021). Sin embargo, cabe
destacar que la biosorcion de los metales por las bacterias se ve afectada por las
condiciones experimentales (Fathollahi et al., 2021).

Segun el analisis molecular de los aislados, la mayoria 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 mas grande y diverso de
bacterias (Sharma et al., 2022). Es importante sefialar que los filos Proteobacteria y
Firmicutes albergan un amplio conjunto de genes de resistencia a los metales toxicos
(Chen et al. 2018). La informacién 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 obtencién de los aislados
para su aplicacion biotecnoldgica. Mediante técnicas independientes de cultivo, otros
autores han profundizado sobre las comunidades bacterianas presentes en estos suelos
(Céaceres 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 rizosfera del cacao es relevante
debido a sus roles en la promocion del crecimiento vegetal (Wang et al., 2025), y su

capacidad para biorremediar metales toxicos (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 & Branddo, 2023),
Pseudomonas (Diez-Marulanda & Brandéo, 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) vy
Stenotrophomonas (Jalilvand et al., 2019). El género Delftia ha sido mencionado en un
estudio que utilizé un consorcio para inducir la precipitacion de carbonatos, donde se
determind la composicién y abundancia microbiana utilizando Illlumina MiSeq (Okyay et al.,
2016). Sin embargo, los autores mencionaron que no fue posible determinar la
participacién 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 obtencién 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 remocion altos
(> 90 %) (Fang et al., 2021; Taharia et al., 2024).

3.3.2 Actividad ureolitica cuantitativa

Las bacterias presentaron una actividad ureolitica que varié entre 0,31 7 1,01 pmol NH4*
mL* h* (Figura 3.3), donde las actividades ureoliticas mas altas corresponden al género
Bacillus (cepa 96b, 72a y 91g2). En general, se puede mencionar que las bacterias
presentaron una actividad ureolitica similar a lo reportado para bacterias aisladas de suelos
de cultivo de cacao (Diez-Marulanda & Brandéo, 2023), aunque fue menor en comparacion
con otros reportes con valores entre 3,05 7 23,1 pmol NHs* mL™* min* (Bibi et al., 2018;
Disi et al., 2022; Qiao et al., 2021). A pesar de la baja actividad ureolitica, se evidencio

cualitativamente la capacidad de las bacterias para precipitar carbonatos (Figura 3.1).
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Figura 3.3. Actividad ureolitica de las bacterias aisladas. Evaluacion a través de la
produccion de amonio (NHs*) en 48 h a 30 °C y 120 rpm utilizando medio LB
suplementado con urea (20 g L?). Las barras de error indican SD (n=3).

3.3.3 Efecto de Cd sobre la actividad ureolitica

El efecto de Cd sobre la actividad ureolitica vario para las bacterias evaluadas (Figura
3.4). Para los aislados Comamonas sp. 76f y Stenotrophonomas sp. 67w, se observé una
reduccion en la actividad ureolitica de 55,9% y 45,7%, respectivamente. Para los aislados
Bacillus sp. 85d y Serratia sp. 89a, la presencia de Cd incremento la actividad ureolitica en
41,9% y 49,3%, respectivamente. Sin embargo, no se observé diferencia significativa para
los aislados Delftia sp. 67p y Bacillus sp. 96b. Ambos efectos (reducciéon y aumento) de Cd
sobre la actividad ureolitica han sido reportados en la literatura. Por ejemplo, la actividad
ureolitica de Enterobacter hormaechei [ITISM-SA3 disminuyé (54%) cuando la
concentracion del metal aument6 de 0 a 50 mg L. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre 0 mg L (control) y 7 mg L (Anand et al., 2024). Esto es
similar a lo reportado para Enterobacter sp. CJW-1, donde un aumento en la concentracion
de Cd de 20 a 100 mg L* disminuyé la actividad ureolitica 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) estimul6 la actividad ureolitica de Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b

(Diez-Marulanda & Brandé&o, 2023). En contraste, se report la disminucién de la actividad
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ureolitica para Serratia marcescens cuando la concentracién de Cd aumenté de 5 a 15 mg
L (Bhattacharya et al., 2018).
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Figura 3.4. Efecto de 60 mg L de Cd sobre la actividad ureolitica de aislados
seleccionados. Las barras de error indican SD (n=3). ns: no significativo, * valor p < 0,05,

** yalor p < 0,01.

El efecto negativo de Cd sobre la actividad ureolitica se ha atribuido a la inhibicién en la
expresion de los genes ureC, ureE, ureF y ureG (Zeng et al., 2022) y la disminucién del
crecimiento bacteriano (Peng et al., 2020), sin embargo, la influencia de este altimo
aspecto fue considerada al utilizar las UFC en la determinacion de la actividad urealitica.
Es importante mencionar que la adicién de Ca en el medio MICP puede aliviar la toxicidad
inducida por Cd y reducir el impacto negativo sobre la actividad ureolitica (Fang et al.,
2021). Algunas bacterias mostraron una mayor actividad ureolitica en presencia de Cd.
Esto podria ser una respuesta al estrés provocado por el metal, que induce su
mineralizacién para reducir su toxicidad (Huang et al., 2022).

3.3.4 Remocion de Cd en solucion

Los porcentajes de remocion de Cd variaron entre 4,4 y 87,0% (Anexo 3.10). El pH, la
actividad ureolitica y la ODgoo estuvieron entre 7,45 y 9,05 unidades de pH, 0,11y 1,14

umol NHs* mL? hy ODsoo 0,2 T 3,4. Se observé una alta remocién 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 remocion en comparacion
con otros reportes (Tabla 3.1). Considerando la concentracion inicial de Cd, Serratia sp.
89a y Pseudomonas sp. 85f mostraron mayor remocion de Cd que las bacterias del mismo
género Serratia sp 4.1a, Serratia sp. 5b y Serratia marcescens (Bhattacharya et al., 2018;
Diez-Marulanda & Brandao, 2024), y Pseudomonas aeruginosa QD5 y QZ9 (Disi et al.,
2022), respectivamente. Otras bacterias mostraron un desempefio menor en comparacion
con la literatura; sin embargo, esto podria estar asociado con los tiempos de incubacion y
las cantidades de urea y Ca utilizadas (Liu et al., 2023), que no fueron optimizadas en este
trabajo. Hasta donde sabemos, aqui se informa por primera vez la remocion de cadmio por
MICP para los géneros Delftia, Flavobacterium y Klebsiella. En un estudio previo, donde
se precipitd Cd usando lodo granular anaerobico, la formaciéon de CdCO3; se asocié con
Klebsiella pneumoniae (Martinez et al., 2020), sin embargo, los autores no reportaron su
participacion directa en la precipitacion de Cd via MICP.
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Tabla 3.1. Comparacién del rendimiento de remocién de Cd por algunas bacterias aisladas en este estudio con las reportadas en la

literatura.
Este estudio? Literatura
Género o -
Bacteria R. Cd (%) Bacteria R.Cd (%) Conqlnmones Referencia
+ SD experimentales
Serratia Serratia sp. 89a 87,0+ 1,2 | Serratia sp. 4.1ay > 99 961 120 h, (Diez-Marulanda
5b Cd (17 mg L?), & Brandao,
urea (30 g LY, 2024)
Ca (6,80 mM equivalente
a0,27gL?).
Serratia 65 96 h, (Bhattacharya et
marcescens Cd (15 mg L?), al., 2018)
urea (2% equivalente a
20 g LY,
Ca (25 mM equivalente a
1,00gL?Y)
Stenotrophomonas | Stenotrophomonas sp. 82,7 £ 0,9 | Stenotrophomonas 71,3 96 h, (Jalilvand et al.,
67w rhizophila Cd (aprox. 224 mg L?), 2019)
urea (0,5 M equivalente
a30,03gL?),
Ca (25 mM equivalente a
1,00gL?Y
Comamonas Comamonas sp. 76f 75,5+ 0,1 | Comamonas 98,4 48 h, (Zhou et al.,

testosteroni ZG2

aprox. 0,0119 M CdCl;

2021)
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Este estudio? Literatura
Género o -
Bacteria R.Cd (%) Bacteria R.Cd (%) Conqhmones Referencia
+SD experimentales
Bacillus Bacillus sp. 76k 68,0 + 4,5 | Bacillus 67,9 168 h, (Kaur et al.,
paramycoides Cd (aprox. 6,7 mg L?), 2024)
urea (2% equivalente a
20g L),
Ca (25 mM equivalente a
1,00gL?Y)
Bacillus sp. URL1, aprox. 25, | 72 h, (Wei et al.,
Bacillus sp UR16, 35, Cd (aprox. 224 mg LY), 2022b)
Bacillus sp UR21 65 urea (0,7 M equivalente
a42,04glL?
Pseudomonas Pseudomonas 85f 48,9 + 6,2 | Pseudomonas aprox. 85 | 5 dias, (Disi et al.,
aeruginosa QD5 y Cd (aprox. 11 mg L), 2022)
QZz9 urea (20 g L),
Ca (0,1 M equivalente a
4,00 gL?).
Citrobacter Citrobacter sp. 101a 60,3 £ 1,0 | Citrobacter sp. 40 72 h, (Wei et al.,
UR20 Cd (aprox. 224 mg L?), 2022a)

urea (0,7 M equivalente
a42,04gL?

aCondiciones experimentales en este trabajo: incubacion durante 48 h a 30 °C y 130 rpm, medio LB suplementado con
Cd (60 mg L), urea (20 gLY)y Ca (1,2 gL?).
R.Cd: Porcentaje de remocién de Cd; SD: (Desviacion estandar)
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Curiosamente, las bacterias con mayor remociéon de Cd no corresponden a las bacterias
con mayor actividad ureolitica (Anexo 3.10, Figura 3.3). La relacion entre la actividad
ureolitica y la remocién de Cd, mostré una correlacion positiva moderada (R? = 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 interaccion entre las bacterias y
el Cd, como la biosorciéon y la bioacumulacion (Bravo & Braissant, 2022). En un estudio
reciente sobre diferentes microprocesos dindmicos durante un ensayo MICP, se report6
que 3,97%, 36,35% y 49,27% de Cd removido se acumul6é 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 precipitacion, puede
existir un porcentaje relevante asociado a otras interacciones metal-bacteria. Esto refleja
la importancia de determinar la contribucion de otros mecanismos (p. €j., bioacumulacion,

biosorcién) en la remocion 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* (Figura 3.5). La mayor tolerancia al Cd correspondi6 a Serratia sp.
89a con un valor de 300 mg L%, 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 & Branddo, 2024).
Para las cepas Serratia sp. 4.1a y 5b se reporté una inhibicibn completa del crecimiento
bacteriano a 4, 09 (DiedWMarulandad&sBoandéog 2024). Ademas, para
Burkholderia sp. NB10 y P. aeruginosa NB2 se reporté una CMI de 140 mg kg y para P.
putida GB78 de 90 mg kg (Cordoba-Novoa et al., 2023). Para Comamonas sp. 76f se
encontré que una concentracion de Cd de 150 mg L* 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?), 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%, present6 una mayor tolerancia que la bacteria Bacillus subtilis MF497446

aislada de la rizésfera de trigo, la cual toler6 el Cd hasta una concentracion de 18 mg L*
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(EI-Nahrawy et al., 2019). En contraste, para B. cereus M4 aislada del suelo rizosférico de
arroz, se reportd que toleraba una concentracién maxima de Cd de 1000 mg kg* (Wang et
al., 2019). Similar a lo encontrado en este estudio para las cepas Citrobacter sp. 10lay
Klebsiella sp. 76b, para bacterias aisladas de suelos agricolas irrigados con agua residual,
se reportaron CMI de 0,5 a 2 mM (equivalente a 56 - 224 mg L) para Citrobacter y de 1,25
a 1,75 (equivalente a 140 - 196 mg L?) para Klebsiella (Ajmal et al., 2021). Por su parte,
Stenotrophomonas sp. 67w presenté una menor tolerancia al Cd, comparada con
Stenotrophomonas sp. CD02 aislada de un suelo agricola contaminado con metales
pesados, que pudo crecer en una concentracion de 4 mM (equivalente a 450 mg L) (Chien
et al., 2007) o la cepa Stenotrophomonas sp CIK-517Y, aislada de la rizésfera de maiz en
un cultivo irrigado con aguas contaminadas por afluentes de una curtiembre, la cual crecid
en presencia de 500 mg L* de Cd (Ahmad et al., 2014). La diferencia en la tolerancia al
Cd, podria estar relacionada con la adaptacion de las bacterias para sobrevivir a un evento
de contaminacion (Bravo & Braissant, 2022).

3,00
2,50
2,00 -+ Comamonas sp. 76f
g Bacillus sp. 85d

a 1,50 .

[e] —e—Citrobacter sp. 101a
1.00 «—Klebsiella sp. 76b

' Stenotrophomonas sp. 67w

0.50 - Selratia sp. 89a
0,00

60 90 120 150 200 250 300
Concentracion de Cd (mg L)

Figura 3.5. Crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de Cd, luego de un

periodo de incubacién 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 remediacion de suelos contaminados. Es
importante debido a la toxicidad del metal y su efecto sobre el crecimiento (Bravo &
Braissant, 2022) y la actividad ureolitica de las bacterias. Con relacién a los suelos
cacaoteros, en Colombia se han reportado concentraciones de hasta 47 mg kg? (Joya-
Barrero et al., 2023), y particularmente en la zona objeto de este estudio, la concentracion

méaxima en los suelos fue de 21,29 mg kg* (Anexo 2.1), mostrando que la concentracion
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del metal no seria una limitante para la aplicacion de las bacterias estudiadas (CMI desde
90 hasta 300 mg L?, Figura 3.5).

Ensayos adicionales incluyendo pardmetros de crecimiento de las bacterias, podrian
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 generacion, entre otros (Cérdoba-
Novoa et al., 2023; Caceres et al., 2021; (Diez-Marulanda & Brandao, 2023), permitiendo

observar cudles aislados tienen un mejor comportamiento frente al Cd.

3.3.6 Seguimiento a laremocién de Cd en solucion

La remocion de Cd vari6 entre 64,9 % y 99,8 % (Figura 3.6) luego de 120 h de incubacion.
Se determiné que las bacterias Stenotrophomonas sp. 67w y Serratia sp. 89a presentaron
la mayor capacidad de remocién de Cd con porcentajes mayores al 99 % a las 72 h.
Bacillus sp. 85d presentd un maximo de remocion de 75,7 % (+ 4,8 %) a las 96 h. Para
Comamonas sp. 76f y Klebsiella sp. 76b, los porcentajes de remocion a las 120 h fueron
de 78,3 % (+ 0,16 %) y 77,2 % (+ 4,3 %), respectivamente. El menor porcentaje de
remocion (64,9 % + 1,2 %) lo presento la bacteria Citrobacter sp. 101a. El aumento del
tiempo permiti6 mejorar los porcentajes de remocion del metal para las bacterias

evaluadas.
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Figura 3.6. Seguimiento a la remocién de Cd (60 mg L?) en solucién hasta 120 h de
incubacién a 30 °C y 120 rpm.

De forma general, se observo que la remocién 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 & Brandao, 2024). En nuestro estudio, la remocién de Cd alcanzé un maximo
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 reportd la mayor remocién
del metal a las 10 h, partiendo de una concentracion inicial de Cd 6 veces menor a la
utilizada en nuestra investigacion (Zhao et al., 2017). Esto esté en linea con lo reportado
por Qiao y colaboradores, donde el tiempo para alcanzar el maximo de remocién aumenta
al aumentar la concentracion inicial de Cd (Qiao et al., 2021). Los autores reportaron un
maximo de remocién a las 0,5 h para concentraciones de Cd < 80 mg L%, y de 6 h para
160 mg L. Estos resultados, junto a otros reportes (Zhao et al., 2017; Qiao et al., 2021;
Diez-Marulanda & Brandao, 2024), indican que la remocion de Cd en solucién aumenta

con el tiempo de exposicién al metal.

3.3.7 Remocién de Cd en solucion mediante ensayos de
biopreciptacion y biosorcion

En el medio de bioprecipitacion (MICP) los porcentajes de remocion variaron entre 59,9 %

y 85,2 % (Tabla 3.2). Serratia sp. 89a presentd el mayor porcentaje de remocion, y el

menor correspondi6 a Citrobacter sp. 101a. Con relacion al ensayo de biosorcion (usando

un medio en el cual no se induce la precipitacion de carbonatos), se observo que la
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remocion varié 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 remocion de Cd en
el ensayo de biosorcion, Klebsiella sp. 76b y Comamonas sp. 101a, respectivamente,
fueron diferentes a las encontradas para el ensayo de bioprecipitacion. En todos los casos,
el porcentaje de Cd removido en el medio de biosorcion fue menor comparado con el medio
MICP para cada bacteria. La mayor variacion en la remociéon de Cd fue para Comamonas
sp. 76f, con una disminucién del 47,7% comparando ambos ensayos (Tabla 3.2). Estos
resultados estan en linea con lo observado para otras bacterias con actividad MICP. Para
la cepa Bacillus sp. GZ-22 se reportd que la remocion de Cd inducida por MICP fue un
11% mayor a lo observado para la remocion mediante bioadsorcion (Zhao et al., 2017). Un
rol menor de la biosorcién fue reportado para S. marcescens y E. cloacae EMB19 donde
solo un 7% y 12% de remocion de Cd fue observado a partir de una concentracion inicial
de 5 mg L? luego de 96 h (Bhattacharya et al., 2018). Adicionalmente, durante la
inmovilizacion de Cu, Pb, y Zn con la bacteria ureolitica B. intermedia TSBOI, se reportd
gue la concentracion de los metales en solucién disminuye en la presencia de solo células
o residuos celulares (cell debris), lo cual fue atribuido por los autores al proceso de
biosorcién (Hu et al., 2024). A partir de los resultados de Cd removido en ambos ensayos
se puede estimar que el Cd bioprecipitado (Ecuacion 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, mas del 50% de Cd
removido fue mediante bioprecipitacién. Por otro lado, estos resultados indican que, para

algunas bacterias, la biosorcién contribuye principalmente en la remocion de Cd.
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Tabla 3.2. Comparacién de los porcentajes de remocién de Cd para los ensayos MICP y

biosorcion.
Caddigo Bacteria % Remocidon de Cd | % Remocion de Cd ensayo
bacteria ensayo MICP = SD de biosorcién + SD
89a Serratia sp. 85279 39,1+£0,9
76f Comamonas sp. 72,7+ 3,4 250+£1,1
85d Bacillus sp. 63,7 + 8,3 28,4+47
10la Citrobacter sp. 59,9+14 33,0+4,7
76b Klebsiella sp. 61,6 + 8,6 470+1,2
67w Stenotrophomonas sp. 80,6 + 2,6 40,4 + 3,3

3.3.8 Distribucion de Cd en ensayos de bioprecipitacion

A partir de las extracciones de Cd realizadas sobre la mezcla biomasa-precipitados
después de aplicar el proceso MICP, se observaron semejanzas en la distribucion de Cd
removido al comparar las diferentes bacterias (Figura 3.7). De forma general se puede
mencionar que el Cd esta asociado principalmente a la fracciéon F2, que corresponde al Cd
extraido con HCI (Cd bioprecipitado). Los porcentajes de remocién de Cd asociados al
fendmeno de bioprecipitacion (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. 10la y
Klebsiella sp. 76b, la fraccién principal fue F1 (Cd extraido con EDTA: Cd bioadsorbido),
correspondiendo al 92,8% y 56,8% respectivamente. Con relacion al Cd extraido con agua
regia (Cd bioacumulado, F3), el mayor porcentaje de remocion fue para Serratia sp. 89a
con un valor de 6,6%, indicando que la bioacumulacién tiene una baja contribucién a la
remocion de Cd. Estos resultados son similares a los encontrados para
Pseudochrobactrum sp. DL-1, donde el andlisis de distribucién del metal indicé que el Cd
fue removido principalmente mediante bioprecipitacion (49,27%), seguido por bioadsorcion
(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. Remocién de Cd (%) asociado a cada fraccion en el ensayo de
bioprecipitaciéon. F1, F2 y F3 corresponden a las fracciones extraidas con EDTA (Cd
bioadsorbido), HCI (Cd bioprecipitado) y agua regia (Cd bioacumulado), respectivamente.
Para comparar el Cd en cada fraccion, los porcentajes de remocion total de Cd fueron

normalizados al 100%. Las barras de error corresponden a 1 desviacion estandar (n=3).

3.3.9 Distribucion de Cd en ensayos de biosorcion

Para establecer la validez de la distribucion de Cd encontrada en el ensayo de
bioprecipitacion, el mismo procedimiento fue aplicado para el ensayo de biosorcién, donde
se esperaba que el Cd no estuviese asociado a F2 debido a que en este ensayo no se
indujo la precipitacion de carbonatos. Sorprendentemente, los resultados fueron similares
al comparar el ensayo de bioprecipitacion y biosorcién, ya que, en este ultimo, la fraccion
F2 (extraida con HCI) 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 fraccion extraida
con EDTA (F1) se obtuvo porcentajes del 1,6 % al 63,8 %. Considerando que en este
medio no se indujo la precipitacion de carbonatos, las fracciones F1 y F2 corresponden a
Cd bioadsorbido. El hecho de encontrar Cd asociado a F2 indica que la solucion de EDTA
no extrajo todo el Cd bioadsorbido. Esto indica que en el ensayo de bioprecipitacion

(seccion 3.3.8) el Cd bioadsorbido asociado a la fraccibn F1 esta 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 HCI tiene una mayor capacidad que el EDTA para extraer el Cd
bioadsorbido (Shen et al., 2021; Vishan et al., 2019). Ademas, diferencias en la interaccién
metal-bacteria (e.g. intercambio i6nico, complejacion o atrapamiento fisico) afectan la
capacidad de desorcién del metal por diferentes soluciones extractoras (Shen et al., 2021).
Por otro lado, en el estudio de Sheng y colaboradores, los autores reportaron una
metodologia para determinar el Cd precipitado, bioadsorbido y bioacumulado, que se
basaba en la separacion 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 separacion no fue posible probablemente debido a la agregacién
de la biomasay de los precipitados, o la tendencia de las bacterias a adherirse a superficies
minerales (Rodriguez-Navarro et al., 2012).
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Figura 3.8. Remocién de Cd asociado a cada fraccién en el ensayo de biosorciéon. F1, F2
y F3 corresponden a las fracciones extraidas con EDTA (Cd bioadsorbido), HCI (Cd
bioadsorbido) y agua regia (Cd bioacumulado), respectivamente. Para comparar el Cd en
cada fraccion, los porcentajes de remocion total de Cd fueron normalizados al 100%. Las

barras de error corresponden a 1 desviacion estandar (n=3).

A partir de la evaluacion del potencial para la biorremediacion de Cd, se encontré que la
cepa Stenotrophomonas sp. 67w se destaco al alcanzar una remocion mayor al 99 % en

72h (seccion 3.3.6). Por otro lado, Bacillus sp. 85d, presentd 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 Analisis de bioprecipitados

Los andlisis de Difraccién de Rayos X (DRX) mostraron la formacién de vaterita para los
precipitados de Bacillus sp. 85d y Stenotrophomonas sp. 67w, debido a los picos
caracter2sticos observados alrededor Fiara
3.9). La vaterita es uno de los polimorfos del carbonato de calcio comiunmente 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 sefalado que el polimorfo de
carbonato de calcio (calcita, aragonita, o vaterita) formado en ensayos MICP esta
relacionado con la bacteria y la composicion 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 report6 que
el cloruro de calcio favorece la formacién 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 formacién exclusiva de este polimorfo. Para el caso de Sporosarcina pasteurii
KCTC 3558, usando diferentes fuentes de calcio, incluyendo el cloruro de calcio, se
observé la formacién de precipitados que correspondian a mezclas de vaterita y calcita
(Gorospe et al., 2013). Ha sido reportado que las bacterias pueden influir en el polimorfo
obtenido, debido a caracteristicas particulares de la pared celular o la producciéon de
sustancias poliméricas extracelulares. Weng y colaboradores realizaron un estudio
utilizando dos sistemas para inducir la precipitacion 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 formacion de vaterita
mientras que el sistema con la enzima comercial induce la formacion de calcita. Por otra
parte, durante el proceso MICP se encontré que las células bacterianas de Bacillus cereus
LV-1 no promueven la formacién de vaterita, sefialando que otros factores como el pH,
influyen en mayor medida en la obtencion de este polimorfo (Yang et al., 2022). También
se ha sefialado que el polimorfo obtenido podria estar asociado a diferencias en la

actividad ureasa de las bacterias (Saracho et al., 2020). Esto indica que se necesitan mas

20A,

24 A,
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estudios para explicar la obtencibn de vaterita mediante Bacillus sp. 85d vy

Stenotrophomonas sp. 67w.
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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 X6Per Lias$ifeghhsSndican sefaled caracteristicas de la vaterita.

Por su parte, el analisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) mostré diferentes
morfologias 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
formacion 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 morfologia de agujas
gue corresponde a aragonita (Chang et al., 2017) no fue observada en el difractograma,
probablemente por una baja proporcién en los precipitados obtenidos. Por otro lado, el
andlisis EDX indico la presencia de Cd en los precipitados (Figura 3.10). En el caso de
Bacillus sp. 85d, el Cd presento 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 andlisis también

evidencio 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 explicaria ademas
porqué la proporcién de C, Ca y O, difiere de lo esperado para el CaCOs (Sheng et al.,

2022). Esto concuerda con las bacterias calcificadas observadas por SEM (Figura 3.10c).

A partir del analisis de los precipitados mediante espectrofotometria de absorcion atomica,
se determin6 que los precipitados de Bacillus sp. 85d con forma de agujas tenian 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 absorcién atdmica es diferente al encontrado por EDX
debido a que este Ultimo realiza un analisis de solo la superficie de los precipitados. Estos

resultados confirman que el proceso MICP permite precipitar el Cd en solucion.

En conjunto, los resultados obtenidos para el ensayo de bioprecipitacion, biosorcion y
analisis de precipitados, indican que podrian utilizarse 3 aproximaciones diferentes para

establecer el porcentaje de Cd bioprecipitado:

a) La realizacion de ensayos de bioprecipitacion (en medio MICP) y biosorcion, permite

calcular el Cd bioprecipitado a partir de la diferencia de Cd removido en ambos ensayos.

b) La distribucion de Cd evaluada mediante el uso de diferentes soluciones extractoras en
etapas secuenciales, permitiria determinar cuanto Cd est4d siendo biosorbido,
bioprecipitado y bioacumulado. Sin embargo, se requieren mas 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 cuantificacion de Cd mediante técnicas de andlisis elemental, como
espectroscopia de absorcién atémica, se puede determinar la cantidad de Cd en los

precipitados carbonatados mediante su disolucién en HCI.



Capitulo 3

125

SEMMV:300KY | WD: 1502 mm
SEM MAG: 708 x Det: BSE
View fild: 203 ym _ Date{midiy): 103123

VEGAS TESCAN|

SEM Fisica UNAL

VEGA3 TESCAN

SEM Fisica UNAL
SEMHV: 200KV WO: 15.00 mm
SEM MAG: 5.00 kx sse

P
VEGAS TESCAN|

‘SEM Fisica UNAL
WD: 11,93 mm
Dot: SE, BSE
Dato(midy): 120623

SEMMV: 200KV
SEMMAG: 750 x
View field: 277 pm

cps/eV.

[0}
Ca
(&
cd
P
Total

30

25

204

o}
C
Ca
N
P
cd
Total

2

cps/ev.

25

20

0,28

(0]

X Ca

l c

LS N
P

cd
Total

cps/ev

[cemento | _wi | ain

Ca
(0}

()

N
P
Cd

Total

42,79
37,23
17,68
1,41
0,89

100,00

49,40

30,01
14,86
3,25
1,37
1,10

100,00

46,49
31,35
15,57
5,59
0,67
0,33

100,00

49,67
29,96
7,98
6,06
5,44
0,90

100,00

52,27
18,15
28 7]
0,24
0,56
100,00

49,45
40,02
5,94
3,72
0,71
0,16
100,00

53,73
14,47
23,97
7,37
0,40
0,05

100,00

28,22
42,63
15,13
9,84
4,00
0,18
100,00

Figura 3.10. Micrografias 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

dias en medio LB suplementado con urea (20g L?), Ca(1,2g L?) y Cd (60 mgL?) a 30

°Cy 120 rpm. Wt %: weight, At %: atomic %.
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3.4 Conclusiones

En este estudio se aislaron 54 bacterias ureoliticas tolerantes a Cd de suelos de la rizésfera
de cacao de fincas productoras en Santander, Colombia. Dentro de las 10 bacterias con
mayor remocion de Cd (60,3 i 87,0 %) se encuentran los géneros Serratia, Klebsiella,
Stenotrophomonas, Comamonas, Bacillus y Citrobacter. Una revision exhaustiva de la
literatura permite indicar que, se reporta por primera vez la actividad MICP para el género
Delftia y la remocién 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 biotecnologia MICP.

La evaluacion del potencial de las cepas Serratia sp. 89a, Comamonas sp. 76f, Bacillus
sp. 85d, Citrobacter sp. 10l1a, Klebsiella sp. 76b y Stenotrophomonas sp. 67w para
bioprecipitar Cd, indicé que las concentraciones de Cd reportadas para suelos cacaoteros
no representa un factor limitante para la aplicacion MICP.

A partir de los ensayos de bioprecipitacién y biosorcion se evidencié que un porcentaje
relevante de Cd es removido por bioadsorcién. Por esta razon, el potencial MICP debe
considerar la contribucién de este mecanismo de inmovilizacion del metal. A partir de los
porcentajes de Cd biopreipitado, se selecciond la cepa Bacillus sp. 85d para la aplicacion

MICP en suelos cacaoteros estudiados en esta investigacion.
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3.6 Anexos

Anexo 3.1. Cebadores utilizados para el analisis SSCP y la identificacion molecular de
aislamientos ureoliticos.

Tamafo
Temperatura
_ de esperado _
Cebador Secuenc-i3ad) (5 . : del Referencia
anillamiento amplicon
°C
e (bp)
CAGCMGCCGCGGTAATAC (Schwieger &
519F
55 2400 Tebbe, 1998)
CCGTCAATTCATTTGAGT (Kato et al.,
909R 1997)
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 55 21500 (Weisburg et
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT al., 1991)
Anexo 3.2. Master Mix para reacciones de PCR
Reactivo Concentracioén en Concentracién final en
solucién stock PCR
Buffer 10X 1x
Mg?* 50 mM 1,5mM
dNTP 10 mM 0,2 mM
cebador 1492R o0 909R
(regiones V4-V5) 10 mM 0,4 mM
cebador 27F 0 519F
(16S rRNA) 10 mM 0,4 mM
Taq Polimerasa 5 U/uL 1 U/uL

*El volumen de reaccion se complet6 con agua libre de nucleasas.
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Anexo 3.3. Extraccion secuencial de Cd en ensayos de bioprecipitacion y biosorcion.

Incubacion Centrifugacién F4 (Cd removido) Descarte
I".I USohrenadante Sobrenadante
. - - El pellet obtenido
® = Pellet = corresponde a una
— —_—
e p— + agua 3 veces g r'r]ezcla de
Agitacion : biomasay
suave \_/ bioprecipitados
30°C, 120 rpm, 48h 8500 rpm, 10 min |
l Agitacion F1(Cd biosorbido) Mezclar con F1
- ;;Ve.\\ Sobrenadante USGbrenadante
Pellet — | Centrifugacion = Peget ~ Pellet
+2mLEDTA 33‘{? veces
—(20mM, pH 7) Agitacion
w2 suave
Resuspender
pellet |
l Agitacién F2 (Cd bioprecipitado) Mezclar con F2
suave Sobrenadante Sobrenadante
= - =) = =
Pellet — Centrifugacion | = Pellet — Pellet
‘2 "L Hel = +agua3veces = *
m .,
itacién
(1,2M) he
N A/ suave
Agitacion = /]
sueva  Resuspender
pellet |
Blogue digestor
@i > F3 (Cd bioacumulado)
+8mL
Agua regia

(3HCI: 1HNO,)

Programa de
temperatura:
Temp. Amb. a 120°C
en 30 min, en 120°C
por 120 min
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Anexo 3.4. Diferencias cualitativas de la actividad ureolitica (a) y MICP (b) de algunas
bacterias aisladas en el estudio. Los precipitados se observaron con un microscopio éptico
(CX31 Upright Microscope, Olympus) y se tomaron fotografias con un teléfono celular.
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Anexo 3.5. Caracterizacion morfolégica macroscépica de bacterias ureoliticas con
actividad MICP aisladas de suelos rizosféricos de cacao en medio de cultivo con Cd (5 mg

kg™l).

N° Cféjpi)go Tamafo Forma Margen Opacidad Color Elevacion | Textura Clgcﬂjglo
1 58b Medio Irregular | Ondulado Opaca Crema Convexa Suave 04461
2 63c Pequefio | Circular Entero Opaca Crema Plana Suave 04462
3 76f Pequefo | Irregular | Ondulado | Traslucida Crema Plana Mucoide | 04463
4 76h Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04500
5 76i Pequefo | Irregular | Ondulado Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04496
6 85d Pequefo | 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 Rojq/ Convexa Suave 04469

Anaranjada

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 Pequefio | 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 95el Pequefio | Irregular | Ondulado Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04504
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N° Cfgri)go Tamafo Forma Margen Opacidad Color Elevacion | Textura Clg?jﬁo
18 10la 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 Pequefo | Circular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04505
22 679 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 67¢ Pequefo | 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 | lrregular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04508
30 69j Pequefo | 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
37 960 Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04510
38 96p Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04511
39 96¢ Grande | Irregular | Ondulado Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04512
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N° C(?slpi)go Tamafo Forma Margen Opacidad Color Elevacion | Textura CI?BC:RO
40 72a Pequeio | Irregular | Ondulado Opaca Crema Convexa Suave 04489
41 72e2 Pequefio | Irregular | Ondulado | Traslucida | Amarilla Plana Suave 04490
42 72f Grande | Irregular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04513
43 72k Pequefo | Irregular | Ondulado Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04491
44 76b Pequeiio | Circular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04464
45 76¢cl Medio Irregular | Lobulada Opaca Crema Convexa Suave 04499
46 76¢c2 Pequeiio | Circular Entero Opaca Crema Convexa | Mucoide | 04465
a7 76k Grande | Irregular | Ondulado Opaca Amarilla Convexa Suave 04492
48 9191 Medio Irregular | Ondulado Opaca Amarilla Convexa | Mucoide | 04514
49 9192 Grande Rizoide Rizoide Opaca Crema Convexa Suave 04494
50 91h Medio Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04495
51| 9291 Pequefio | Circular Entero Opaca Crema Convexa Suave 04493
52 9292 Grande | Irregular | Ondulado Opaca Crema Convexa Suave 04498
53 95e2 Pequefio | 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. Tincion de Gram y morfologia microscépica de bacterias ureoliticas con

actividad MICP aisladas de suelos rizosféricos de cacao.
N° C((:')éj;go Tindceién Forma N° ngggo TindC;én Forma

Gram Gram

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 72 - Bacilo
8 85j - Bacilo 35 96b + Bacilo
9 89a - Bacilo 36 960 - Bacilo
10 89b - Bacilo 37 96p - Bacilo
11 91d - Bacilo 38 96¢ - 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 95el - Coco 44 76b - Bacilo
18 101a - Bacilo 45 76cl + Bacilo
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N° Codigo Tindceién Forma N° Codigo Tindcéén Forma
cepa Gram cepa Gram
19 101c - Bacilo 46 76¢2 - Bacilo
20 101h + Bacilo 47 76k + Bacilo
21 67a - Bacilo 48 9191 + Bacilo
22 679 - Bacilo 49 91g2 + Bacilo
23 67i - Bacilo 50 91h + Bacilo
24 67l - Bacilo 51 9291 + Bacilo
25 67¢ - Bacilo 52 9292 + 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 cédigo de la cepa evaluada.
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Anexo 3.8. ldentificacion de bacterias aisladas de suelos rizosféricos de cacao en

Santander i Colombia. Con base en los perfiles SSCP diferenciados y las caracteristicas
analizadas, se seleccionaron 40 aislados para realizar la identificacion molecular mediante
la amplificacién del gen 16S rRNA utilizando los cebadores 27F y 1492R.

Identidad
(%) - Codigo de -
o Cddigo | Codigo del e acceso de Codigo de
N . Identificacion . acceso
cepa | perfil SSCP secuencia de
o GenBank
mayor similitud
en GenBank
1 58b A Serratia marcescens| 99 - MN330072.1 PQ497376
2 63c Pseudomonas sp. | 99 - KY324893.1 PQ497377
3 76f C Comamonas 99 - JQ361660.1 PQ497394
testosteroni
4 Klebsiella
76b D michiganensis 99 - MN999990.1 PQ497391
> 76c2 D Klebsiella 99 - MN999990.1 | PQ497393
michiganensis
6 76i E Pseudomonas sp. | 99 - OK274034.1 PQ497395
7 85d F Bacillus toyonensis | 100 - MT605503.1 PQ497374
8 85 G Pseudomonas sp. | g9 _cpo7705.1 |  PQ497373
CMR5c '
9 85j H Pseudomonas sp. | g9 . cp103374.1 |  PQ497372
BW7P1 '
10 89a I Serratia sp. 99 - MK156456.1 PQ497371
11 10l1a (@) Citrobacter sp. 100 - CP047606.1 PQ497358
12 Pseudomonas sp.
91d J BW7P1 99 - CP103374.1 PQ497370
13 92h1 K Bacillus cereus 99 - MT642947.1 PQ497365
141 gon2 L Bacillus 99 - CP044978.1 | PQ497364
thuringiensis
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Identidad
(%) - Codigo de o
o Cddigo | Cdodigo del e acceso de Codigo de
N . Identificacion . acceso
cepa | perfil SSCP secuencia de
. GenBank
mayor similitud
en GenBank
15 95d M Citrobacter sp 99 - CP060662.1 PQ497363
16 95el N Citrobacter sp 99 - CP042534.1 PQ497361
17 101c P Flavobacterium sp. | 99 - JF772477.1 PQ497357
18 1 101n Q Bacillus | 100 - MT534551.1|  PQ497356
thuringiensis
19 , Pseudomonas sp.
67i R AM2(2011) 99 - HQ600988.1 PQ497378
20 Pseudomonas
67l S fluorescens 99 - MN585724.1 PQ497379
21 67r S Pseudomonas |4, \viNsg5724.1|  PQ497382
fluorescens
22 67p T Delftia tsuruhatensis | 100 - MT374262.1 PQ497380
2 | e7q W Stenotrophomonas | g _(p313737.1 |  PQ497381
sp. TD3
24 Pseudomonas sp.
69r Y BW7P1 99 - CP103374.1 PQ497384
25 Pseudomonas sp.
69t Y BW7P1 99 - CP103374.1 PQ497385
26 69x Z Bacillus pacificus | 99 - OP114834.1 PQ497386
27 721 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
311 72e2 a Pseudomonas | 155 . \K503435.1|  PQ497388
mosselii
32 72k Pseudomonas sp. | 99 - MT386197.1 PQ497389
33 76k — Bacillus toyonensis | 100 - MT605501.1 PQ497375
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Identidad
(%) - Codigo de L
o Cddigo | Codigo del e acceso de Codigo de
N . Identificacion . acceso
cepa | perfil SSCP secuencia de
o GenBank
mayor similitud
en GenBank
34 9291 — Bacillus sp. MG1-4 | 99 - KP992166.1 PQ497367
35 9192 a Bacillus mycoides | 100 - JX856133.1 PQ497369
36 91h 4 Bacillus 100 - MT573794.1| PQ497368
proteolyticus
37 95e2 Citrobacter sp. 99 - CP042534.1 PQ497362
38 67w Stenotrophomonas | 1, 1 v910086.1 | PQ497383
maltophilia
39 9292 - Bacillus cereus 100 - KT818807.1 PQ497366
40 76¢cl - Bacillus thuringiensis| 99 - KT714039.1 PQ497392

* Nombre de los aislamientos con mayor porcentaje de identidad del andlisis BLAST.

Anexo 3.9. Género asignado a algunas bacterias segun el perfil SSCP.

N° Cédigo Cédigo del Identificacion
cepa perfil SSCP putativa

1 76h D Klebsiella sp.

2 95a M Citrobacter sp.
3 67a R Pseudomonas sp.
4 679 R Pseudomonas sp.
5 72f Pseudomonas sp.
6 9191 — Bacillus sp.

7 89b Serratia sp.
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Anexo 3.10. Remocidon de Cd en solucién acuosa por bacterias ureoliticas aisladas de

suelos rizosféricos.

NP Identificacion Cdédigo | Remocion N° Identificacion Cédigo | Remocion
molecular cepa de Cd (%) molecular cepa | de Cd (%)
1 Serratia sp. 89a 87,0 27 Bacillus sp. 96b 38,4
2 Klebsiella sp.” 76h 83,4 28 Bacillus sp. 9291 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.” 67a 27,2
7 Bacillus sp. 76k 68,0 33 Pseudomonas sp. 72l 26,0
8 Bacillus sp. 85d 65,4 34 N.l.C 96¢ 25,4
9 Klebsiella sp. 76b 62,2 35 Pseudomonas sp. 67! 24,3
10 Citrobacter sp. 101a 60,3 36 Pseudomonas sp. 96k 22,8
11 Citrobacter sp. 95el 59,1 37 N.I. 96p 18,3
12 Citrobacter sp. 95d 58,2 38 N.I.C 960 18,2
13 Citrobacter sp.P 95a 56,6 39 N.l.© 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. 76¢2 56,2 42 Pseudomonas sp.? 679 12,1
17 Bacillus sp. 92h1 53,5 43 Bacillus sp. 72a 9,1
18 | Stenotrophomonas sp. 67¢ 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.1.° 69f 7,3
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NP Identificacion Codigo | Remocion N° Identificacion Codigo | Remocidn
molecular cepa de Cd (%) molecular cepa | de Cd (%)

21 Pseudomonas sp. 63c 48,1 47 Pseudomonas sp.? 72f 5,9

22 Pseudomonas sp. 76i 47,9 48 Pseudomonas sp. 72Kk 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. @ 9191 N.D.2

26 Bacillus sp. 69x 44,4 52 Bacillus sp.2 9192 N.D.2

27 Citrobacter sp. 95e2 42,4 54 Bacillus sp.? 92g2 N.D.2

aN.D.: No determinado. Estas cepas no crecieron en el medio utilizado con 60 mg L de Cd.
bldentificacion putativa segun perfil SSCP.

°N.l.: No identificada. Algunas bacterias no se identificaron porque no mostraban caracteristicas de interés para

este trabajo.

Anexo 3.11. Correlacién entre la actividad ureolitica y la eliminacién de Cd de bacterias

aisladas de suelos rizosféricos.
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Resumen

En este capitulo se presenta el estudio relacionado con la aplicacion de la bacteria
ureolitica Bacillus sp. 85d para la inmovilizacion 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* y SB: 1,62 mg kg?) y otro
a nivel de vivero (suelo SV, con una concentracién de Cd de 2,56 mg kg™). Se realiz6 un
seguimiento durante 3 meses del pH, la actividad ureolitica y la distribucién de Cd en los
suelos mediante extraccion secuencial. A nivel de laboratorio, los resultados mostraron
gue, en 5 dias, la aplicacion MICP con Bacillus sp. 85d aumenté significativamente (valor
p < 0,05) el pH y la actividad ureasa del suelo, lo cual favorecié al aumento de la fraccion
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. Ademas, disminuyé la fraccién intercambiable de Cd de
186 £+ 09 % a 135+ 25 % y del 26,6 + 0,3 % al 17,6 + 1,28 % para SB y SA,
respectivamente, reduciendo asi el Cd disponible. Este comportamiento fue similar a nivel
de vivero. Después de 3 meses, para ambos experimentos, la fraccién intercambiable
aumento, lo cual fue atribuido a la reduccion del pH en el suelo. Por otro lado, el
experimento en vivero mostré que no hubo cambios significativos en la concentracion de

Cd en la planta de cacao con la aplicacién MICP de Bacillus sp. 85d.
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4.1 Introduccidn

Dentro del contexto de suelos agricolas, la aplicacion de la precipitacién de carbonatos
inducida microbiolégicamente de bacterias ureoliticas ha permitido disminuir el Cd
intercambiable mediante su precipitacién 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). Ademas, la exploracién y aplicacion de bacterias con actividad MICP aisladas
de suelos rizosféricos ha permitido encontrar cepas con buen desempefio en la
precipitacién de Cd (Jalilvand et al., 2019; Yan et al., 2024), reflejando la importancia de

evaluar nuevas cepas aisladas de la rizésfera de cacao como parte de esta investigacion.

Un aspecto relevante es la estabilidad del tratamiento en el tiempo, la cual alin no es clara.
En el tratamiento de un suelo enriquecido con Cd 20 mg kg™ en un experimento utilizando
arroz, luego de 30 dias de la aplicacion de bacterias ureoliticas (Burkholderia sp. 1i 22 o
Bacillus sp. 61 6) fue observado el aumento de la faccion carbonatada (8 % - 10 %) junto a
un aumento del pH del suelo rizosférico con relacién al control (Yan et al., 2024). Sin
embargo, Wang y colaboradores reportaron que durante el tratamiento MICP de otro suelo
agricola con Lysinibacillus fusiformis, el Cd precipitado inicialmente fue convertido a Cd
intercambiable debido a la disminucion del pH luego de 30 dias (Wang et al., 2024). Lo
anterior indica que la eficacia del tratamiento MICP puede variar segun el suelo a ser
tratado, por lo que es relevante evaluar su aplicacion en suelos cacaoteros, prestando

atencion a la estabilidad del tratamiento.

El objetivo de esta etapa de la tesis fue evaluar la aplicacién MICP de Bacillus sp. 85d para
disminuir la disponibilidad de Cd en suelos cacaoteros estudiados en esta investigacion.
Se realiz6 un experimento a nivel de laboratorio para establecer los cambios en la
distribucion de Cd una vez aplicada la MICP, monitoreando el ensayo a través del pH y la
actividad ureolitica, durante 3 meses. Ademas, el efecto de los tratamientos en presencia

de la planta de cacao se determind 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 investigacion
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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?). 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
recoleccidén. El suelo para el experimento a nivel de vivero fue mezclado con vermicompost
en una proporcion 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 adicibn de vermicompost también fue realizada para los suelos tratados a nivel de

laboratorio con el fin de mantener esta condicién experimental.

Las concentraciones de Cd (determinadas mediante espectrofotometria de absorcion
atémica) en los suelos luego de la adicion del vermicompost fueron de 1,62, 2,56 y 5,44
mg kg, respectivamente. El vermicompost presentd una concentraciéon de Cd de 0,4 mg
kg, que correspondié aproximadamente a un 2%, 5% y 8% de Cd en SA, SV y SB,
respectivamente. Las muestras de suelo con concentraciones de 1,62y 5,44 mg kg™ 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
concentracion de 2,56 mg kg* fue utilizado en el ensayo de vivero y codificado como SV
(haciendo referencia a Suelo para Vivero). Los analisis fisicoquimicos 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 andlisis de pH, Ca, Mg, K, Na, P, acidez
intercambiable y capacidad de intercambio catidnico, carbono total, nitrdgeno total y
textura, fue realizado en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.

El suelo SV se caracteriz6 (Anexo 4.1) por ser acido (pH = 4,48) con presencia de aluminio
intercambiable, lo cual inhibe el crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo una limitante
ya gue reduce la disponibilidad de nutrientes como N, K, Ca?*, Mg?* y P (Rosas-Patifio et
al., 2017). El carbono presentd niveles bajos (1,39%), debido a que las caracteristicas
climaticas de la zona no favorecen los procesos de acumulaciéon de materia organica o
carbono en suelo; por el contrario, se estimula su meteorizacién. Los macroelementos
claves para la nutricién 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 )
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estuvo en un nivel alto. Sin embargo, la disponibilidad de estos elementos podria verse
afectada por el aluminio intercambiable debido al bajo pH. Por estas razones, se realizo la

mezcla del suelo SV con vermicompost, buscando mejorar sus condiciones fisicoquimicas.

Luego de mezclar el suelo SV con el vermicompost, se mejoro su fertilidad, incrementando
los valores pH, cationes intercambiables, carbono, nitrdgeno y disminuyendo la acidez
intercambiable (Anexo 4.1). De esta forma se consiguieron las caracteristicas quimicas
agronémicas para un buen desarrollo de las plantulas de cacao en vivero. Segun la
evaluacion edafoclimatica de las tierras del tropico bajo colombiano para el cultivo de cacao
publicado por Garcia y colaboradores (Garcia et al., 2007), se cumplen con los criterios
basicos de aptitud para la siembra de cacao. Ademas, segun (van Vliet et al., 2015) esta
mezcla presentaria caracteristicas similares a otros estudios donde el crecimiento de

plantas de cacao se dio sin necesidad de fertilizacion adicional.

4.2.2 Bacteriay medio

Para los ensayos se utilizé 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 ureolitica (mejores 6), destacé al evaluar la contribucion de la
bioprecipitacion en los ensayos de remociéon de Cd en solucién y presenté la mayor
cantidad de Cd en el andlisis de los precipitados (Capitulo 3). Para los ensayos a nivel de
laboratorio y de vivero, la bacteria fue inoculada (ODesg = 1,8) en medio LB (diluido 10
veces, LB11o, pH = 7,0) suplementado con urea 40 g Ly Ca 43,6 g L (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
dividié en dos etapas: inicialmente la bacteria fue aplicada con urea y Ca, para inducir la
bioprecipitacién 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
gue las bacterias son cruciales en el proceso de precipitacion (Wang, et al., 2024a). Los
tratamientos fueron aplicados por inundacion para favorecer el establecimiento de la

bacteria. Considerando que se utilizaron suelos sin esterilizar, la adicion de urea 'y Ca (sin
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bacteria) podria generar la estimulacién de la microbiota ureolitica nativa de los suelos,
resultando en actividad MICP (Chen & Achal, 2019). De acuerdo con lo anterior, la
aplicacion de Bacillus sp. 85d + urea + Ca, y de urea + Ca (sin bacteria), fueron
considerados como tratamientos MICP. En ambos ensayos se utilizé un disefio

experimental completamente al azar.

Los ensayos a nivel de laboratorio se realizaron en cubetas plasticas (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 estan descritos en la Tabla 4.1. Cada tratamiento fue realizado
con 5 réplicas. Estos ensayos contaron con dos controles: el control 1, que consistia en la
adicién de sélo agua (C1SA y C1SB), y el control 2, que consistia en la adiciéon de sélo
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 mas réplicas
debido a que se esperaba una mayor variacién con relacion a los controles. La etapa 1 de
los tratamientos se aplicé el primer dia del experimento y 5 dias después. Por su parte, la
etapa 2 fue aplicada 1 y 2 meses después. Para monitorear el ensayo se tomaron muestras
previamente a la aplicacion de los tratamientos (al inicio de los experimentos, a los 5 dias,
y a los meses 1y 2), y una ultima muestra al mes 3 (final del ensayo). Es decir, el

experimento durd en total 3 meses.
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Tabla 4.1. Tratamientos aplicados para el ensayo nivel de laboratorio.

Codigo Etapa 1 Etapa 2
(golrﬁsg] (1:1??3) 15 mL de agua 15 mL de agua
C2SB, C2SA 15 mL de agua inoculada 15 mL de agua inoculada

con Bacillus sp. 85d (ODsoo | con Bacillus sp. 85d (ODsoo
a 1, 38) a 1,8)

15 mL de medio LB1/10

suplementado con urea (40 | 15 mL de agua inoculada

(Control 2, n=3)

SBTl'_SATl gLY)yCa(@436gLYe con Bacillus sp. 85d (ODeoo
(n=5) : i 3
inoculado con Bacillus sp. a 1, 8)
85d (ODevd 1, 8)
15 mL de medio LBy/10
SBT2, SAT2 suplementado con urea (40 15 mL de aqua
(n=5) gLl yCa(43,6gL%?),sin 9

bacteria
Para el experimento se utilizé 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 realizé en la finca La Estacién (6°39'13.2"N 73°30'28.4"0) en
El Carmen del Chucuri, 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 ureoliticas con actividad MICP (Capitulo 3). Esta regién se
caracteriza por tener un régimen de lluvias bimodal. Se utilizaron bolsas plasticas 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 patrén, es decir, que aporta la raiz
en arboles bajo modelos de injertacién (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 plantulas fueron regadas con agua de
grifo cada 2 dias en ausencia de lluvias. Para el control de Phytophthora spp. se utiliz6 el
fungicida ridomil (0,5 kg ha, 15 dias después de aplicar tratamientos en el mes 1y 2), y

el control de maleza se realiz6 manualmente.
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Figura 4.2. Fotografias del Ensayo MICP con el suelo cacaotero SV en vivero.

Los tratamientos aplicados estan descritos en la Tabla 4.2. SVT1 y SVT2 corresponden a
la aplicacion de Bacillus sp. 85d + urea + Ca en LBuno, Yy de urea + Ca (sin bacteria) en
LB1no, respectivamente. Por su parte, CSV es el control del experimento. Cada tratamiento
y el control contaron con 15 unidades experimentales, donde cada unidad experimental
consistié en una semilla/planta por bolsa. La etapa 1 de los tratamientos se aplico el primer
dia del experimento y 5 dias después. Esto se realizé 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 aplicacion
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 dias y el tiempo normal de estadia 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 concentracion de Cd en raices, hojas y tallos,
segun la metodologia descrita anteriormente (Capitulo 2). El crecimiento de las plantas se
evalué mediante la altura (desde la base de la planta hasta la parte apical del tallo) y el
namero de hojas, a los 3 meses de crecimiento (Castafieda et al., 2021, Villacorta et al.,
2021).





























































































