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Resumen

Analisis del microbioma fungico presente en suelos cacaoteros con diferentes

concentraciones de cadmio

El cadmio (Cd) es un metal pesado téxico que altera el crecimiento y desarrollo de todos
los organismos presentes en los sistemas agricolas. Las plantas de cacao acumulan Cd y
se han registrado altas concentraciones en los granos de cacao, lo que afecta la seguridad
alimentaria y su comercializacién. La comunidad microbiana del suelo cumple un papel
importante en el ciclaje de nutrientes y en la biorremediacion de suelos contaminados con
metales pesados. Dentro de esta comunidad se destacan los hongos, que establecen
redes miceliales que colonizan el suelo y exhiben mecanismos de tolerancia que les
permiten sobrevivir altas concentraciones del metal. Sin embargo, pocos estudios han
evaluado el efecto de las propiedades fisicoguimicas del suelo y del Cd sobre la comunidad
fungica presente en suelos cacaoteros. El objetivo de este estudio fue caracterizar la
diversidad estructural de los microbiomas fangicos presentes en suelos cacaoteros con
diferentes propiedades fisicas, quimicas y concentraciones de Cd del municipio de Yacopi-
Cundinamarca. Para ello, se seleccionaron tres fincas cacaoteras con diferentes
concentraciones de Cd (F1>5,0 mg kg*; F2 y F3<2 mg kg™?) y dos lotes uno con cultivo de
cacao (SCC) y otro sin cultivo de cacao (SWC) en cada finca. Se colectaron muestras de
suelo rizosférico (Rz) y no Rz a dos profundidades, D1 (0-30 cm) y D2 (31-100 cm); y
muestras de hojarasca (HJ), hojas (HF) y frutos en los lotes SCC. Para los lotes SWC se
colectaron Unicamente suelo a las profundidades D1 y D2. (i) Se determinaron las
propiedades fisicoquimicas del suelo y su relacién con el Cd en suelos, hojarasca, hoja 'y
grano de cacao en las tres fincas. Se encontré que la distribucion de Cd fue heterogénea
y mayor en F1>F3>F2, y en los suelos de F1 los contenidos de Cd fueron mayores
SCC>SWC y en suelos Rz>D1=D2, alcanzado un valor promedio de 10,24 mg kg*. Las
concentraciones de Cd presentes en los suelos de las tres fincas fueron superiores a los
niveles establecidos por las entidades regulatorias internacionales para suelos agricolas
no contaminados (1,0 mg kg?') y el contenido de Cd en granos fue superior a las
concentraciones permitidas por la comunidad europea para grano seco (0,6 mg kg?). La
concentracion de Cd en los tejidos vegetales analizados fue mayor en HJ>HF>G. También
el contenido de Cd en la HJ fue mayor a lo encontrado en el suelo a profundidad de D1, lo
gue podria contribuir a la recirculacion del Cd en sistema suelo-planta. Posteriormente, (ii)
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se caracteriz6 la rigueza y abundancia relativa de la comunidad flungica presentes en los
suelos analizados. Los resultados muestran que la riqueza y la abundancia relativa
encontrada en SCC fue mayor que la presente en SWC, indicando que el cultivo de cacao
crea ambientes diferentes que favorecen la diversidad. Los ASVs (taxones) encontrados
en los suelos de la finca F1 mostraron menor similitud con respecto a los presentes en los
suelos de las fincas F2 y F3, mayor himero de ASVs Unicos en suelos con cultivo (SCC)
y en suelos Rz; lo que indica que la estructura de la comunidad fangica se ve alterada por
las propiedades fisicoquimicas, el contenido de Cd en el suelo, el cultivo de cacao y la
rizosfera. Los phylum Ascomycota (68%) y Basidiomycota (25%) fueron los més
abundantes, donde los 6rdenes Hypocreales, Pleosporales y Capnodiales fueron los méas
representativos. Adicionalmente, los andlisis de abundancia diferencial destacan los
géneros Hypoxylon, Microdochium, Xylaria y la familia Nectricaceae, los cuales han sido
reportados como tolerantes a metales pesados. También se encontraron géneros raros y
pocos conocidos como Plectosphaerella, Tetracladium, Microdihum y Cyberlindnera que
podrian tener capacidad de tolerar altas concentraciones de Cd. Finalmente, (iii) se evalué
el efecto de las caracteristicas fisicoquimicas y concentraciones de Cd presente en suelos
cacaoteros sobre la diversidad estructural de las comunidades flngicas. Se encontr6 que
las propiedades fisicoquimicas de los suelos presentaron bajas correlaciones con los
indices de diversidad alfa, indicando que la estructura de las comunidades flngicas esta
determinada por mdltiples factores. La textura, el pH, CO, N, Na y Cdt mostraron tener
mayor efecto en la diversidad estructural. Las redes de co-ocurrencia mostraron géneros
fungicos Unicos y compartidos por finca. A su vez, se encontré que la finca F1 se presentd
una estructura mas homogénea debido posiblemente a los altos contenido de Cd y
propiedades fisicoquimicas encontradas, en contraste, la finca F2, la estructura cambia de
acuerdo a la profundidad del suelo. Esta investigacion aporta por primera vez al
conocimiento de la diversidad de la comunidad fangica presente en SCC y SWC
enriquecido con concentraciones de Cd natural.

Palabras clave: Comunidad-fangica, Theobroma-cacao, ecologia-microbiana,
metataxonomia, metales-pesados
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Abstract

Analysis of the fungal microbiome present in cocoa soils with different cadmium

concentrations.

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal that alters the growth and development of all
organisms present in agricultural systems. Cacao plants accumulate Cd and high
concentrations have been recorded in cacao beans, affecting food safety and marketing.
The soil microbial community plays an important role in nutrient cycling and in the
bioremediation of soils contaminated with heavy metals. Within this community, fungi stand
out, establishing mycelial networks that colonize the soil and exhibit tolerance mechanisms
that allow them to survive high concentrations of this metal. However, few studies have
evaluated the effect of soil physicochemical properties and Cd on the fungal community
present in cacao soils. The objective of this study was to characterize the structural diversity
of fungal microbiomes present in cocoa soils with different physical and chemical properties
and Cd concentrations in the municipality of Yacopi-Cundinamarca. For this purpose, three
cocoa farms with different Cd concentrations (F1>5,0 mg kg*; F2 and F3<2,0 mg kg*) and
two lots, one with cacao crop (SCC) and one without cacao crop (SWC) were selected in
each farm. Rhizospheric (Rz) and non-Rz soil samples were collected at two depths, D1
(0-30 cm) and D2 (31-100 cm); and leaf litter (HJ), leaf (HF) and pods samples were
collected in the SCC plots. For the SWC plots, only soil was collected at depths D1 and
D2. (i) The physicochemical properties of the soil and their relationship with Cd in soils, leaf
litter, leaves and cacao beans were determined on the three farms. It was found that the
distribution of Cd was heterogeneous and higher in F1>F3>F2, and in F1 soils the Cd
contents were higher SCC>SWC and in Rz>D1=D2 soils, reaching an average value of
10.24 mg kg*. The Cd concentrations present in the soils of the three farms were higher
than the levels established by international regulatory for non-contaminated agricultural
soils (1.0 mg kg-1) and the Cd content in grains was higher than the concentrations allowed
by the European community for dry beans (0.6 mg kg-1). The Cd concentration in the plant
tissues analyzed was higher in HJ>HF>G. Also, the Cd content in HJ was higher than that
found in the soil at the depth of D1, which could contribute to the recirculation of Cd in the
soil-plant system. Subsequently, (i) the richness and relative abundance of the fungal
community present in the analyzed soils were characterized. The results show that the
richness and relative abundance found in SCC was higher than that present in SWC,
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indicating that cacao cultivation creates different environments that favor diversity. The
ASVs (taxa) found in F1 farm soils showed lower similarity with respect to those present in
F2 and F3 farm soils, higher number of unique ASVs in SCC and in Rz soils; indicating that
the fungal community structure is altered by physicochemical properties, soil Cd content,
cacao crop and rhizosphere. The phylum Ascomycota (68%) and Basidiomycota (25%)
were the most abundant, where the orders Hypocreales, Pleosporales and Capnodiales
were the most representative. In addition, differential abundance analyses highlighted the
genera Hypoxylon, Microdochium, Xylaria and the family Nectricaceae, which have been
reported to be tolerant to heavy metals. Rare and little known genera such as
Plectosphaerella, Tetracladium, Microdihum and Cyberlindnera were also found that could
be able to tolerate high Cd concentrations. Finally, (iii) the effect of physicochemical
characteristics and Cd concentrations present in cacao soils on the structural diversity of
fungal communities was evaluated. It was found that the physicochemical properties of the
soils presented low correlations with the alpha diversity indices, indicating that the structure
of fungal communities is determined by multiple factors. Texture, pH, organic carbon, N,
Na and Cdt were shown to have the greatest effect on structural diversity. Co-occurrence
networks showed unique and shared fungal genera per farm. At the same time, it was found
that the F1 farm presented a more homogeneous structure, possibly due to the high Cd
content and physicochemical properties found, in contrast, the F2 farm, the structure
changes according to soil depth. This research contributes for the first time to the
knowledge of the diversity of the fungal community present in SCC and SWC enriched with
natural Cd concentrations.

Keywords: fungal-community, Theobroma-cacao, microbial-ecology, metataxonomy,
heavy-metals, Theobroma-cacao.



Resumen y Abstract Xl







Contenido XV

Contenido
Pag.
ST U1 1= o PO PU TP UPPPTTR 9
RSy = W0 Lo o U] = L PSSP XVIII
I ES] = W0 [ = o] = T XXIII
Lista de SImbolos y abreviaturas..........cc.uuveeeiiiiiiiiiiiee e XXV
TN o Xo [ Tox o] 01 o I 1
1Y F= U I =0 1 o] o J 5
(=T 111 o 1N (1o ) IR 5
Contaminacion de SUEIOS POI Cd ......cooiiiiiiiiiiiiie ettt 7
Efectos del Cd en Sistemas agriCOlas ..........ccovvviiiiiiiii i 9
Efecto del Cd en la comunidad fungica del SUEI0...........coiiiiiiiiiiiii e, 13
Mecanismos de tolerancia de 1os hongos al Cd ..., 14
I =T To TS (o3 T o TR 15
ii.Bioacumulacion y compartimentacion.............cooivviiiiiiii e 16
HLQUEIACION. ... .o e e e e e e e e e e e e e e et e e e eaaes 17
iv.Transporte de eflujo para exclusion de metales............cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 17
Métodos de estudio de la comunidad fangica del suelo ..........ccccoooeeiiiiiiiiiiii i, 18
Estrategias de remediacion de suelos contaminados con Cd ..............covvieeeiieeeeninnnn, 21
L1011}V o o [ o= Tox= To JN YA O o L PP PP PPPPPPPPPPPP 25
Yo T oL €= o L LRV Z=ES] Ao = T o o 35
(o T T o ] =TT 1= PP PUP PR 36
O IV OS oo 37
(O oTT=2 1AV 0T =] U1 - | S 37
ODbjJEetiVOS ESPECITICOS ...evviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt e e e e e eeaeees 37
1. Capitulo 1: Propiedades fisicas, quimicas y su relacién con el Cd en suelos,
hojarasca, hojay grano de cacao del municipio de Yacopi - Cundinamarca ........... 38
1.1 RESUIMBN .ttt ettt e e ettt e e ettt e e e e et e e e eaba e e eeennaeaanes 38
IBZ2 11 £o To [F o ox (o] o F USRI 39
1.3 MaterialeS Y METOUOS .....cceiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e 44
1.3.1 Sitio de 1a INVESHIGACION .....ccovvieiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 44
1.3.2 DiSER0 el MUESIIEO .. ...ceeeiiiiiii et e et e e e e e eaaae s 46

1.3.3 Analisis fisicos y qUIMICOS del SUEIO ..........cccuvviiiiiiiie i 48



XVI Andlisis del microbioma fungico presente en diferentes tipos de suelos
cacaoteros con cadmio en el municipio de Yacopi - Cundinamarca

1.3.4 Determinacion de Cdty Cdd en el suelo y Cd en tejidos vegetales............... 49
1.3.5 ANAlisis eStadiStiCO........ccveviiiiiiiiiee 49
O S LTS 7= T [0 1 50
1.4.1 Determinacién de las propiedades fisicoquimicas del suelo.......................... 50
1.4.2 Contenido de Cdty Cdd en el Suelo.........ccoovviiiiiiiiiiiiii 55
1.4.3 Correlacion del Cd y variables fisicoquimicas del suelo.............ccccoeeeeeerninnns 57
1.4.4 Contenido de Cd en tejidos Vegetales .......ccooeveeeiiiiiiiiiiii e, 59
0 SJO I Yo 11 o1 o 62
1.5.1 Propiedades fisicoquimicas del SUEIO.............eueeviiiiiiiiiiiiii e 62
1.5.2 Contenido de Cdty Cdd en el SUEIO ...........coevieiiiiiiiiiiiiic e, 63
1.5.3 Relacién del Cd con las propiedades fisicoquimicas del suelo....................... 65
1.5.4 Contenido de Cd en tejidos vegetales ... 67
1.6 CONCIUSIONES ...ttt 69
1.7 BIbDlOQrafia.....cci i e a e aaaae 70

Capitulo 2: Diversidad estructural de la comunidad fungica presente en suelos
rizosféricos y no rizosféricos asociados al cultivo de cacao del municipio de

Yacopi— Cund / con diferentes concentraciones de Cd ...........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 79
1.8 RESUIMEN ..ttt e et e ettt e e e e et e e e e et e aaees 79
IR TR 11 To (1o o o] o 1 80
1.10 MaterialeS Y METOUOS .........uuiiiiiiiieeei ittt e e e e e e e aneeeees 86

1.10.1 Sitio de la iNnvestigacion Y MUESIIEO..........cccuuuiiiiiiieee e 86
1.10.2 Extraccion de ADN Y SECUENCIACION ..........ueiiieeeiiiieiiicie s e e e eeeaens 86
1.10.3 Procesamiento de secuencias y analisis estadistiCo ............ccccvvvieieeeeenninnnnn, 88
0 I R o LT = T (o 1= PP 89
1.11.1 Extraccion de ADN, amplificacion, preparacion de librerias metataxénomicas y
STt 0 [T o T =T g 1= o1 oI 89
1.11.2 Estructura de la comunidad fangica presente en los suelos colectados ........ 92
1.11.3 Asignacion taxondémica y abundancia relativa .............ccccceevevveeeiniiieeeensinene. 96
1.11.4 Analisis de abundancia diferencial.............cccccccvviiiiiii 99
000 52 1 1Yo £ o1 R 103
1.12.1 Extraccién de ADN y SECUENCIACIMIENTO ........ueeeiieeeriiiiiiiiiieie e 103
1.12.2 Estructura de la comunidad flngica presente en suelos cacaoteros............ 105
1.12.3 ASIgNacion taXONOMICA..........uuuuiiie i e e e e e e e e e e e e eeanees 108
1.12.4 AbUNdanCia FelatiVa............cuuuuuiiie e e e e e e e e e e e eennnes 109
1.12.5 Abundancia diferencial ... 110
000 G T O T 1] T 1= 111
114 BibliOGrafia........ueeeeeiieee e 112

Capitulo 3: Efecto de las caracteristicas fisicas, quimicas y concentraciones de Cd
presente en suelos cacaoteros sobre la diversidad estructural de las comunidades

1L 0T Yo [ oF= LT PPPUPRRRRT 123
115 RESUIMEN .ottt ettt e e e e et e n e e e e e e e e e e n e e e e 123
1,16 INEFOTUCCION ...ttt e e e e e e e e e nnneeees 124
1.17 MaterialeS Y METOUOS ........uuuiiiiiiiee ettt e e e e e e e e 129

1.17.1 Sitio de la investigacion Y MUESIIEO...........cccvvieiieiiieeieeeeeeeeeeeeeeee e 129
1.17.2 Analisis fisicoquimicos del suelo y determinacion del Cdty Cdd ................. 129
1.17.3 Extraccion de ADN Y SECUENCIACION ........cc.uvvvriiiiiee et e e 129
1.17.4 Procesamiento de secuencias y andlisis estadiStiCo ..........cccccceevvviiviireennnnn. 129

I T o LT 0 | =T [0 13T 130



Contenido XVII

1.18.1 Efecto de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y del Cdt y Cdd en los

indices de diversidad alfa de los microbiomas fUngicos ...........cccccoceeiiiiiiniiiiiiiinnnnn. 130
1.18.2 Asociacion entre las propiedades fisicoquimicas del suelo y la diversidad
estructural de la comunidad fUNQICA .........cooiiiuiiiiiiiiei e 131
1.18.3 Co-ocurrencia relativa de géneros fUNgiCOS ........c.ooeviiiiiiiiiiiieeee i 133
1,19 DISCUSION ..ot 137
1.19.1 Influencia de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo en los indices de
Lo V7= =3 = o 137
1.19.2 Asociacion entre la abundancia relativa de las comunidades fungicas y las
propiedades fisicoquimicas del SUEIO .............ceiiiiiiiiiiiiiice e 139
1.19.3 Redes de Co-ocurrencia de géneros fUngiCoS ...........oocuvvrieiieeeeeiiiiiiiieeeeenn 141
1.20  CONCIUSIONES. ... 143
1.21 BibiblOGrafia ......cooovviiiiii e 144
CONCIUSIONES GENEIAIES ...uuiii e e e e e et a s e e e e e e eeanannas 157
[REToToT g [=T g Lo b= Tod o] 1= 159
Tablas SUPIEMENTANIAS ........ccoviiiiiiiii 161
TN oo Yo [z A=W o =T =] = | 166

AN 1= (o Y= 185



Contenido XVIII

Lista de figuras

Fig. 1 Dinamica del Cd en el suelo y toma de la planta. A. Fracciones de Cdty
biodisponibilidad en suelos. Fuente: Meter et al. (2019); B. Cuando la concentracién de
Cd es baja, se consume ATP para el transporte activo, y cuando la concentracion es alta,
entra directamente en las células para su absorcion pasiva; C. el Cd se transporta entre
las células por las vias del apoplasto y del simplasto. Fuente: Yang et al. (2021)........... 10
Fig. 2 Respuesta de las plantas a Cd. A. Curva dosis-respuesta de las plantas a Cd B.
Mecanismos de respuesta de las plantas bajo estrés por Cd. a. plantas sensibles, b.
plantas resistentes - evasivas, c. plantas tolerantes y d. plantas hiperacumuladoras.
Fuente: Lin & Aarts (2012). Puntos azules corresponden al Zn y puntos rojos al Cd....... 12

Fig. 3 Aspectos de la biodiversidad fungica del suelo. Fuente: Frac et al. (2018). .......... 14
Fig. 4 Mecanismo de tolerancia a metales pesados a nivel celular por células flngicas.
Fuente: Priyadarshini €t al. (2021) ........oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15

Fig. 5 Representacion del gen rARN a. posicion relativa de los cebadores cominmente
utilizados para amplificar partes o la totalidad de la region ITS. b. Secuencias de
cebadores y posicion de la secuencia de cebadores. Fuente: Bellemain et al. (2010). ...20
Fig. 6. Distribucién geogréafica del Cd en el suelo de las muestras de las zonas de
produccion de cacao en Colombia. Tomado de: Bravo et al. (2018). .........cccccceeeiieeeeinnnn, 31

Fig. 1. 1 Mapa litolégico de Yacopi (Cundinamarca, Colombia). Fuente Servicio

Geoldgico Colombiano, 2015, editado por Camilo Bustos Linares. ........ccccoeeeeeeeiivevinnnnnn. 45
Fig. 1. 2 Mapa de suelos Yacopi (Cundinamarca, Colombia). Fuente IGAC, 2000, editado
POr Camilo BUSIOS LINAIES. .....uuuiiiii ettt e e e e e e e e et e e e e e e e eaannes 45

Fig. 1. 3 Ubicacién de los puntos de muestreo. A. Muestreo al interior de las fincas
seleccionadas en suelos con cultivo de cacao (SCC) en verde y suelos sin cultivo de
cacao (SWC) en marrén. Los puntos Rojos representan las ventanas de observacion
donde se tom6 muestra (Rz, D1, D2, HJ, HF y frutos), los puntos azules representan las
ventanas de observacién donde se tom6 muestra (D1, HJ, HF y frutos), los puntos verdes
representan las ventanas de observacién donde se tom6 muestras (D1, D2). B.
Representacion de ventana una ventana de muestreo, los puntos grises representan los
puntos donde se tomaron muestras de suelo (D1 y D2) y Rz. Los mapas muestran la
distribucion altitudinal de los cultivos (1060 - 930 MSNM). .......ceeviiieeiiiiiiiiiieeee e 47
Fig. 1. 4 Textura del suelo. Triangulo textural de clasificacion USDA. Sand: Arenas, Clay:
Arcillas, Silt: Limos. Figuras representan fincas ([1: F1, A: F2, :F3), colores representan
tipo y profundidad (Rojo: suelo con cultivo de cacao (SCC) + Rizosférico (Rz), Amarillo:
SCC + 0-30 cm (D1), Verde: SCC + 31-100 cm (D2), Azul: suelo sin cultivo (SWC) + D1,



Contenido XIX

Morado: SWC + D2).F1y F2:SCC: Rz: n=3, D1: n=6, D2:n=3, SWC: D1:n=3, D2:n=1, F3:
D0 I = T D 2 o =3t 50
Fig. 1. 5 Propiedades quimicas del suelo. A. pH, B. Carbono Organico (CO %), C.
Carbono Total (CT %), D. Nitrégeno estimado (N %), E. Fésforo (P (mg g*)), F.
Capacidad de Intercambio Catiénico Efectiva (CICE (meqg 100g?)), G. Calcio (Ca (meq
100g1)), H. Magnesio (Mg (meq 100g%)), I. Potasio (K (meq 100g?)), J. Sodio (Na (meq
100g1)), K. Hierro (Fe (100g%)), L. Cobre (Cu (meqg 100g%)), M. Manganeso (Mn (meq
100g1)), N. Zinc (Zn (meqg 100g1)), O. Boro (B (meq 100g?)) Con relacién a la finca (F1,
F2 y F3), tipo (cultivo de cacao: SCC y sin cultivo de cacao: SWC) y profundidad
(Rizosférico: Rz, 0-30 cm: D1y 31-100 cm: D2). Las barras indican error, las letras
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de Intercambio Cationico Efectiva: CICE, Calcio: Ca, Magnesio: Mg, Potasio: K, Sodio:
Na, Hierro: Fe, Cobre: Cu, Manganeso: Mn, Zinc: Zn, Boro: B. F1:n=6, F2:n=6; F3:n=6.59
Fig. 1. 10 Cd en tejidos vegetales. A. Contenido de Cd total en tejidos (mg kg-1) con
relacion a la finca (F1, F2 y F3), y tipo de tejido (Hojarasca, Hoja, Grano). Las barras
indican error, las letras representan los grupos formados por la prueba de Mann—
Whitney—Wilcoxon (P. ajustado <0.05), letras minusculas subrayadas diferentes
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tejidos con relacion a la finca (F1, F2 y F3) y tipo de tejidos (Hojarasca, Hoja y Grano).
Las barras indican error, las letras representan los grupos formados por la prueba de
Mann-Whitney—Wilcoxon (P. ajustado <0.05), letras minusculas subrayadas diferentes
representan diferencias entre fincas, letras mindsculas representan diferencias entre tipo
de tejido. N=6. C. Gréfico de correlacion de Spearman entre el tipo de tejido (grano, hoja
y hojarasca) y las propiedades fisicoquimicas del suelo. Numero indican coeficiente de
correlacion, colores rojos indican correlacion positiva, color azul indica correlaciéon
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Introduccioén

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial, con una densidad superior a 5 g cm?,
clasificado como elemento téxico por tener efectos adversos en los seres vivos y en el
medio ambiente a bajas concentraciones (Chavez et al.,2015). Este metal se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza y su presencia en los suelos agricolas y en las
plantas puede causar afectaciones sobre la inocuidad y el suministro de alimentos,
poniendo en riesgo la seguridad alimentaria (Wang et al., 2021). El origen del Cd puede
deberse a factores geogénicos o antropogénicos. La presencia de Cd en el suelo se
atribuye principalmente a la meteorizacion natural del material parental rico en Cd, a la
actividad volcénica y a las actividades antropogénicas, como las deposiciones industriales,
mineras y agricolas (Rizvi et al., 2020). La disponibilidad de este metal esta sujeta a las
propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas de cada suelo (Florida et al., 2018). Su
presencia ha sido reportada en productos cosechados de numerosos tipos de cultivos,
como los cereales, tubérculos y frutas (Haider et al., 2021) y, recientemente, en granos de
cacao (Bertoldi et al., 2016).

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie importante a nivel mundial como materia
prima para la elaboracién de productos derivados, como el chocolate (Gutiérrez-Macias et
al., 2021). En los ultimos afios Colombia ha venido incrementando las areas de produccién
del cultivo y exportacién de grano de cacao, debido a su reconocimiento en los mercados
internacionales por su alta calidad organoléptica (Chaves-Lépez et al., 2014; Barrientos et
al., 2019). Sin embargo, el potencial de exportacion se ha visto amenazado debido a la
presencia de Cd disponible en los granos y productos derivados, en niveles superiores a
los méaximos permisibles por la comunidad europea (0.1 — 0.8 mg kg?) (Meter et al., 2019).
La presencia de Cd en el grano se debe a la facilidad que tiene la planta de cacao de
absorber, translocar y acumular este metal (Wade et al., 2022). Existen reportes de la
presencia de Cd natural en suelos cacaoteros en Colombia (Rodriguez et al., 2019) y otros
paises productores de cacao de América Central y del Sur, como Honduras, Ecuador, Peru

y Brasil (Oliveira et al., 2022). Por lo tanto, esta contaminacion representa uno de los
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mayores desafios para Colombia y otros paises latinoamericanos productores de cacao
(Arévalo-Gardini et al. 2017; Gramlich et al. 2018; Arguello et al. 2019; Oliveira et al., 2022).

Entre las estrategias reportadas para mitigar la toma de Cd por parte de la planta se
encuentra el uso de microorganismos tolerantes a Cd (Bravo et al., 2018; Cérdoba-Novoa
et al., 2022), sin embargo, es importante primero realizar una identificacién y
caracterizacion de estas comunidades. La mayoria de los estudios reportados se enfocan
en las comunidades bacterianas, principalmente, en el aislamiento y cultivo de bacterias
tolerantes al metal en diferentes agroecosistemas (Guo et al., 2022) o al estudio de los
microbiomas bacterianos presentes en suelos con Cd (Liu et al 2020), dejando de lado la
comunidad fungica. La comunidad flangica, al igual que bacterias, cumplen un papel
importante en el ciclaje de nutrientes, en los procesos de biocontrol (Wachira et al., 2014),
biorremediacién (Chugh et al., 2022) y en la respuesta rapida a cambios ambientales. Los
hongos también proporcionan un apoyo esencial a la vida vegetal en forma de enddfitos y
formadores de micorrizas arbusculares (Domka et al., 2019). Por lo tanto, los cambios que
alteren la composicion de la comunidad fangica pueden afectar de manera positiva,

negativa o neutral al funcionamiento de todo el ecosistema del suelo (Yang et al., 2017).

La presencia del Cd y otros metales pesados en el suelo no solo afecta a las plantas sino
también a la comunidad microbiana, causando reduccién en su crecimiento y ejerciendo
una presion selectiva sobre los microbiomas (Guo et al., 2022). La acumulacion excesiva
de Cd en los hongos induce dafio a las proteinas y los acidos nucleicos, lo que da como
resultado la inhibicion de la division celular, asi como la transcripcion (Ayangbenro &
Babalola, 2017). Adicionalmente, el Cd en el suelo, altera las asociaciones hongo-planta,
los procesos de mineralizacion, humificacion y biometeorizacion (Priyadarshini et al.,
2021). Sin embargo, las comunidades fangicas presentes en ambientes contaminados con
Cd han desarrollado estrategias de desintoxicacién que les permite tolerar condiciones de
estrés por metales pesados (Fomina et al., 2005; Mohammadian Fazli et al., 2015). Estas
estrategias abarcan mecanismos que incluyen el secuestro y la precipitacion de metales
extracelulares, la supresion de la entrada y el aumento del eflujo de metales, la produccién
de enzimas intracelulares/extracelulares, la union de metales a las paredes celulares,
secuestro intracelular y la complejacién del metal (Malik, 2004; Gadd, 2007). Debido a
estos mecanismos de tolerancia, los hongos son un atractivo potencial para desarrollar
estrategias de micorremediacion que logren mitigar la toma de Cd por las plantas (Sun et
al., 2005).
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La caracterizacion de la comunidad fangica se puede realizar mediante técnicas
dependientes e independientes de cultivo (Tedersoo et al., 2014; Cazabonne et al., 2022).
Las dependientes de cultivo requieren de la preparacién de medios de cultivo para el
aislamiento y crecimiento del microorganismo con el fin de hacer una identificacién
morfolégica y funcional (Yasanthika et al., 2022); sin embargo, solo el 0,1% de los
microorganismos pueden ser aislados por este medio (Cazabonne et al., 2022). Por tanto,
técnicas no dependientes de cultivo, basados en la extraccion de ADN (metagendmica) o
ARN (metatranscriptdmica) comunitario y en el uso de técnicas de secuenciacion de nueva
generacidon (NGS, por sus siglas en inglés) se han convertido en herramientas Utiles para
la deteccion e identificacion de las comunidades microbianas (Nilsson et al., 2019). La
secuenciacion del ADN fungico puede ser total (metagenémica) o restringirse a la
secuenciacion de los amplicones obtenidos con la region espaciadora interna transcrita
(ITS, por sus siglas en inglés) o 18S del gen rARN (metataxonémica) (Feng et al., 2018;
Salam et al., 2020).

En Colombia, existen reportes que presentan informacion sobre la estructura de la
comunidad bacteriana asociada a los agroecosistemas de cacao mediante el aislamiento
y cultivo de bacterias tolerantes a Cd (Bravo et al., 2018; Crdoba-Novoa et al., 2022) o
mas recientemente, por métodos metataxonémicos (Céaceres et al., 2021). Sin embargo,
las comunidades fangicas presentes en suelos cacaoteros con Cd han sido poco
caracterizadas y se han basado solamente en métodos cultivables como los realizados por
Sandoval Pineda et al. (2020) con hongos formadores de micorrizas arbusculares y Guerra
Sierra et al. (2022) con hongos tolerantes cultivables, de suelos cacaoteros contaminados
con Cd. A la fecha no se han empleado técnicas de secuenciacion masiva de nueva
generaciéon que puedan brindar mas informacién de las comunidades fungicas que habitan

estos agroecosistemas de cacao.

El presente estudio busca caracterizar la diversidad estructural de los microbiomas
fungicos presentes en suelos cacaoteros con diferentes propiedades fisicas, quimicas y
concentraciones de Cd del municipio de Yacopi-Cundinamarca. Para ello, (i) se
determinaron las propiedades fisicoquimicas del suelo y su relacion con el Cd en suelos,
hojarasca, hoja y grano de cacao en tres fincas del municipio de Yacopi — Cundinamarca
(capitulo 1). En el primer capitulo se decidié incluir los analisis de la concentracion de Cd
encontrado en hojarasca, hoja y grano para presentar un panorama general de la dinamica

del Cd-suelo-planta. Es importante aclarar que las mediciones de Cd en las diferentes
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partes de la planta fueron parte del trabajo de grado de Cristian Camilo Bustos. (i) Se
caracterizo la riqueza y abundancia relativa de la comunidad fungica presentes en suelos
rizosféricos y no rizosféricos asociados al cultivo de cacao a dos profundidades mediante
métodos metataxonémicos (capitulo Il) y (iii) Se evalu6 el efecto de las caracteristicas
fisicoquimicas y concentraciones de Cd presente en suelos cacaoteros sobre la diversidad

estructural de las comunidades fungicas (Capitulo IlI).



Marco tedrico

Cadmio (Cd)

El cadmio (Cd) (nimero atémico 48, peso atdmico 112,41 amu, densidad relativa 8,65 g
cm?®) es un elemento que se encuentra clasificado como téxico segin la Agencia para
Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) (Singh et al., 2011), con una
vida media de acumulacién en animales y plantas que oscila entre los 25 y 30 afios (Genchi
et al., 2020). El Cd es considerado como un metal pesado ya que su densidad especifica
es superior a 5 g cm3, y al igual que otros metales pesados como el mercurio (Hg), el
arsénico (Ar) y el plomo (Pb) no tienen ninguna funcién esencial en el ciclo vital de los
organismos vivos. Esto lo diferencia de otros metales pesados como el zinc (Zn), el hierro
(Fe), el cobre (Cu), el molibdeno (Mo) y el manganeso (Mn) que son considerados
elementos esenciales para algunas funciones celulares, pero que a partir de una
determinada concentracion se consideran nocivos. Estos metales causan dafios a las
membranas celulares, en la estructura del ADN y de las proteinas y pueden sustituir la
entrada de elementos esenciales a la célula, alterando las funciones enzimaticas y
celulares (Abdu et al., 2017).

La presencia del Cd al igual que otros metales pesados en el ambiente se atribuye
principalmente a actividades geogénicas como la meteorizacion natural de materiales
geoldgicos ricos en metales y la actividad volcanica; y a actividades antropogénicas como
la industria, la mineria y practicas agricolas como la aplicacion de pesticidas y fertilizantes
fosfatados (Ali et al., 2019). El Cd se encuentra en el suelo, aire y agua, y el grado de
contaminacién en un ecosistema depende de la disponibilidad y concentracion del metal y
de la interaccion con los factores abidticos y bioticos (Ehis-Eriakha & Akemu, 2022). A
diferencia de los contaminantes orgénicos, el Cd y, en general los metales pesados, no
sufren descomposicion microbiana (Kirpichtchikova et al., 2006) y su presencia en el suelo

y agua es persistentes en el tiempo después de la deposicion (Adriano, 2002). Esto
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constituye una amenaza, ya que las plantas lo pueden absorber, translocar y acumular en
sus tejidos, lo que puede afectar la inocuidad del alimento poniendo en riesgo la seguridad
alimentaria (Arora et al., 2008; Anani et al., 2020) y la salud humana. Debido al riesgo que
implica ingerir alimentos y aguas contaminadas por metales pesados, se han establecido
los limites de concentracién de Cd que una persona podria ingerir a través de su dieta
alimenticia. En la determinacion de estos limites se tienen en cuenta varios aspectos como
el peso, la dieta y periodicidad del alimento contaminado, entre otros (Tabla 1) (Wong et
al., 2022).

La exposicion prolongada a niveles bajos de Cd en el aire, los alimentos y el agua causa
acumulacion en los rifiones y provoca enfermedades renales (Genchi et al., 2020).
También se ha demostrado que la exposicion al Cd durante el embarazo afecta la
formacion y la funcion de la placenta, cambios en la expresion de genes limitando el
crecimiento y el desarrollo fetal y generando efectos nocivos a largo plazo sobre la funcién
de determinados organos Y tejidos en la descendencia (Geng & Wang, 2019). El Cd y sus
compuestos estan clasificados como carcindégenos del grupo uno para los seres humanos,
siendo asociado con diversos tipos de cancer, como el de mama, pulmén, préstata,
nasofaringe, pancreas y rifidén, también puede ser un factor de riesgo de osteoporosis, junto
con alteraciones en el metabolismo del calcio, siendo este uno de los efectos criticos de la

exposicion al Cd (Suhani et al., 2021).

Tabla 1. Lista de valores de referencia actuales de metales pesados en la dieta humana.
Fuente: Wong et al. (2022).

Metal/ Valor de Agenciay afio
Metaloide referencia
Arsénico 2.14 ug/kg/dia JECFA 1988 EPA 1991 ATSDR 2007
inorganico

0.3 pg/kg/dia

0.3 ug/kg/dia

Cadmio 1 pg/kg/dia EPA 1989 JECFA 2010 EFSA
12011 ATSDR, 2012c, ATSDR,
0.83 pg/kg/dia | 2012b, ATSDR, 2012a

0.36 pg’kg/dia

0.1 ug/kg/dia
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Plomo Nifios: FDA, 2018a, FDA, 2018b
0.26 ug/kg/dia*

Adultos:
0.16 ug/kg/dia**

Metilmercurio 0.3 pg/kg/dia ATSDR, 1999

0.1 pg/kg/dia EPA (2001)

0.23 pg/kg/dia | JECFA 2007

0.19 pg/kg/dia | EFSA, 2012b, EFSA, 2012a

Chromium (IIl) [ 1500 pg/kg/dia | EPA (1999)

300 pg/kg/dia EFSA (2014)

Chromium (VI) 3 yg/kg/dia EPA (1998)

0.9 pg/kg/dia ATSDR, 2012a, ATSDR, 2012b, ATSDR,
2012c

2.2 yg/kg/dia Health Canada (2018)

*Asumiendo un peso de 11.4 kg
**Asumiendo un peso de 80 kg.

Contaminacioén de suelos por Cd

Un contaminante del suelo se define como: “cualquier sustancia presente en el suelo que
supere los niveles naturales y suponga un riesgo para la salud humana” (Rodriguez
Eugenio et al., 2018). La contaminacion del suelo con Cd plantea enormes problemas
ecoldgicos, puesto que altas concentraciones de este elemento en las tierras agricolas
dificultan el normal crecimiento de los organismos que interactian, afectando asi la
produccion de cultivos y poniendo en peligro la salud humana debido a la presencia del Cd
en los productos cosechados (Nagajyoti et al., 2010; Bravo Realpe et al., 2014). En un
sistema natural las concentraciones de Cd llegan a fluctuar entre 0,01y 7 mg kg™ (Bohn et
al., 1993); y se ha llegado a considerar un suelo no contaminado por Cd cuando la

concentracion suele ser menor a 1,1 mg kg* (Kabata-Pendias, 2010; Arguello et al., 2019).
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La presencia de Cd en el suelo se atribuye principalmente a la meteorizacién natural del
material parental rico en minerales como Greenockita, Hawleyita, Cadmoselita,
Monteponita (Dana et al., 1997), emisiones volcanicas, incendios forestales,
contaminacion de cuerpos de agua (Cullen & Maldonado, 2013) y a las actividades
antropogénicas, como actividades industriales, mineras y agricolas, de esta Ultima por la
fertilizacion con fertilizantes fosfatados contaminados (Rizvi et al., 2020). La disponibilidad
de Cd en los suelos estd sujeta a las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas y por lo
tanto, es particular para cada suelo estudiado (Mahar et al., 2016). Los procesos naturales
suelen contribuir a la contaminacion del suelo de 3 a 10 veces menos que las fuentes
antropogénicas, registrando un valor promedio de Cd de 0,2 mg kg* en el suelo (He et al.,
2015). Las concentraciones de Cd pueden variar de acuerdo el tipo de mineral que
contiene el material parental y las condiciones locales de meteorizacion (Alloway, 2013).
Al comparar diferentes tipos de suelos, los derivados de rocas igneas suelen contener
cantidades bajas de Cd, los suelos derivados de rocas metamorficas son intermedios, y
los suelos derivados de rocas sedimentarias (especialmente lutitas) reportan altas
cantidades de Cd (He et al. 2015).

En el suelo el contenido de Cd se puede encontrar en tres fracciones, en funcion de la
biodisponibilidad: no intercambiable, intercambiable y en la solucién del suelo (Meter et al.,
2019) (Fig. 1.A). La fraccion total comprende las tres fracciones. Quezada-Hinojosa et al.
(2015) y Bravo et al. (2021) han reportado que la mayor parte de este metal en el suelo se
encuentra en la fraccién no disponible y es usual encontrarlos en formas como Greenockita
(CdS), Otavita (CdCOs3), Monteponita (CdO), Esfalerita (ZnS) y Cadmoselita (CdSe) y por
lo tanto no pueden ser absorbidos por las plantas a través de sus sistemas de raices
(Welch & Norvell, 1999). La fraccion intercambiable consiste en los iones de Cd que son
adsorbidos por las superficies de carga de las arcillas del suelo, la materia organica, 6xidos
metalicos hidratados, y que son potencialmente disponibles para la absorcién por las
plantas y microorganismos (Meter et al., 2019). Mientras que la fraccion en la solucion de
suelo esta compuesta por los iones de Cd libres (Cd?*), en complejos inorganicos (CdClI*,
CdCI?, CdSO* o complejos organicos solubles que estan completamente listos para ser
absorbidos por la planta (Shahid et al. 2016; Meter et al., 2019). El Cd?* en la solucién del
suelo es la fracciéon que suele absorberse mas rapidamente, lo que podria entenderse
como la mas biodisponible (Helmke, 1999). La solubilidad en los suelos y la acumulacion

en la planta se ve afectada por varios factores como la textura del suelo, el pH, el contenido
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de materia organica del suelo, la capacidad de intercambio cationico, la disponibilidad de
otros elementos, el genotipo de la planta y el contenido de Cd en el agroecosistema
(Alloway, 2013; Yi et al. 2020).

El contenido de arcillas influye en la disponibilidad del Cd en el suelo ya que la capacidad
de adsorcién que depende de la estructura del mineral de arcilla dominante: los tipos de
arcilla 2:1 tienen mayores capacidades de adsorcion que los tipos de arcilla 1:1, lo cual
influye en la disponibilidad del Cd (Meter et al., 2019). El pH puede ser uno de los factores
mas importantes que influyen en la especiacién, la movilidad, la solubilidad del Cd
(Adriano, 2002), El aumento del pH del suelo de los suelos acidos puede conducir a una
menor absorcién de Cd por las plantas (Shahid et al. 2016). Factores como la capacidad
de intercambio cationico (CIC) que se ve afectado por el contenido y tipo de arcillas y pH,
tiene implicaciones en la biodisponibilidad de Cd, puesto que existe una mayor
competencia entre los cationes y el Cd en solucién (Cd?*) por los sitios de intercambio
presentes en las arcillas (Meter et al., 2019). Adicionalmente, la materia organica del suelo
gue tienen una alta CIC, dependiendo su naturaleza, puede reducir la biodisponibilidad de
Cd al formar complejos organometalicos no solubles y afectar otras propiedades del suelo
(Shahid et al. 2016) y aumentar el pH del suelo. Sin embargo, en algunas ocasiones las
sustancias organicas pueden formar complejos solubles con Cd y aumentan su movilidad
(Khan et al., 2017). También la presencia de iones influye en la absorcién de Cd
directamente a través de la competencia por los sitios de intercambio del suelo
(competencia ionica), y la quelacion o complejacion con compuestos de Cd. Por ejemplo,
el zinc (Zn), el magnesio (Mg) y el potasio (K) por competencia i6nica pueden tener
influencia negativa en la absorcion de Cd en las plantas (Meter et al., 2019), es decir altas
concentraciones de estos elementos pueden exhibir una baja acumulacién de Cd en la
planta. Otros elementos como el manganeso (Mn) también pueden tener efectos negativos
en la disponibilidad de Cd al formar hidréxidos de Mn adsorbente del Cd (complejacion),

disminuyendo la fraccion soluble de Cd en el suelo (Gramlich et al., 2018).

Efectos del Cd en sistemas agricolas

La absorcion de Cd por parte de animales y humanos es el resultado de la acumulacion
sucesiva de estos elementos a través de la cadena alimentaria, siendo el punto de partida

la presencia de este metal en suelos de uso agricola, convirtiéndose en un asunto de
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interés en la salud publica (Liang et al., 2019; Mengistu, 2021). La absorcién y efecto del
Cd en las plantas varia entre especies, genotipos y etapa fenoldgica (Shanmugaraj et al.,
2019). Las plantas absorben el Cd a través proteinas transportadoras y canales idénicos de
Zn?* principalmente y de Ca?*, Mg?*, Fe?*, Zn?" y Cu?* de las células epidérmicas de la raiz
(Lux et al., 2011; Song et al., 2017), posteriormente es transportado por via simplastica o
apoplastica (Page & Feller, 2015) (Fig 1.C). ElI Cd puede causar alteraciones en la
homeostasis celular, dafio de la integridad de proteinas membranales y estrés oxidativo
alterando los procesos fisiol6gicos y metabdlicos de la planta (He et al., 2017; Hussain et
al., 2019). ElI Cd como cation divalente, compite por los transportadores simplasticos
causando deficiencias nutricionales de elementos como el Mg y el Ca (Marchetti, 2013;
Osmolovskaya et al., 2018) afectando la permeabilidad de las membranas, reduciendo la
actividad del fotosistema Il, causando menor biomasa (Qadir et al., 2014; Sharma & Pant,
2018; Haider et al., 2021) y en muchos casos bioacumulandolos (Sterckeman & Thomine,
2020). Para la agricultura, esto causa preocupacion debido a que este metal pesado puede
afectar negativamente el rendimiento y la inocuidad de los productos cosechados (Tabla.
2) (Chunhabundit, 2016; Huybrechts et al., 2020).
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Fig. 1 Dindmica del Cd en el suelo y toma de la planta. A. Fracciones de Cdt y
biodisponibilidad en suelos. Fuente: Meter et al. (2019); B. Cuando la concentracion de Cd
es baja, se consume ATP para el transporte activo, y cuando la concentracion es alta, entra
directamente en las células para su absorcion pasiva; C. el Cd se transporta entre las
células por las vias del apoplasto y del simplasto. Fuente: Yang et al. (2021).
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Tabla 2. Impacto de la toxicidad del Cd en el rendimiento de algunos cultivos
representativos. Fuente: Zulfigar et al. (2022).

Especie Nivel de Cd Reduccién Referencia
rendimiento
(%)
Rabano 200 mg kg™ 29,55 -53,48 | Varalakshmi and
(Raphanus sativus) Ganeshamurthy, 2013
Trigo 100 mg kg™ 26 - 53 Khan et al., 2007

(Triticum aestivum L.)

Arroz 150 mg kg™ 38,3-47,1 Huang et al., 2008
(Oryza sativa L.)

Algodon 600 uM 60,6 Lietal., 2012
(Gossypium hirsutum L.)

Mostaza 150 mg kg™ 33-79-60 Gill et al., 2011
(Brassica juncea L.)

Canola 12 mg kg™ 65,39 Ghani, 2011
(Brassica napus L.)

Frijol Mungo | 25 mg kg™ 26 - 37 Wahid and Ghani, 2008
(Vigna radiata L.)

Tomate 50 uM 10,31 -25,50 | Xie etal., 2021
(Solanum lycopersicum)

Las especies vegetales, se pueden clasificar en tolerantes y no tolerantes (sensibles) con
base en la curva dosis respuesta al metal, si la concentracién supera el limite de tolerancia
de la planta, esta presenta sintomas de toxicidad. Esta dosis de respuesta depende del
tipo de planta, genotipo, estado fenoldgico del cultivo, y concentracion de Cd, entre otras
(Fig. 2.A) (Ismael et al., 2019). Segun los mecanismos de respuesta a la exposicién al
metal, las plantas se pueden clasificar en sensibles, resistentes evasivas, tolerantes e
hiperacumuladoras (Lin & Aarts, 2012) (Fig. 2B). Sensibles, cuando la planta no cuenta
con mecanismos efectivos para expulsar el metal de las células de la raiz y tampoco
previene su transporte a los tejidos superiores, causando toxicidad. Resistentes evasivas,
cuando la planta evita la entrada del metal, limitando la biodisponibilidad de los metales en
el suelo o reduciendo la expresion de las proteinas transportadoras. Tolerantes cuando la
planta posee mecanismos que se basan en el confinamiento (compartimentalizacién) y la

detoxificacién al metal de forma controlada, este tipo de plantas restringen la acumulacién
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del metal en las raices (Kupper & Leitenmaier, 2013); y plantas hiperacumuladoras cuando
el metal absorbido se transloca y acumula en las hojas sin causar toxicidad (Verbruggen
et al., 2013; He et al., 2017; Luo & Zhang, 2021). Las plantas hiperacumuladoras de Cd se
caracterizan porque pueden tolerar y acumular Cd en niveles superiores a 100 mg kg*
(peso seco) en los brotes (He et al., 2017; Meter et al., 2019; Peng et al., 2019). Las plantas
tolerantes e hiperacumuladoras guelan los metales en el citosol, los secuestran en las

vacuolas o los confinan en el apoplasto (Lin & Aarts, 2012).

A Non-essential elements
A
Cd tolerance Cd toxicity

w

e

r

20

Q

3

g

°

+

c

o

(- Gadl

ziA
0 limitation

Cd concentration

Fig. 2 Respuesta de las plantas a Cd. A. Curva dosis-respuesta de las plantas a Cd B.
Mecanismos de respuesta de las plantas bajo estrés por Cd. a. plantas sensibles, b.
plantas resistentes - evasivas, c. plantas tolerantes y d. plantas hiperacumuladoras.
Fuente: Lin & Aarts (2012). Puntos azules corresponden al Zn y puntos rojos al Cd.

La dinAmica del Cd en los suelos no solo afecta a las plantas, también tienen implicaciones
en otros organismos gue interactan en el agroecosistema como las bacterias, arqueas,
hongos y protistas que tienen funciones ecosistémicas, ya que son responsables de la
mayoria de las transformaciones biol6gicas que contribuyen a los procesos de ciclos
biogeoquimicos (Guggenberger, 2005). La estructura de estas comunidades que habitan
el suelo es el resultado de la interaccion de las condiciones geograficas, ambientales y de
las propiedades fisicoquimicas del suelo (Santoyo et al., 2017; Kumar et al., 2022). Se ha
demostrado que la presencia del Cd en el suelo afecta la estructura de la comunidad
microbiana, seleccionando las especies que pueden tolerar la condicién de estrés (Liao et
al., 2005; Sun et al., 2022); lo que causa una disminucién en la acumulaciéon de biomasa
microbiana (Renella et al., 2002). También puede afectar la relacion C:N del suelo (Chen
et al., 2014) debido a la disminucién de la actividad enzimatica asociada a estos ciclos

geoquimicos (Jaworska & Lemanowicz, 2019).
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Efecto del Cd en la comunidad fungica del suelo

Los hongos desempefian importantes funciones en el suelo debido a su alta plasticidad,
rdpida respuesta a condiciones adversas y capacidad para descomponer la materia
organica regulando el balance del carbono, nutrientes y contaminantes del suelo (Frac et
al., 2018). En el suelo cumplen roles importantes que se pueden clasificar en tres grupos
de acuerdo a su funcion: (i) controladores biol6gicos, cuando regulan el crecimiento de
otros organismos, controlando el desarrollo de plagas y enfermedades o induciendo los
mecanismos de defensa de la planta (Wachira et al., 2014); (ii) reguladores del ecosistema,
porgue son participes de la formacién de la estructura del suelo y la modificacién de los
habitats de otros organismos vy (iii) descomponedores de la materia organica y
transformadoras de compuestos (Frgc et al., 2018) regulando la disponibilidad de
nutrientes el equilibrio de carbono y elementos como el nitrégeno, el fésforo, entre otros
(Ziféakova et al., 2016). También proporcionan un apoyo esencial a la vida vegetal en
forma de enddfitos y de formadores de micorrizas arbusculares (Domka et al., 2019). La
diversidad estructural y funcional de los hongos depende de factores bibticos (plantas y
otros microorganismos) y abidticos (aspectos fisicos, quimicos y ambientales) y los
cambios que alteren la diversidad la comunidad fangica pueden afectar al funcionamiento

de todo el ecosistema del suelo en diferentes aspectos como se muestra en la Fig. 3.
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Fig. 3 Aspectos de la biodiversidad fungica del suelo. Fuente: Frac et al. (2018).

El Cd y otros metales pesados inducen condiciones de estrés que conducen a la reduccion
del crecimiento microbiano, ejerciendo asi una presion selectiva sobre el microbioma (Guo
et al., 2022). La presencia de Cd a concentraciones elevadas puede causar dafios en las
membranas, peroxidacion de lipidos y apoptosis celular propiciando la generacién de
especies reactivas de oxigeno (lgiri et al., 2018). También induce dafio a las proteinas y
los acidos nucleicos, lo que da como resultado la inhibicion de la division celular, asi como
la transcripcion (Ayangbenro & Babalola, 2017). EI Cd en el suelo conduce un efecto
adverso sobre la comunidad fungica, reduciendo las asociaciones simbidticas entre los
hongos y plantas y la disponibilidad de nutrientes al verse afectadas las relaciones

ecologicas de los procesos de mineralizacion y humificacion (Priyadarshini et al., 2021).

Mecanismos de tolerancia de los hongos al Cd

Las comunidades flngicas presentes en ambientes contaminados con Cd han desarrollado

estrategias de desintoxicacion, gracias a la plasticidad y capacidad de adaptacion a
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diferentes condiciones ambientales (Sun et al., 2005). La tolerancia se define como la
capacidad de los organismos para contrarrestar los efectos toxicos de los metales pesados
(Boyd & Rajakaruna, 2013). La interaccion entre el Cd y los hongos depende de la
concentracion y tipo del metal pesado, de la especie y la naturaleza del medio ambiente
contaminado. Los hongos han desarrollado diferentes estrategias extracelulares e
intracelulares para resistir el efecto toxico reportadas por Priyadarshini et al.,( 2021) son:
(i) biosorpcién, (ii) bioacumlacion y biotransformacion, (iii) quelacion del metal y (iv)
transporte de eflujo para exportar el metal. Estas estrategias se presentan en la Fig. 4 y se

describen a continuacion:
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Fig. 4 Mecanismo de tolerancia a metales pesados a nivel celular por células fungicas.

Fuente: Priyadarshini et al. (2021)

i. Biosorcion
La biosorciéon consiste en la adsorcion de iones metalicos a través de la interaccion

fisicoquimica con los compuestos celulares ubicados en la superficie celular, evitando la

entrada de iones metdlicos en la célula., Por ejemplo, los iones Cd*? quedan retenidos
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sobre la superficie de la pared celular a través de interacciones electrostaticas, fuerzas de
van der Waals y enlaces covalentes. La pared celular de los hongos estd cargada
negativamente debido a la presencia de polisacéridos, proteinas y acidos fendlicos, que
tienen grupos funcionales como grupos hidroxilo, carbonilo, amina y fosforilo, lo que
favorece las interacciones con los iones catidnicos de los metales pesados (Choi & Yun,
2006). Los hongos se consideran organismos biosorbentes mas eficientes que las
bacterias, ya que la pared celular estd compuesta de un 80 - 90% de polisacéaridos,
principalmente de quitina, celulosa, betaglucano y representa cerca del 30% de la biomasa
de los hongos (Dhankhar & Hooda, 2011). Las especies fungicas pueden ser especificas
a los iones metalicos debido a la variacién en las composiciones celulares y los sitios
funcionales responsables de la unién de metales (Das et al., 2008). Polisacaridos como el
quitosano han sido reportados como principales responsables de la adsorcién de Cd en el
hongo Penicillium chrysogenum (Din et al., 2022). El mecanismo de biosorcién ha sido
reportado como el principal mecanismo de tolerancia al Cd en hongos filamentosos como
Aspergillus sp., Rhizopus sp., Rhodotorula sp., Drechslera sp., Curvularia sp. Aspergillus
niger, Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma viride (Manguilimotan & Bitacura,
2018).

li.Bioacumulacion y compartimentacion

En la bioacumulacion y compartimentacion los iones metalicos se precipitan en diferentes
organelos (compartimentacion), protegiendo a la célula de la toxicidad del metal. A
diferencia de la biosorcion, la absorcién es un proceso dependiente del metabolismo
celular que implica la entrada del metal a la célula y por lo tanto tienen un costo energético
(Priyadarshini et al., 2021). Se ha sugerido que la acumulacion de Cd se presenta en la
pared celular (50%), el citoplasma (30%) y la vacuola del hongo (20%) (Ott et al., 2002).
Hongos como Aspergilus versicolor, Paecilomyces sp., Aspergillus fumigatus,
Microsporum sp, Terichoderma sp, Paecilomyces sp. y Cladosporium sp han mostrado
capacidades de bioacumulacién superiores a 2 mg g* de Cd (Mohammadian Fazli et al.,
2015). Adicionalmente, se ha demostrado que la acumulacion del Cd en la célula puede
estar mediada por otros elementos como Ca, S, Zn, ademas de la temperatura y el pH
(Anahid et al., 2011). En Aspergillus niger y A. fumigatus se observé una disminucion de
la acumulacién de Cd con un aumento en la concentracion de metales debido a la falta de

disponibilidad de sitios de unién y la competencia con los iones Zn (Doku & Belford, 2015).
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Por otro lado, especies fungicas tolerantes al metal, como Aspergillus, Penicillium y
Fusarium tienen por estrategias acumular y quelatar metales pesados en el suelo
contaminado, disminuyendo la disponibilidad de metales pesados (Luo et al., 2010). La
bioacumulacién también se ha observado en hongos endéfitos como Trichoderma
atroviride (Cao et al., 2008), ya que los enddfitos fungicos poseen sistemas adecuados de
guelacion o biosorcion y pueden remediar la toxicidad del metal a través del secuestro de

metales y la union de metales a las paredes celulares fungicas (Fomina et al., 2005).

iii.Quelacion

La quelacion se puede presentar tanto a nivel intracelular como extracelular. A nivel
intracelular mediante proteinas que contienen el grupo tiol (-SH), como las metalotioneinas
(Sacky et al., 2021), peroxidasas y acidos organicos (acido citrico, acido oxalico) que se
combinan con los iones de metales téxicos formando complejos metélicos que quedan
secuestrados en diferentes organelos celulares (Giller et al., 2009). Los acidos organicos
como oxalico y citrico ayudan a solubilizar los iones metélicos y formar oxalatos metélicos
(Priyadarshini et al., 2021). Se ha visto que el acido oxalico secretado por Beauveria
caledonica (Fomina et al., 2005) y en Phanerochaete chrysosporium (Xu et al., 2015)
reduce el efecto toxico de Cd en las funciones enzimaticas. Adicionalmente, las moléculas
organicas como la melanina y las formas reducidas del glutation (GSH) también actlan
como agentes quelantes flungicos, al unirse a los iones metalicos para formar un complejo
gue se acumula en forma de granulos (Priyadarshini et al., 2021). Las enzimas como las
lacasas también han sido reportadas como importantes en los mecanismos de quelacién

del Cd por parte de los hongos (Chen et al., 2018).

iv.Transporte de eflujo para exclusion de metales

Existen diferentes sistemas de transporte no especificos en microorganismos que
absorben metales esenciales y no esenciales. Sin embargo, cuando los iones metalicos
estan en una concentracion que resulta ser potencialmente téxica para los
microorganismos, los sistemas de eflujo activo especificos ayudan a excluir los metales
(Priyadarshini et al., 2021). Este es un mecanismo ampliamente utilizado por las bacterias
donde los iones metalicos acumulados en el citoplasma se expulsan al exterior de la célula.
En hongos, este mecanismo se reporta en hongos tolerantes al arsénico (Canovas et al.,

2004) pero son pocos los estudios para Cd, uno de ellos, es el uso de transportadores de
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eflujo de la familia ABC para detoxificar la vacuola y el citoplasma de iones de Cd, en
Saccharomyces cerevisiae (Nagy et al., 2006). Sin embargo, la baja capacidad de eflujo
de los hongos es un indicador del potencial uso para aproximaciones biotecnol6gicas al

tener mayor capacidad de acumulacién y biosorcion que de eflujo (Gadd, 2007).

Métodos de estudio de la comunidad fungica del suelo

Los métodos para identificar la diversidad taxondmica fingica presente en un ecosistema
se basan principalmente en caracteristicas morfolégicas y en el uso de marcadores
moleculares (Gautam et al., 2022). El método de identificacion basado en la observacion
directa de los hongos en condiciones naturales o tras su cultivo en medios de crecimiento,
es el método mas utilizado, ya que algunos hongos producen estructuras visibles utiles
para su identificacion (Perdoh, 2015; Gautam et al., 2022). Sin embargo, los métodos
basados en cultivos no reflejan la diversidad real de hongos, ya que solo el 0.1% se pueden
cultivar en condiciones de laboratorio (dos Reis et al., 2022). Las técnicas moleculares y
de secuenciacion han demostrado ser muy utiles para explorar la identidad taxonémica de
estos hongos hasta un 99% (Gautam et al, 2022). La metagen6mica y la
metatranscriptomica es el estudio de los genomas/transcriptomas colectivos de los
organismos en su entorno natural a través de la extraccion y secuenciacion de los acidos
nucleicos (ADN y ARN, respectivamente) de la comunidad (Nilsson et al., 2019). El uso de
ADN ambiental en estudios de biodiversidad ha permitido obtener nuevos conocimientos
sobre la diversidad fungica hasta ahora oculta dentro de diferentes ecosistemas, por lo
cual el descubrimiento de comunidades fungicas presentes en diferentes ecosistemas se
puede realizar gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva (NGS, por sus
siglas en inglés) y el desarrollo de la bioinforméatica (Tedersoo et al., 2014; Cazabonne et
al., 2022). Para identificar las especies fungicas de un microbioma se suelen utilizar dos
métodos basados en secuencias. EI mas comdn es la amplificacion por PCR la region
espaciadora transcrito interno ribosomico nuclear (ITS) del gen rARN, debido a sus
multiples nimeros de copia, resolucion adecuada a nivel de género en la mayoria de los
grupos (Tedersoo et al., 2022). Adicionalmente, el procesamiento bioinformatico y el
andlisis de los datos de amplicon es relativamente mas sencillo que en comparacién con
los datos metagendmicos totales (Donovan et al., 2018). El otro método se basa en la
secuenciacion de genomas completos o Shotgun, la cual también permite hacer

predicciones funcionales a partir de los datos de abundancia de genes (Walsh et al., 2017).
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La region ITS esta constituida por las regiones ITS1 e ITS2 que se encuentran separadas
por el gen 5.8S, y esta situada entre los genes 18S (SSU) y 28S (LSU) del gen rARN. Su
longitud oscila entre 450 y 800 pb y se utilizan diferentes cebadores de acuerdo con la
region que se quiere estudiar (Fig. 5) (Bellemain et al., 2010). Debido a su alta variabilidad
interespecifica, sitios conservados y multiples copias presentes en la célula hacen de esta
region un objeto atractivo para secuenciacion (Raja et al., 2017). Laregion ITS1 e ITS2 se
ha enfocado en estudios recientes de secuenciacion de alto rendimiento debido a las
restricciones de las tecnologias de NGS en la longitud de las secuencias (Jiang et al.,
2022). El uso de los ITS permite tener una aproximacion taxondémica basada en el
alineamiento de secuencias en bases de datos como Genbank y UNITE que permite
analizar miles de secuencias a partir de una sola muestra ambiental (Nilsson et al., 2019).
Se ha demostrado que el marcador ITS1 es en promedio 64% mas variable que ITS2 en
la mayoria de los linajes fangicos y en la resolucion a nivel especie (Blaalid et al., 2013),

por lo cual se reportan mejores resultados con el marcador ITS2 (Hoggard et al., 2018).

El uso de estas metodologias también representan retos, desde la obtencion de la muestra
inicial (extraccion de ADN de calidad), los protocolos de almacenamiento y conservacion
deben ser precisos y debe aplicarse de forma similar en todas las muestras (Wallenius et
al., 2010). El proceso de extraccion del ADN, puede ejercer un sesgo en los resultados, ya
gue las técnicas utilizadas para la lisis celular puede afectar a la composicion de las
librerias de ADN medioambientales (Prifti & Zucker, 2015). En los estudios de
metataxondmica la amplificacion del marcador molecular puede tener amplificaciones
variables, segun el grado de degeneracion y la especificidad del cebador hasta la presencia
de inhibidores enziméticos que no permiten la amplificacion (Hu et al., 2022). En particular
para el uso de ITS ha sido reportado que las variaciones en la longitud del gen rARN son
la principal fuente de sesgo en el andlisis de la comunidad fungica (Silverman et al., 2021).
El procesamiento bioinformatico también puede verse afectado por la longitud de las
lecturas de la secuenciacion y el alineamiento puede verse incompleto o truncado por
algunas regiones repetitivas o afectado por la calidad de la secuencia (Zhang et al., 2021).
La sobrerepresentacion de un organismo sea por preferencia del cebador o mayor
concentracion de ADN puede afectar la abundancia de secuencias de diferentes
organismos presentes. Otra limitacion es el bajo nimero y calidad de bases de datos
reportadas para hongos que se utilizan para realizar la asignacion taxonémica (Edwards
et al., 2017).
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En general el uso de marcadores ITS ha servido para la descripcion de microbiomas

fungicos presentes en suelos agricolas (Tabla 3).
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(b) _Primer Author  Primer sequence Position
Fomnward primers
NST [191] GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC 1403-1426
ITS1-F  [18] CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 17231744
ITSS [19] GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGS 1737-1768
ITS1 [19] TCCGTAGGTGAACCTGCGG 1761-1779
ITS3 [19] GCATCGATGAAGAACGCAGC 2024-2045
Reverse primers
ITS2 [19] GCTGCGTTCTTCATCGATGC 2024-2043
ITS4 [19] TCCTCCGCTTATTGATATGC 2390-2409
ITS4-B  [18] CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG 2526-2548
LR3 [13] COGTGTTTCAAGACGGEG 3029-3045

Fig. 5 Representacion del gen rARN a. posicion relativa de los cebadores comiunmente
utilizados para amplificar partes o la totalidad de la region ITS. b. Secuencias de cebadores
y posicién de la secuencia de cebadores. Fuente: Bellemain et al. (2010).

Tabla 3 Estudios de la comunidad flngica asociada a especies de interés agricola
usando tecnologias de secuenciacién masiva.

Especie vegetal Marcador molecular Referencia
Sorgo (Sorghum bicolor) ITS2 (Pambuka et al., 2022)
Arroz (Oryza sativa L.) ITS1 (Chang et al., 2021)
Arroz (Oryza sativa L.) ITS2 (Wang et al., 2016)

Cannabis ITS2 (Ahmed et al., 2021)
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(Cannabis sativa L.)

Tomato ITS2 Zhang et al., (2016)
(Solanum lycopersicum L.)
Arveja (Pisum sativum) ITS1 (Xu et al., 2012)
Maiz (Zea mays L.) ITS2 (Jenkins et al., 2017)
Tomato ITS1 (Manzotti et al., 2020)

(Solanum lycopersicum L.)

Estrategias de remediacion de suelos contaminados con
Cd

Las estrategias de remediacién de suelos contaminados con Cd se pueden dividir por
métodos fisicos, quimicos y biolégicos (Praveen & Nagalakshmi, 2022). Los métodos
fisicos y quimicos estan principalmente basados en las enmiendas del suelo, como el
encalado, la aplicacion de yeso y biocarbon (Vanderschueren et al., 2021). La aplicacion
de materiales calcareos [CaCO3;, CaO, Ca(OH),, CaMg(COs3),], se ha recomendado como
practica agronémica para reducir la absorcién y acumulacién de Cd, ya que al aumentar el
pH del suelo se disminuye la solubilidad del Cd en el suelo y se disminuye la absorcién de
Cd por parte de la raiz debido a la competencia Cd?* con Ca?*. Sin embargo, el aumento
de la concentracion de la solucién de Ca?" también puede conducir a una desorcion
competitiva del Cd?* unido a los sitios de intercambio de las arcillas (Bolan et al., 2003).
Por otro lado, la aplicacién del material calcareo se realiza de manera superficial (<5cm),
limitando su accibn a mayores profundidades, y por lo tanto no afectando la
biodisponibildad del Cd en el suelo (Chen et al.,2018). En contraste, las enmiendas con
yeso han mostrado llegar a capas mas profundas y se ha demostrado que la adicion de
yeso como enmienda del suelo reduce la absorcién de Cd en arroz (Zhang et al., 2019) y
trigo (Rehman et al., 2015) hasta 3 veces. El biocarbén, un material rico en carbono, cuyas
propiedades de sorcion estan relacionadas con su alta area superficial especifica, alta CIC,
pH alcalino y la presencia de grupos funcionales superficiales (carboxilico, hidroxilo,
fendlico) (Li et al., 2017), también ha mostrado una reduccién de la absorcion en un 80—85
% en plantulas de cacao (Ramtahal et al., 2019), sin embargo, la aplicacion de biocarbén

se ve favorecida en condiciones de pH acido, textura gruesa y contenido intermedio de
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carbono orgénico y también su incorporacion al suelo puede resultar dificil y poco efectiva

en cultivos en produccion (Chen et al., 2018).

Las estrategias bioldégicas basadas principalmente en la fitorremediacion y la
biorremediacién consisten en el uso de plantas y microorganismos (Gouma et al., 2014).
La fitorremediacion consiste en el uso de plantas con la capacidad de acumular altas
cantidades de metales pesados (Praveen & Nagalakshmi, 2022), la cual se basa en la
transferencia de metales pesados del suelo a los distintos 6rganos de la planta a través de
su sistema radicular. Para Cd se han reportado plantas hiperacumuladoras, capaces de
tolerar concentraciones > 100 mg kg* (Muszynska & Hanus-Fajerska, 2015), entre las que
se encuentran los géneros Noccaea y Sedum (Rajput et al., 2021; Reeves et al., 2018).
Sin embargo, se han reportado limitaciones en el establecimiento de plantas
hiperacumuladoras en los sistemas agricolas debido a la competencia que puede ocurrir
entre la planta hiperacumuladora con la especie de cultivo y la eliminacién segura de la
biomasa de la planta hiperacumuladora (Praveen & Nagalakshmi, 2022; Adeoye et al.,
2022).

El uso microorganismos como potencial de biorremediacién ha tomado relevancia, sin
embargo, es necesaria la identificaciébn y caracterizacion de los microorganismos
tolerantes, para ello el estudio de los microbiomas en ambientes contaminados es una
estrategia que facilita la identificacion de microorganismos con potencial de
biorremediacién puesto que estos ambientes causan que haya una presién selectiva por
microorganismos que han desarrollado mecanismos de tolerancia a las condiciones de
estrés causadas por el metal pesado, que al identificarlos permite enfocar el estudio de
grupos taxondmicos que exhiben mecanismos Utiles para la remediacibn de suelos
contaminados. Se ha reportado el uso de bacterias para la biorremediacién a Cd debido a
la relativa facilidad de determinacion de los mecanismos de tolerancia (biosorcion,
biolixiviacion, biotransformacion, biodegradacion, de meteorizacién, quimisorcion y
bioacumulacién) y a la capacidad de bioestimulacién a las plantas (Bravo & Braissant,
2022). La inoculacion de bacterias tolerantes a Cd en el suelo, podrian incluirse en una
estrategia dirigida a minimizar la acumulacién de la fraccién soluble de Cd en los suelos,
aunque, la formulacién, aplicacion y efectividad de bioproductos derivados de este tipo de
bacterias puede ser de dificil implementacion debido a la sensibilidad de las bacterias a las

condiciones ambientales de los sitios de aplicacion (Bravo & Braissant, 2022). Mientras los
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hongos por su parte han demostrado efectividad en estrategias de biorremediacion al tener
mayor capacidad de adaptacion y formacion de redes micelares extensas, las cuales
permiten que los hongos crezcan y se extiendan a través de superficies sélidas, adicional
a la capacidad de sorciéon y acumulacién de metales pesados (Priyadarshini et al., 2021).
Algunos hongos han sido reportados como tolerantes a Cd y han tenido aproximaciones a

la bioremediacién (Tabla 4).
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Tabla 4 Limite de tolerancia de aislamientos fungicos a Cd. Fuente: Priyadarshini et al.

(2021) y Guerra Sierra et al. (2022).

bioacumulacién

Organismo Limite de tolerancia a Referencia
Cd (mg LY
Aspergillus sp. 9218 Akhtar et al. (2013)
Curvularia sp. (GF-6) 5732 Akhtar et al. (2013)
Aspergillus sp. 1600 Akhtar et al. (2013)
Talaromyces santanderensis 1000 Guerra Sierra et al. (2022)
Talaromyces helices 600 Romero et al. (2006)
Trichoderma brevicompactum 250 Zhang et al. (2020)
QYCD-6
Curvularia sp. (GF-6) 293 Akhtar et al. (2013)
Organismo Eficiencia de toma de Referencia
Cd (mg L?)
Funalia trogii 191 Arica et al. (2004)
Funalia trogii 164 Arica et al. (2004)
Trametes versicolor 153 Yalcinkaya et al. (2002)
Penicillium chrysogenumxXxJ-1 100,41 Xu et al. (2012)
Penicillium simplicissimum 52,50 Fan et al. (2008)
Rhizopus cohnii 40,5 Luo et al. (2010)
Mucor rouxii 35,69 Yan &Viraraghavam (2003)
Aspergillus sp. 9,5 Ahmad (2005)
Rhizopus sp. 8,21 Ahmad (2005)
Organismo Capacidad de Referencia

Aspergillus niger

0,01-0,303 mg g*

Kumar et al. (2010)

T. brevicompactum QYCD-6

8,45 - 20,13%

Zhang et al. (2020)
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Cultivo de cacao y Cd

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie agricola importante, ya que para el 2021,
se report6é a nivel mundial un area sembrada de 11,53 millones de hectareas de cacao y
un total de 5,58 millones de toneladas de granos de cacao cosechados, de los cuales cerca
del 70% de los granos fueron producidos en paises del este de Africa, entre ellos, Costa
de Marfil, Ghana, Camerun, Nigeria y el 30% restante en paises de Asia y América como
Indonesia, Brasil, Ecuador, Perl, Republica Dominicana y Colombia (Tabla 5.)
(FAO,2022).

Tabla 5 Principales paises productores de granos de cacao y produccion mundial de
grano de cacao a nivel mundial para el afio 2021. Fuente: FAO (2022) y FEDECACAO
(2022).

Pais productor Toneladas
Costa de Marfil 2,200,000.00
Ghana 822,000.00
Indonesia 728,046.00
Brasil 302,157.00
Ecuador 302,093.00
Camerun 290,000.00
Nigeria 280,000.00
Peru 160,222.00
Republica Dominicana 70,631.00
Colombia 69.040.00
Produccion mundial 5,580,432.00

En Colombia, el cultivo de cacao es una de las principales apuestas productivas, debido a
su potencial no solo comercial sino también social (Pabdn & Pabon, 2016). En los ultimos

afos, Colombia ha venido incrementando las areas de produccién del cultivo en 422
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municipios de 27 departamentos del pais, siendo Santander el principal productor, con una
participacién del 40,6%, seguido por Arauca con 11,4%, Antioguia con 9,6%, Tolima con
5,8%, Huila 5,1%, Narifio con un 5% y Cundinamarca con 3% de la participacion nacional
(Tabla 6.) (FEDECACAO, 2022). También se ha incrementado la exportacion debido a que
el cacao es reconocido en los mercados internacionales por su alta calidad organoléptica;
esto debido a que las condiciones agroecoldgicas son favorables para el desarrollo del
cultivo (Chaves-Lépez et al., 2014; Barrientos et al., 2019). Por estas razones, el cacao se
ha posicionado como el segundo cultivo perenne mas importante luego del café para el
pais alcanzando una produccién de 69.040 toneladas en el 2021 (FEDECACAO, 2022).

Tabla 6 Principales departamentos colombianos productores de granos de cacao para el
afo 2021. Fuente: FEDECACAO (2022).

Pais productor Toneladas Contribucién
Santander 28,037.00 40,6%
Arauca 7,894.00 11,4%
Antioquia 6,661.00 9,6%
Tolima 4,027.00 5,8%
Huila 3,510.00 5,1%
Narifio 3,480.00 5,0%
Cundinamarca 2.607.08 3,0%

A pesar de la importancia del cultivo de cacao, uno de los desafios que enfrenta la cadena
productiva a nivel mundial es la presencia del Cd en los granos y en los productos
derivados del chocolate porque puede afectar la salud del hombre y del medio ambiente.
En el 2019 la Comision Europea establecid los umbrales admisibles de Cd en materia seca
de productos derivados del chocolate que van de 0,10 a 0,80 mg kg dependiendo del
porcentaje de cacao presente (European Commission, 2021). Vanderschueren et al.,
(2021) presenta una revision sobre el contenido de Cd en granos reportado para varios
paises cacaoteros, encontrado que algunos de ellos superan los limites permitidos por la
Comunidad Europea (Tabla 7). Los valores de Cd en granos reportados para Sur Ameérica

(1,388 + 1,089 mg kg™) son cerca de tres veces mayor a los reportados en América Central
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(0,544 + 0,302 mg kg™) y Africa Oriental (0,508 + 0,587 mg kg™) y diez veces mayor que
en Africa Occidental (0.092.6 + 0,041 mg kg™) (Bertoldi et al., 2016). En Ecuador se
reportaron contenidos de Cd en los granos de cacao entre 0,02 y 3,00 mg kg?, con un
promedio de 0,94 mg kg* (Chavez et al., 2015); sin embargo, existen mdltiples estudios
cuyas medias van desde 0,35 hasta 2,68 mg kg* (Vanderschueren et al., 2021); en Per
se reportaron contenidos de Cd en granos de cacao de 0,91 mg kg (Florida Rofner, 2021)

y para Colombia se reportaron los valores mas altos con un promedio de 6,12 mg kg*

(Rodriguez Albarrcin et al., 2019).

Tabla 7 Concentraciones medias de Cd en granos de cacao (mg kg?), procedentes de
diversos estudios realizados en todo el mundo. La informacion incompleta sobre la
calidad de los datos analiticos se indica mediante superindices con el origen de la
muestra. La variacion se indica mediante la desviacion estandar o el intervalo min-max; P
= pelado; UP= sin pelar; F = fermentado; UF= sin fermentar; R = tostado. Fuente:

Vanderschueren et al. (2021

Origen de la Procesa Referencia
muestra Cd en granos (mg N miento
kg™) del
Cacao
Media | Variacion
Cameranac 0,05 0,01 3 P.F (Vitola & Ciprovi¢a,2016)
Africa del Este | 0,51 0,59 8 UP,F (Bertoldi et al.,2016)
Ghana2¢ 0,02 0,003 3 P.F (Vitola & Ciprovi¢a,2016)
Ghanaa¢ 0,05 0,045- 30 UP,F (Nnuro et al.,2020)
0,058
Ghana2¢ 0,05 0,005- 20 UP,F (Amankwaah et al.,2015)
0,095
Ghana2¢ 0,3 0,248- 67 P,F (Takrama et al.,2015)
0,336
Costa de 0,05 0,04 9 P.F (Yapo et al.,2014)
Marfila.c
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Nigeriaac 0,02 0,003 3 P.F (Vttola & Ciprovi¢a,2016)
Africa del 0,09 0,04 21 UP,F (Bertoldi et al.,2016)
Oeste
Asia 0,33 0,18 8 UP,F (Bertoldi et al.,2016)
Malasia? 0,25 0,01-1,27 | 86 / (Mohamed et al.,2020)
Malasia® 0,55 0,26 10 / (Fauziah et al.,2001)
Malasia? 0,67 0,20-1,68 |5 / (Zarcinas et al.,2004)
Bolivia? 0,21 0,02 64 P.F (Gramlich et al.,2017)
Brazil 0,55 0,10-1,50 | 36 P.F (DeAraujo et al.,2017)
Colombia? 12 6,94 57 UP,F (Rodriguez Albarrcin et al.,2019)
Costa Ricaa°¢ 2,2 0,56-8,7 |24 UP,UF (Furcal-Beriguete & Torres-
Morales,2020)
Republica 0,13 0,031 - UP,F (Kruszewskietal.,2018)
Dominicana
Ecuador 0,35 0,24 50 UP,UF (Acosta & P0z0,2013)
Ecuador 0,63 0,067 - UP,F (Kruszewski et al.,2018)
Ecuador 0,75 0,27-1,72 | 81 UP,F (Romero-Estévez et al.,2019)
Ecuador 0,78 0,12-1,52 |4 UP,UF (Barraza et al.,2018)
Ecuador 0,9 0,09-3,51 | 31 UP,UF (Barraza et al.,2017)
Ecuador 0,9 0,03-10,4 | 560 P,UF (Arguello et al.,2019)
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Ecuadorac 0,2 0,04 3 UP,F (Vttola & Ciprovi¢a,2016)
Ecuador® 0,94 0,02-3,00 | 19 P,UF (Chavez et al.,2015)
Ecuadord 2,68 1,26-3,92 |5 UP,UF (Barraza et al.,2019)
Honduras 1,1 0,1 110 P,UF (Gramlich et al.,2018)
Honduras 2,56 0,81-10,6 | 60 UP,UF (Engbersen et al.,2019)
Peruad 1,13 0,11-6,30 | 70 UP,UF (Arévalo-Gardini et al.,2017)
Peru2 0,96 0,34 72 UP,UF (Rosales-Huamani et al.,2020)
Trinidad & 0,98 0,50-2,34 | 45 P.F (Ramtahal et al.,2015)
Tobago

Trinidad & 2,27 1,78 402 P,UF (Ramtahal et al.,2016)
Tobago

Trinidad & 0,68 / 1 P.F (Knezevic,1979)

Tobago?

Trinidad & 1 0,17-2,31 | 100 UP,UF (Lewis et al.,2018)

Tobago®

Cd.

a. No se encontr6 informacion sobre si se incluyeron o no Materiales de Referencia Certificados (CRM).
b. CRM incluidos con concentraciones de Cd certificadas por encima del rango razonable de concentraciones de

c. Concentraciones de Cd de muestra notificadas inferiores al limite de deteccién del equipo utilizado para el
andlisis de Cd.
d. Los valores medios y de variacion se calcularon a partir de los datos brutos que amablemente facilitaron los
autores de estos estudios

En Colombia se han reportado niveles de Cd en suelos superiores a los considerados como

contaminados por Cd, cuya concentracion suele ser menor a 1 mg kg* (Arguello et al.,

2019), en Boyaca se reporté el nivel mas alto de Cd total en suelo con 374 mg kg, seguido

por Santander y Arauca con 276 y 116 mg kg™, respectivamente (Fig. 6) (Bravo et al.,



30 Andlisis del microbioma fungico presente en diferentes tipos de suelos
cacaoteros con cadmio en el municipio de Yacopi - Cundinamarca

2018). Existen evidencias que demuestran que la concentracién encontrada en los granos
se correlaciona con la concentracién de Cd presente en el suelo (Chavez et al., 2015; Meter
et al., 2019). Se ha reportado la presencia de Cd disponible en suelos agricolas dedicados
al cultivo de cacao en paises productores de América Central y del Sur, como Honduras,
Ecuador, Peru, Brasil (Arévalo-Gardini et al. 2017; Gramlich et al. 2018; Arguello et al.
2019; Oliveira et al., 2022) y en Colombia (Bravo et al 2021, Rodriguez Albarrcin et al
2019). En Santander se reporté un contenido promedio de Cd en granos de 4,17 £ 0,8 mg
kgt (Bravo et al., 2021). En el departamento de Magdalena se reportaron contenidos
medios de Cd en los granos de 0,51 mg kg* y de 0,66 mg kg* en dos zonas evaluadas
respectivamente (Aguirre-Forero et al., 2020). en este mismo departamento reportd que el
contenido de Cd en los granos de cacao oscilé entre 0,07 y 1,44 mg kg™, con un valor
medio de 0,40 mg kg* (Gil et al., 2022). Finalmente, en el municipio de Yacopi, en el
Departamento de Cundinamarca se reporté una media de contenido de Cd en granos de
12 mg kg* (Tabla 5) (Rodriguez Albarrcin et al.,2019).
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Fig. 6. Distribucion geogréfica del Cd en el suelo de las muestras de las zonas de
producciéon de cacao en Colombia. Tomado de: Bravo et al. (2018).

La presencia de Cd en el suelo es desafio para la cadena productiva del cacao porque el

cacao puede acumular el elemento en sus tejidos vegetales aéreos, debido a la facilidad

gue tiene la planta de absorber, translocar y acumular este metal (Engbersen et al., 2019;

Wade et al., 2022). En cacao, se ha reportado que una planta es acumuladora, cuando

transloca el Cd a los tejidos aéreos y se evidencia algunos dafios estructurales y

fotosintéticos severos durante el desarrollo del cultivo bajo estas condiciones (Pereira de

Araujo et al., 2017). Sin embargo, esta condicion dependera del genotipo y de las practicas
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agricolas utilizadas. Arévalo-Hernandez et al. (2021) evalué plantulas de 53 genotipos de
cacao silvestre y 4 comerciales que contenian 25 mg kg™ de Cd, encontrando acumulacion
en tejidos foliares desde los 0,1 mg kgt y 25,9 mg kg2, donde la acumulacién depende de
las respuestas intra-genotipicas de las plantulas de cacao al estrés por Cd, 11 mostraron
acumular concentraciones menores a 2 mg kg* dentro de los cuales se encontraban los
genotipos comerciales (CCN-51, ICS-39, TSH-565, ICS-1, IMC-67 e ICS-6), sin embargo,
también debe resaltarse que la capacidad de acumulacién depende también de la edad
fisiologica de la planta y de la biodisponibilidad del Cd en el suelo. También se ha reportado
gue préacticas como el mantenimiento permanente de la hojarasca sobre la superficie del
suelo dentro del cultivo contribuye con la recirculacion del Cd en el agroecosistema (Gil et
al., 2022); mientras que el encalado, la incorporaciéon de Zn y biochar edafico
(Vanderschueren et al., 2021), la combinacién de patron-injerto (Arévalo-Hernandez et al.,
2021) puede afectar la disponibilidad del Cd.

La presencia de Cd en los agroecosistemas de cacao, ho solamente afectan la planta de
cacao, sino también a la comunidad microbiana (Jiao et al., 2018), lo que tiene efecto en
la dindmica del Cd-suelo-microorgansimo-planta. La diversidad microbiana presente en los
suelos es sensible a las perturbaciones y a las condiciones adversas que afectan
directamente los procesos de descomposicidon de la materia organica, de los ciclos
biogeoquimicos del carbono, nitrdgeno, fésforo, azufre, entre otros, la estructura del suelo,
asociandose directamente con fertilidad del suelo (Zeilinger et al., 2016). Si bien se ha
demostrado que la comunidad microbiana se ve afectada por la presencia de Cd en escala
de diversidad (Guo et al.,, 2017; Guo et al., 2022; Passarini et al., 2022), funcional y
metabdlica (Zheng et al., 2019). El efecto que puede tener el Cd en la estructura de la
comunidad microbiana asociada a los agroecosistemas de cacao esta poco estudiado, y
se centra en el aislamiento y cultivo de microorganismos tolerantes a Cd. Principalmente
basados en el aislamiento de bacterias Cd tolerantes (Bravo et al., 2018; Quiroga-Mateus
et al., 2022; Coérdoba-Novoa et al., 2022) y algunos pocos en la caracterizacion de
microbiomas bacterianos (Caceres et al., 2021). Las comunidades fungicas presentes en
suelos cacaoteros en condiciones de Cd natural han sido caracterizadas sélo a través del
uso de métodos cultivables, como los realizados por Sandoval Pineda et al. (2020) con
hongos formadores de micorrizas arbusculares y Guerra Sierra et al. (2022) con hongos
tolerantes cultivables de suelos cacaoteros contaminados con Cd. A la fecha, existen

reportes sobre la caracterizacion de la comunidad fdngica asociada a otros cultivos de
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interés agrondmico utilizando herramientas de secuenciacién ambiental (Tabla 3) pero no

hay investigaciones en cacao publicadas.






Pregunta de Investigacion

Pregunta de investigacion general

¢, Cual es la composicion de la comunidad flngica presente en diferentes tipos de suelos
de cacao (rizosférico y suelo asociado al cultivo a dos profundidades) con diferentes

propiedades fisicoguimicas y niveles de Cd total?

Preguntas de investigacion especificas

¢, Como es la concentracion de cadmio en suelos y tejidos vegetales de cacao en tres fincas
cacaoteras en el municipio de Yacopi-Cundinamarca y qué propiedades fisicoquimicas del

suelo se relacionan con el Cd en suelo y tejidos?

¢, Cudl es la comunidad fungica presente en suelos cacaoteros en tres fincas del municipio

de Yacopi-Cundinamarca con distintas concentraciones de Cd?

¢, Cudl es el efecto de las propiedades fisicoquimicas del suelo en la comunidad fangica
presente en suelos cacaoteros en tres fincas del municipio de Yacopi-Cundinamarca con

distintas concentraciones de Cd?
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Hipoétesis

Hipotesis general

La presencia de Cd y las propiedades fisicas y quimicas de los suelos de cacao afectan a

la diversidad fungica y seleccionan especies de hongos tolerantes al Cd.

Hipotesis especificas
Las concentraciones de Cd en suelo y tejidos vegetales son distintas en las tres fincas

cacaoteras y las propiedades fisicoquimicas del suelo influyen en la presencia de Cd en

tejidos vegetales

La presencia de distintas concentraciones de Cd natural en los suelos cacaoteros afecta

la estructura de la comunidad fungica y seleccionan taxones Unicos

Las propiedades fisicoquimicas y concentraciones de Cd del suelo influyen en la
estructura de la comunidad fangica presente en suelos cacaoteros del municipio de

Yacopi-Cundinamarca
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la diversidad estructural de los microbiomas flangicos presentes en suelos
cacaoteros con diferentes propiedades fisicas, quimicas y concentraciones de cadmio del

municipio de Yacopi-Cundinamarca.

Objetivos especificos

1. Determinar las propiedades fisicoquimicas del suelo y su relacién con el cadmio en
suelos, hojarasca, hoja y grano de cacao en tres fincas del municipio de Yacopi -
Cundinamarca.

2. Caracterizar la rigueza y abundancia relativa de la comunidad fungica presentes en
suelos asociados al cultivo de cacao a dos profundidades y rizosférico en tres fincas
con diferentes concentraciones de cadmio del municipio de Yacopi - Cundinamarca.

3. Evaluar el efecto de las caracteristicas fisicoquimicas y concentraciones de cadmio
presente en suelos cacaoteros sobre la diversidad estructural de las comunidades

fungicas.
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1.Capitulo 1: Propiedades fisicas, quimicas y
su relacion con el Cd en suelos, hojarasca,
hoja y grano de cacao del municipio de
Yacopi - Cundinamarca

1.1 Resumen

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial, presente en el suelo de manera natural o
como consecuencia de la actividad humana. La presencia de Cd en el suelo presenta un
riesgo potencial para el crecimiento y desarrollo de los organismos que habitan un
agroecosistema, debido a su toxicidad y su continua biodisponibilidad. Este metal pesado
no cumple ninguna funcién bioldgica en las plantas; sin embargo, estas llegan a absorber
facilmente, translocar y acumular Cd en diferentes tejidos. Son pocos los reportes que
brindan informacion de cémo es la interaccion entre las propiedades fisicoquimicas y el
contenido de cadmio total y disponible en suelos cacaoteros y en la hojarasca, hojay grano
de cacao. Este capitulo tuvo como objetivo determinar las propiedades fisicoquimicas del
suelo y su relacién con el Cd en suelos, hojarasca, hoja y grano de cacao en fincas del
municipio de Yacopi - Cundinamarca. Para ello, se seleccionaron 3 fincas cacaoteras (F1,
F2 y F3) con diferentes concentraciones de Cd total, Cdt, (F1 > 5,0 mg kg?; F2 y F3: <2
mg kg?). En cada finca se definieron dos lotes uno con cultivo de cacao (SCC) y otro sin
cultivo de cacao (SWC). En cada lote SCC se seleccionaron seis ventanas de observacion
y en cada una se tomaron tres arboles productivos del mismo clon (CCN-51) y se
colectaron muestras de suelo rizosférico (Rz) y no Rz a dos profundidades (D1:0-30 cm,
D2:31-100 cm) y muestras de hojarasca (HJ), hojas (HF) y frutos. Para los lotes SWC, se
seleccionaron Unicamente tres ventanas y se colecté solamente suelo no Rz a las
profundidades D1 y D2. Para cada muestra de suelo se determinaron variables
fisicoquimicas y el contenido de Cd total y disponible. A las muestras de HJ, HF y granos
(G) también se determiné el contenido de Cd. Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para
evaluar la significancia por cada variable fisicoquimica y contenido de Cd en suelos y
tejidos vegetales y se realiz6 la prueba de Mann—-Whitney—Wilcoxon como prueba post
hoc. Se determiné el Coeficiente de Correlaciébn de Spearman para evaluar la relacion
entre las variables fisicoquimicas y con el contenido de Cd en los tejidos. Se realizé un
andlisis de componentes principales (PCA) para evaluar las variables fisicoquimicas por
finca. Los resultados muestran que la distribucién del Cdt y Cd disponible, Cdd fue
heterogénea en las fincas estudiadas, siendo mayor en los suelos de la F1 con cultivo de
cacao (SCC) e independiente de las profundidades (D1 y D2) analizadas. Se determin6
gue las concentraciones de Cdt presentes en los suelos de las tres fincas fueron superiores
a los niveles establecidos por las entidades regulatorias internacionales para suelos
agricolas no contaminados (1,0 mg kg?) y el contenido de Cd en granos fue superior a las
concentraciones permitidas por la comunidad europea para grano seco (0,6 mg kg?). En
general, los parametros quimicos pH, Ca, Zn, Cu, CICE, Mg presentes en los suelos SCC
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D1 de las tres fincas analizadas, presentaron una correlacion positiva con el Cdt y Cdd.
Sin embargo, estas correlaciones pueden cambiar para suelos Rz y entre SWC. Por otro
lado, el suelo rizosférico de la finca F1, presentd el mayor contenido de Cdt y Cdd, con pH
ligeramente mas &cido y un contenido mayor de materia organica y mayor CICE con
respecto a todos los suelos evaluados. Por ultimo, la concentracion de Cd en los tejidos
analizados fue HJ > HF > G, en donde el contenido de Cd en la hojarasca fue mayor a lo
encontrado en el suelo a una profundidad de D1, lo que podria contribuir a la recirculacion
del Cd en sistema suelo-planta.

1.2 Introduccién

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial, con una densidad superior a 5 g cm3y
toxico para los seres vivos a bajas concentraciones (Adriano, 2002). La presencia de Cd
plantea un riesgo potencial para el crecimiento y desarrollo de los organismos que habitan
un agroecosistema y puede alterar las interacciones que se presentan entre ellos, debido
a su severa toxicidad, no biodegradabilidad y continua disponibilidad (Nagajyoti et al.,
2010; Bravo Realpe et al., 2014). Esto podria afectar seriamente el sistema de produccién
de cultivos y la cadena alimentaria poniendo en peligro la salud humana, la seguridad

alimentaria y la economia agricola (McLaughlin et al., 2021).

El Cd puede estar presente de manera natural en el suelo 0 como consecuencia de la
actividad humana (Li et al., 2013). La presencia natural de Cd en el suelo se atribuye
principalmente a la meteorizaciéon del material parental rico en minerales como greenockita,
hawleyita, cadmoselita, monteponita (Gong et al., 1977; Schwartz, 2000), emisiones
volcénicas, incendios forestales, descargas a los rios (Cullen & Maldonado, 2013) y a las
actividades antropogénicas, como las industriales, mineras y agricolas (Rizvi et al., 2020).
La disponibilidad de Cd en el suelo esta sujeta a las propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas de cada suelo (Mahar et al., 2016). Se ha llegado a considerar un suelo no
contaminado por Cd cuando la concentracién suele ser menor a 1 mg kg* (Arguello et al.,
2019); y a 2,6 mg kg* en suelos derivados de rocas sedimentarias como caliza, areniscas,
lutitas, en donde se reportan altas cantidades de Cd (McLaughlin & Singh, 1999; He et al.
2015). A diferencia de los contaminantes organicos, los metales pesados no sufren
descomposicion microbiana (Kirpichtchikova et al. 2006) y sus concentraciones totales en
el suelo persisten durante mucho tiempo después de la deposicion (Adriano, 2002). La
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) declar6 que 0,43 mg kg

! se considera un nivel critico de Cd total en suelos agricolas para Estados Unidos (USEPA,
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2002); mientras que la Unién Europea, indicé que los valores tipicos en suelos agricolas
no contaminados con Cd son menores a 1,1 mg kg* (Kabata-Pendias, 2010; Arglello et
al., 2019) y ha establecido niveles maximos permitido en suelos agricolas (< 1,0 mg kg?)
(Ding et al., 2018). Para Colombia aun no se ha reportado cuales son los valores criticos

para considerar un suelo contaminado por Cd (Arias Espana et al., 2018).

El Cd no cumple ninguna funcion biolégica para las plantas; sin embargo, algunas lo
absorben, translocan y acumulan en diferentes tejidos (Shahid et al., 2016) produciendo
cambios en el crecimiento y desarrollo de las plantas, afectando negativamente sus
funciones fisioldgicas y por lo tanto, el rendimiento del cultivo. Esto puede generar pérdidas
economicas y afectar la inocuidad de los productos cosechados (Bari et al., 2019;
Huybrechts et al., 2020). La disponibilidad del Cd esta en funcién de las formas como se
encuentra el elemento en el suelo, desde no soluble (fracciéon no intercambiable), formado
complejos precipitados con componentes del suelo, como con carbonatos, sulfuros,
sulfatos, 6xidos de Fe-Mn, y minerales, a estados que facilmente pueden ser solubles
(fraccion intercambiable), como 6xidos metélicos hidratados, iones de Cd adsorbidos a la
superficie de la materia organica del suelo y a las particulas de arcilla, o estar
completamente disponible en la solucion del suelo (fraccion en solucién), como catién
divalente (Cd?"), sulfato de Cd (CdSQy), cloruro de Cd (CdCI?) (Hao et al., 2021). El Cd?*
en la solucién del suelo es la fraccién que suele absorberse mas rapidamente por los seres
Vivos, 1o que podria entenderse como la mas biodisponible (Helmke, 1999). La solubilidad
en la fraccién en solucion de los suelos y la acumulaciéon en la planta se ve afectada por
varios factores como el pH, el contenido de materia organica, la capacidad de intercambio
cationico, la disponibilidad de otros elementos, el genotipo de la planta y la comunidad
microbiana presente en el agroecosistema (Alloway, 2013; Yi et al., 2020). En especies
como el arroz, el trigo y la papa, el Cd puede acumularse en tejidos vegetales en
concentraciones que superan los niveles que suponen un riesgo para la salud humana
(Jan & Parray, 2016).

El nivel maximo permitido de Cd en productos alimenticios establecidos por la Comisién
Europea es de 0,020 mg kg™ para frutas frescas; 0,10 - 0,20 mg kg™ para semillas; y 0,10
- 0,20 mg kg para el grano de cereales (European Commission, 2021; Hou et al., 2020).
La presencia de Cd en los tejidos de la planta es causal de preocupacion para la produccion

de alimentos y también para la cadena de produccién de materias primas. Para el cacao,
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la Comisiéon Europea, desde 2019, ha establecido umbrales de 0,10 - 0,80 mg kg™ de Cd
en materia seca, dependiendo del porcentaje de cacao presente en el producto final
(European Commission, 2021). Esta regulacion se ha vuelto de gran importancia para los
paises productores de cacao en Sudamérica y el Caribe puesto que en los Ultimos afios
se han reportado en el grano concentraciones de Cd superiores a las permitidas por las
entidades regulatorias (Chavez et al., 2015; Gramlich et al., 2018; Bravo et al., 2018;
Florida Rofner, 2021), las cuales son tres veces mayores a lo reportado en América Central

y Africa Oriental y diez veces mayores que en Africa Occidental (Bertoldi et al., 2016).

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta que ha sido considerada como acumuladora
de Cd (Engbersen et al., 2019; Wade et al., 2022) y se ha demostrado que la concentracién
de Cd en la semilla aumenta conforme haya mayor contenido de Cd disponible en el suelo
(Arguello et al. 2019; Gil et al. 2022). Por lo tanto, la presencia de Cd en suelos cultivados
con cacao podria afectar la comercializacion del grano y de sus productos derivados
debido al impacto que pueda tener el Cd en la salud humana y en los ecosistemas (suelo,
plantas, macro y microorganismos) (Hou et al., 2020). Para el 2021, a nivel mundial, se
reporté un area sembrada de 11,53 millones de hectareas de cacao y un total de 5,58
millones de toneladas de granos de cacao cosechados, de los cuales cerca del 70% de los
granos fueron producidos en paises del este de Africa (FAO, 2022). Los principales paises
productores son Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Brasil, Ecuador, Camerudn, Nigeria,
Perl, Republica Dominicana y Colombia. (FAO, 2022). Sin embargo, las estimaciones para
la produccion de cacao en el periodo de cosecha 2021/22, mencionan un déficit de oferta
de 306.000 toneladas, a causa de la disminucion de la produccion mundial, estimada en
un 8,0%. En Africa, la produccion descendié un 11,3%, mientras que, en las Américas, asi
como en Asia y Oceania, aumento en 3,2% y 4,7% respectivamente. Por el contrario, las
actividades de procesamiento se han expandido en un 2,3% en Europa, mientras en
Ameérica cayeron un 4,7% (ICCO, 2022). La expansion de las actividades de procesamiento
y el déficit de granos de cacao en el mercado, pueden representar una oportunidad para
los productores de cacao de Colombia, siempre y cuando se logre cumplir con los

estandares requeridos.

En Colombia, el cultivo de cacao es una de las principales apuestas productivas, debido a
su potencial no solo comercial sino también social (Pabon & Pabén, 2016). Para el afio

2021, se registré una produccion de cacao de 69.040 toneladas en 422 municipios de 27
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departamentos (FEDECACAO, 2022), siendo Santander el principal productor, con una
participacién nacional del 41%, seguido por Antioquia (9%), Arauca y Huila (8% cada uno),
Tolima (7%), Narifio (5%) y Cundinamarca con (3%) (MINAGRICULTURA, 2021). En
Cundinamarca, en el periodo correspondiente al afio 2021, se estimd una produccion de
2.607 toneladas que contribuyeron al mejoramiento de la economia regional y al sustento
de mas de 4.400 familias que se dedican a la siembra de este fruto (FEDECACAO, 2022).
Los mayores productores de cacao del departamento de Cundinamarca fueron Caparrapi
(1.311 toneladas), Yacopi (1.148 toneladas) y Sasaima (673 toneladas) (Gobernacion de
Cundinamarca, 2020).

El sistema productivo de cacao en Colombia usualmente presenta bajas densidades de
siembra, de alrededor de 600 - 700 plantas Ha* (FEDECACAO 2015) puesto que el cacao
suele estar vinculado a sistemas agroforestales con especies arboreas que le proporcionan
sombrio (Suarez Salazar et al., 2018). El cacao es una especie que suele cultivarse por
método de injertacion usando patrones provenientes de semillas de un genotipo vigoroso
y con tolerancia a enfermedades radiculares y se injerta clones con cualidades de interés
comercial del fruto (FHIA, 2005). Una de las principales limitantes del cultivo de cacao se
da por problemas fitosanitarios, como el causado por Moniliophthora roreri que puede
causar pérdidas hasta del 40 % de la produccion (Correa Alvarez et al., 2014). A nivel
nutricional las practicas de fertilizacion son poco adoptadas y los arreglos agroforestales
los cacaocultores los han disefiado en respuesta a las necesidades ecofisiolégicas de la
planta, como el asocio con otras especies y el mantenimiento de una cobertura vegetal con
la hojarasca (Hernandez-Nufez et al., 2020) para generar procesos de ciclaje de nutrientes
(Alvarez-Carrillo et al., 2015). Ogunlade et al. (2009) ha reportado que por cada 1.000 kg
de grano seco de cacao se requiere de 20 kg N, 4 kg P y 10 kg K. Thong & NG, citado por
Morais (1988) ha informado que el requerimiento nutricional de cacao en etapa de
reproduccion en kg ha es de N: 438, P: 48, K: 633, Ca: 373, Mg: 129, Mn: 6,1y Zn: 1,5.

Debido a la preocupacion de la presencia de Cd en los granos de cacao, se han realizado
estudios para entender el rol del metal pesado en la planta de cacao, Oliva et al. (2020)
encontraron que la mayor concentracién de Cd se da en hojas y no en la raiz de la planta,
también asegurando que el contenido de Cd en granos se correlacioné con la
concentracion de Cd en el suelo. A su vez Chavez et al. (2015), determinaron la distribuciéon

del Cd en los 6rganos aéreos de la planta, encontrando que la acumulacion es mayor en
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hojas > vaina > testa > almendra. Es posible que adicional a la concentracion de Cd en el
suelo, practicas como el mantenimiento de la hojarasca causa una recirculaciéon del Cd en
el suelo. También se ha reportado que la acumulacion de Cd por la planta de cacao se ve
relacionado con el genotipo, Arévalo-Hernandez et al. (2021) evalu6 plantulas de 53
genotipos de cacao silvestre y 4 comerciales que contenian 25 mg kg™ de Cd, encontrando
acumulacion en tejidos foliares desde los 0,1 mg kg-1y 25,9 mg kg, donde la acumulacion
depende del genotipo. Otros factores como las propiedades fisicoquimicas del suelo como
el pH, CIC, MO pueden afectar positivamente la bioacumulacién de Cd (Bravo et al., 2014;
Florida et al., 2019).

El municipio de Yacopi se ubica en el flanco noroccidente de Cundinamarca, una region
gue ha sido reportada como una zona de anomalia geoquimica que contienen minerales
ricos para algunos metales como el Cd, Zn y Mn (Mendoza et al., 2020). Con respecto a
Cd en suelo Rodriguez Albarrcin et al., (2019) encontré en la zona concentraciones que
oscilan entre 0,45y 53,77 mg kg, mostrando una gran heterogeneidad en la distribucion
del Cd en el suelo y factores como el pH, el contenido de Cd total y disponible, el contenido
de Cd en hojas y hojarasca mostraron ser variables que afectan positivamente el contenido
de Cd en granos de cacao. Las concentraciones de Cd encontradas en este estudio fueron
mayores en hojarasca > hoja > almendra. Sin embargo, no hay estudios reportados sobre
la distribucion de Cd en suelos rizosféricos y no rizosféricos tomados a diferentes

profundidades.

Esta investigacién tiene como objetivos determinar las propiedades fisicas y quimicas en
suelos rizosféricos y no rizosféricos colectados a diferentes profundidades (D1: 0-30 cm y
D2: 31-100 cm) y determinar el contenido de Cd en hojarasca, hoja y granos de cacao en
tres fincas cacaoteras con distintos niveles de Cd. Esta investigacion contribuye en el
conocimiento de la distribucién del Cd en la zona y determinar los factores fisicoquimicos
podrian estdn afectando el contenido de Cd presentes en los suelos estudiados y en

diferentes partes de la planta (hojarasca, hoja y grano).
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1.3 Materiales y Métodos

1.3.1 Sitio de la Investigacidon

Esta investigacion se llevd a cabo en el municipio de Yacopi en Cundinamarca, Colombia.
Esta regidn se caracteriza por encontrarse entre los 200 y 2.000 msnm, y de acuerdo con
las zonas de vida de Holdrigde corresponde a un bosque humedo premontano
(precipitaciones entre 1.000 y 2.000 mm afio? y evapotranspiracion potencial entre 1,0 y
0,5 mm) y un bosque muy humedo premontano (precipitaciones entre 2.000 y 4.000 mm
afio? y evapotranspiracion potencial entre 0,5y 0,25 mm), con temperaturas entre 18°C y
24°C, respectivamente. Los paisajes geomorfoldgicos se constituyen por terrazas, laderas
coluviales, laderas estructurales, ladera montafia y vegas (Consejo Municipal Yacopi,
2000). Esta region esta conformada por la unidad litolégica b6k6-St que comprende
material del tipo shales, cherts, calizas, arenitas y fosforitas del Albiano-Maastrichtiano y
b2b6-Sm compuesta por shales con depdsitos de yeso, cherts, calizas y arenitas de la era
Valanginiano-Albiano (Mendoza et al., 2020) (Fig. 1.1); y asociaciones de suelo Typic
Udorthents — Typic Dystrudepts que se caracterizan por provenir de rocas clasticas
limoarcillosas, y Humic Dystrudepts — Typic Hapludands formados de rocas clasticas
limoarcillosas con intercalaciones carbonatadas y depdsitos de ceniza volcénica,
correspondientes a las unidades MVVe y MPKd respectivamente IGAC (2000) (Fig. 1.2).
Con base en la caracterizacion realizada por Rodriguez Albarrcin et al. (2019) en fincas
cacaoteras del municipio de Yacopi, Cundinamarca, se seleccion6 una finca cacaotera con
suelos con niveles de Cd mayores a 5,0 mg kg (F1), y dos fincas con concentraciones
menores a 2,0 mg kg* de Cd total (F2 y F3). Las fincas seleccionadas debian presentar
caracteristicas similares en el cultivo en cuanto al genotipo de la copa (CCN51) utilizada y
al estado fenolégico reproductivo similar y también a que la pendiente del terreno fuera
inferior al 30% para reducir el efecto que pueda tener la pendiente en la lixiviacién de los

elementos quimicos presentes en los suelos por accion de la lluvia.
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Fig. 1. 1 Mapa litologico de Yacopi (Cundinamarca, Colombia).
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Fig. 1. 2 Mapa de suelos Yacopi (Cundinamarca, Colombia). Fuente IGAC, 2000, editado

por Camilo Bustos Linares.
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1.3.2 Disefio del muestreo

En cada finca, a partir del Modelo de Elevacion Digital (DEM) Alos Palsar, se analizé el
terreno empleando el software SAGA-GIS y se obtuvieron las siguientes covariables
topogréficas: elevacion, pendiente, aspecto, perfil de curvatura, indice de convergencia,
indice topogréafico de humedad y factor LS (combinacion entre la longitud de la pendiente
y factor de inclinacién, LS-factor, por sus siglas en inglés, Slope Length and Steepness
factor) que pueden afectar de forma directa o indirecta la distribucion de Cd en una zona
(Qiu et al., 2020). Dichas variables topograficas, fueron el insumo para seleccionar dos
lotes, uno con cacao (SCC) y el otro sin cultivo de cacao (SWC) para determinar el efecto
del cultivo de cacao en las propiedades fisicoquimicas y distribucion del Cd total y
disponible. La vegetacion presente en los suelos SWC de la F1, correspondi6 a relictos de
bosque secundario y en la finca F2 y F3 a pastizales. Una vez seleccionados los lotes, se
identificaron 6 y 3 ventanas de observacion para SCC y SWC, respectivamente, mediante
la metodologia de muestreo hipercubo latino condicionado con correccion en campo
(Minasny & McBratney., 2006).

En las tres ventanas de observacion del lote SCC de las seis ventanas identificadas se
tomaron 3 arboles productivos por ventana (Fig. 1.3). En cada arbol a una distancia de 30
cm del tronco siguiendo los cuatro puntos cardinales se realizé la toma de submuestras de
suelo a una profundidad de 0-30 cm (D1) y de 31-100 cm (D2) para obtener una muestra
compuesta de aproximadamente 0.5 kg por profundidad en cada ventana de observacion.
Para las muestras de suelos rizosférico (Rz), se colectd el suelo adherido a las raices
superficiales del cultivo de cacao solamente en las fincas F1 y F2. En las tres ventanas de
observacion restantes, siguiendo los mismos parametros de colecta, se tomaron las
muestras de suelo solamente a la profundidad D1. Esta misma estrategia se realizd en
SWC, con la diferencia que solo se tomaron tres muestras a la profundidad D1 y una
muestra a profundidad D2 por ventana de observacion en cada finca. Para un total de
muestras de suelo por finca (F1 y F2) de 16 correspondientes a 3 Rz, 9 D1 y 4 D2 (Tabla
1.1). Para la toma de hojarasca (HJ), hoja (HF) y fruto, en cada una de las seis ventanas
de SCC por finca se recolecté una muestra compuesta de HJ ubicada debajo del dosel de
los tres &rboles y otra de HF obtenidas de las ramas del tercio medio de la planta.
Adicionalmente, se colectd un fruto por arbol en dos de los tres arboles ubicados en cada
ventana de observacién. Para un total de 24 muestras por finca correspondiente a 6 HJ,

6HF, 12 frutos (Tabla 1.1). Las muestras de suelo fueron empacadas en doble bolsa de
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cierre hermético, mientras que las de HJ y HF se colocaron en bolsas de papel con silica
gel. Todas las muestras fueron transportadas a temperatura ambiente al laboratorio de
suelos y aguas de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Colombia — Bogota para realizar los andlisis fisicoquimicos y determinacién de Cd total y
disponible en suelos y Cd en los tejidos de las plantas (HJ, HF y frutos).
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Fig. 1. 3 Ubicacion de los puntos de muestreo. A. Muestreo al interior de las fincas
seleccionadas en suelos con cultivo de cacao (SCC) en verde y suelos sin cultivo de cacao
(SWC) en marrén. Los puntos Rojos representan las ventanas de observacion donde se
tomo6 muestra (Rz, D1, D2, HJ, HF y frutos), los puntos azules representan las ventanas
de observacion donde se tom6é muestra (D1, HJ, HF y frutos), los puntos verdes
representan las ventanas de observacidon donde se tomO muestras (D1, D2). B.
Representacion de ventana una ventana de muestreo, los puntos grises representan los
puntos donde se tomaron muestras de suelo (D1 y D2) y Rz. Los mapas muestran la
distribucion altitudinal de los cultivos (1060 - 930 msnm).
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Tabla 1. 1 Distribucién de las muestras obtenidas de suelo y tejido vegetal. F1: Finca F1,
F2: Finca F2, F3: Finca F3. SCC: Suelo con Cultivo de cacao, SWC: Suelo sin Cultivo de
Cacao. Rz: Suelo Rizosférico, D1: Suelo 0-30 cm, D2: Suelo 31-100 cm, HJ: Hojarasca,

HF: Hoja.

F1 F2 F3 Total
SUELOS
SCC SWC SCC SCwW SCC SWC
Rizosférico (Rz) 3 3 6
0-30cm (D1) 6 3 6 6 3 27
31-100 cm (D2) 3 1 3 3 1 12
Subtotal 12 4 12 9 4 45
TEJIDOS
Hojarasca (HJ) 6 6 6 18
Hoja (HF) 6 6 6 18
Fruto / Grano 12/6 12/6 12/6 36/18
Subtotal 24/18 24/18 24/18 72/54

1.3.3 Analisis fisicos y quimicos del suelo

Se utilizé suelo seco a temperatura ambiente pasado por un tamiz de 2 mm. La textura del
suelo se determind por el método de Bouyoucos previa dispersion con Hexametafosfato
de Sodio, el pH en suspensién suelo:agua (1:1 p/v), carbono organico método Walkley &
Black (IGAC, 2006); el calcio, magnesio, potasio, y sodio intercambiables por el método
acetato de amonio 1 M pH 7.0, manganeso, hierro, zinc y cobre disponibles por extraccion
con &cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) 1:2 (p/v) usando un espectrofotometro de
absorcién atomica Perkin—Elmer AAnalyst 300 AAS (Perkin—Elmer, DK) para su
cuantificacion y el fésforo con el método de Bray-1l (IGAC, 2006). Segun el protocolo del
laboratorio de Suelos y Aguas de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad

Nacional de Colombia Sede Bogota.
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1.3.4 Determinacion de Cdty Cdd en el suelo y Cd en tejidos
vegetales

La determinaciéon de Cd total (Cdt) en el suelo se realiz6 por extraccidbn con agua regia
(HCI:HNO3 -3:1) (Amacher, 2018), y el Cd potencialmente disponible (Cdd) se determin6
usando la solucién extractora: 0,1 M HCI, 0,05 M DTPA usando un espectrofotometro de
absorcion atémica Perkin—Elmer AAnalyst 300 AAS (Perkin—Elmer, DK) para su

cuantificacion.

Para la determinacion de Cd en granos, se tomaron los dos frutos por ventana de
observacion y se extrajeron los granos, estos fueron colocados en cajas de madera y

fueron fermentadas durante 8 dias a 45°C, realizando un volteo cada dos dias.

Las muestras de hojarasca (HJ), hojas (HF) y granos (G) de cacao el Cd se determin6
mediante calcinacion de 3 g de la muestra previamente pulverizada a 450°C por 6 h 'y
posterior la ceniza se disolvié en HCI (1:1) y HNO3 de acuerdo con el método 999.11 de
la AOAC.

Todos los andlisis fisicos y quimicos se realizaron en el Laboratorio de Aguas y de
Suelos de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota

1.3.5 Analisis estadistico

Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis por pares para evaluar la significacion estadistica por
cada variable fisicoquimica y tejidos vegetales (P. valor <0,05) y se realiz6 la prueba de Mann—
Whitney—Wilcoxon con correccion del P. valor de Benjamini & Hochberg (1995) como prueba
post hoc. Estos analisis se realizaron entre Fincas (F1, F2, F3), y en cada finca se contemplaron

los factores: tipo de lote (SCC, SWC) y tipo de suelo (RZ, D1y D2), cuando se aplican.

Se determiné el Coeficiente de Correlacion de Spearman para evaluar la relacién entre las
variables fisicoquimicas de las muestras D1 con el Cd total y disponible del suelo y las
concentraciones de Cd en tejidos, usando la libreria de R corrplot (Taiyun & Viliam. 2021). Con
la finalidad de determinar el nivel de acumulacién de Cd en los tejidos con base en el
contenido de Cdd en el suelo se calcularon los factores de transferencia (FT) para hoja-
suelo y grano-suelo como lo reporta Zhang et al. (2014) (TF = Cdejido / Cddsuelo). Se realizd
un analisis de componentes principales (PCA) con las librerias ade4 (Dray & Dufour, 2007) y

factoextra (Kassambara & Mundt, 2020) con las muestras SCC separadas por finca (F1, F2,
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F3). Todas las pruebas estadisticas se realizaron usando el software R Studio 2022.07.1 (R

version 4.1.3).

1.4 Resultados

1.4.1 Determinacién de las propiedades fisicoquimicas del suelo

Los andlisis fisicos mostraron que los suelos estudiados presentan texturas
predominantemente francas (Fig. 1.4). La textura del suelo en la finca F1 fue franco-
arcillosa en todas las muestras, presentando mayor homogeneidad que los suelos de las
fincas F2 y F3. En contraste, los suelos de la finca F2 fueron los méas heterogéneos; la RZ
y D1 fueron franco-arcillosa y D2 franco-arcillo-arenosa y en suelos SWC D1 franca y D2
franco limosa. En la finca F3 los suelos SCC fueron franco-arcillo-arenosa y SWC areno
limosa (Fig. 1.4).

Clay

Finca
* Fi
A F2
H F3

Clase
¥ SCC Rz
® S5CC 51
® S5CC S2
® SWC S1
SWC s2

Sitt

Sand

Fig. 1. 4 Textura del suelo. Triangulo textural de clasificacion USDA. Sand: Arenas, Clay:
Arcillas, Silt: Limos. Figuras representan fincas ([1: F1, A: F2, :F3), colores representan
tipo y profundidad (Rojo: suelo con cultivo de cacao (SCC) + Rizosférico (Rz), Amarillo:
SCC + 0-30 cm (D1), Verde: SCC + 31-100 cm (D2), Azul: suelo sin cultivo (SWC) + D1,
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Morado: SWC + D2).F1y F2:SCC: Rz: n=3, D1: n=6, D2:n=3, SWC: D1:n=3, D2:n=1, F3:
D1:n= 3, D2:n=1

Los resultados de las propiedades quimicas de los suelos por finca, por lote y tipo de suelo
se presentan en la figura 1.5. Los suelos presentaron, en términos generales, pH de
extremadamente acidos a neutros (3,91 - 6,92), contenido de CO de pobre a
extremadamente rico (0,4 - 13,9 %), CICE entre 0,91 y 20,95 meq 100g™ (Fig. 1.6). Se
observé un alto coeficiente de variacion independientemente de los factores analizados.
Sin embargo, se observé que los suelos de la finca F1 fueron significativamente diferentes
a los suelos de las fincas F2 y F3 en cuanto a las variables pH, CICE, Ca, Cu, Mn, Zny B,

gue presentaron valores superiores en F1 (P. valor <0,05) (Fig. 1.6.A, F, G, L, M, N).

Para los suelos SCC y SWC analizados en cada finca, se encontré que los suelos en SCC
presentaban niveles significativamente mayores en pH, CO, Ct, P, CICE, Ca, Mg, K, Cu
que los SWC (P. valor <0,05) (Fig. 1.6.A, B, C, E, F, G, H, I, L). Por otro lado, en cuanto al
tipo de suelo (Rz, D1 y D2) de las fincas F1 y F2, los resultados muestran que los suelos
Rz presentaron mayores contenidos de CO, Ca y Mg y mayor CICE con respecto a D1y
D2 (Fig. 1.5:B,F,G,H). En contraste, no se observaron diferencias significativas en las
variables quimicas estudiadas en los suelos D1 y D2. Sin embargo, los niveles de CO, N,
Ca, Mg y K fueron mayores en D1 con respecto a D2 (Fig. 1.5:B,D,G,H,I).
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Fig. 1. 5 Propiedades quimicas del suelo. A. pH, B. Carbono Organico (CO %), C. Carbono
Total (CT %), D. Nitrégeno estimado (N %), E. Fésforo (P (mg g?)), F. Capacidad de
Intercambio Catiénico Efectiva (CICE (meq 100g?)), G. Calcio (Ca (meq 100g%)), H.
Magnesio (Mg (meq 100g)), I. Potasio (K (meq 100g2)), J. Sodio (Na (meq 100gY)), K.
Hierro (Fe (100g™)), L. Cobre (Cu (meq 100g™)), M. Manganeso (Mn (meq 100g™)), N. Zinc
(Zn (meq 100g?)), O. Boro (B (meq 100g?)) Con relacion a la finca (F1, F2 y F3), tipo
(cultivo de cacao: SCC y sin cultivo de cacao: SWC) y profundidad (Rizosférico: Rz, 0-30
cm: D1 y 31-100 cm: D2). Las barras indican error, las letras representan los grupos
formados por la prueba de Mann—Whitney—Wilcoxon (P. ajustado <0.05), letras mindsculas
subrayada diferentes representan diferencias entre fincas, letras mayusculas diferentes
representan diferencias entre tipo de cultivo, letras minlsculas representan diferencias
entre profundidad. F1 y F2:SCC: Rz: n=3, D1: n=6, D2:n=3, SWC: D1:n=3, D2:n=1, F3:
D1:n= 3, D2:n=1.

Con lafinalidad de determinar si los contenidos de los elementos quimicos encontrados en
los suelos analizados cumplen con los requerimientos nutricionales del cultivo se realizé
una aproximacion en kg ha* de los elementos nutricionales por finca usando la profundidad
D1 (tabla S1). Se observé que para el caso del N estimado se calcul6 un contenido de 465,
324y 616 kg ha! para las fincas F1, F2 y F3 respectivamente, en cuanto al P se observé
un contenido de 150, 30 y 280 kg ha! y de K 140, 281y 211 kg haen las fincas F1, F2 y
F3, respectivamente. El contenido de Ca, present6 valores de 4328, 721y 1082 kg ha* en
F1, F2 y F3 respectivamente, siendo el elemento més abundante en los suelos
muestreados; el Mg, presenté valores aproximados de 87,5, 109,4 y 87,5 kg ha?, para las
fincas F1, F2 y F3, mientras que los microelementos como Mn y el Zn presentaron valores
aproximados de 13, 9y 5 kg ha' y de 13, 15y 2 kg ha? para las fincas F1, F2 y F3

respectivamente.
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1.4.2 Contenido de Cdty Cdd en el suelo

La determinacion de Cdt en todas las muestras de suelos analizadas del municipio de
Yacopi, Cundinamarca fueron mayores a los niveles méximos permitido en suelos
agricolas (>1,0 mg kg*') (Ding et al., 2018) (Fig. 1.6). La prueba de rangos medios de
Wilcoxon arrojo que la concentracion de Cdt fue significativamente diferente entre los
suelos de las tres fincas (F1, F2, F3) evaluadas, siendo mayor (P. valor <0.05) en los suelos
de la finca F1 respecto a F3 y F2 (Fig. 1.6). Adicionalmente, para F1 el contenido de Cdt
fue significativamente mayor en SCC (9,19 + 5,05 mg kg™*) que SWC (2,25 + 0,16 mg kg
1. En contraste, los suelos en la finca F2 no mostraron diferencias entre SCCy SWC, y en
la finca F3, se determiné mayor contenido de Cd (5,16 + 0,96 mg kg?) en los suelos SWC.
Por otro lado, en cuanto al tipo de suelo muestreado, los suelos Rz en la finca F1 mostraron
la mas alta concentracion de Cdt de las muestras analizadas (14,97 + 5,08 mg kg'). Para
los suelos en la F1, el Cdt presente en suelos Rz fue dos veces mayor a los suelos D1
(5,66 + 2,39 mg kg') y D2 (6,94 + 3,02 mg kg?), y no se encontraron diferencias
significativas en los suelos D1y D2 en todas las fincas analizadas con (D1: 3,31 + 2,50 mg
kg?; D2: 3,39 + 3,07) mg kg™) y sin cultivo de cacao (D1: 2,83 + 1,26 mg kg*; 3,32 + 2,19
mg kg?). En los suelos Rz, D1, y D2 de lafinca F2 y D1y D2 de la finca F3 el nivel de Cdt
no fue estadisticamente diferente (Fig. 1.6).

El contenido de Cdd fue significativamente mayor en suelos en la finca F1 que en los suelos
de F2y F3 (Fig. 1.7). Al igual que lo reportado para el Cdt, también se encontraron mayores
contenidos de Cdd en los suelos SCC en la finca F1 (>2 mg kg™) y a los reportados para
los suelos SWC (<1 mg kg?). Adicionalmente, el suelo Rz en la finca F1 presenté el mayor
contenido de Cdd encontrado en todas las muestras analizadas (10,24 + 5,80 mg kg™)
siendo hasta cinco veces mayor que el suelo asociado al cultivo colectado a diferentes
profundidades (D1 y D2, en SCC). En Cdd tampoco presentd diferencias significativas

entre los suelos colectados a diferentes profundidades (D1=D2) (Fig. 1.7).
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Fig. 1. 6 Contenido de Cd total (mg kg™) con relacién a la finca (F1, F2 y F3), lote (cultivo
de cacao: SCC vy sin cultivo de cacao: SWC) y tipo y profundidad del suelo colectado
(Rizosférico: Rz, 0-30 cm: D1 y 31-100 cm: D2). Las barras indican error, las letras
representan los grupos formados por la prueba de Mann—Whitney—Wilcoxon (P. ajustado
<0.05), letras minusculas subrayada diferentes representan diferencias entre fincas, letras
mayusculas diferentes representan diferencias entre tipo de cultivo, letras mindsculas
representan diferencias entre profundidad. F1y F2:SCC: Rz: n=3, D1: n=6, D2:n=3, SWC:
D1:n=3, D2:n=1, F3: D1:n= 3, D2:n=1.



Error! Reference source not found.1 57

a b b
A B BC B B C
N c

o
g 10 Prof
Py Rz
2 B D1
g M o2
=]
=
3 s

a ab

bdef
p df def bf
i_ I & ¢ E ﬁf L
[ F1 | | F2 || Fa |

Fig. 1. 7 Contenido de Cd disponible (mg kg™) con relaciéon a la finca (F1, F2 y F3), lote
(cultivo de cacao: SCC y sin cultivo de cacao: SWC) y tipo y profundidad del suelo
colectado (Rizosférico: Rz, 0-30 cm: D1y 31-100 cm: D2). Las barras indican error, las
letras representan los grupos formados por la prueba de Mann—-Whitney—Wilcoxon (P.
ajustado <0.05), letras minlsculas subrayada diferentes representan diferencias entre
fincas, letras mayusculas diferentes representan diferencias entre tipo de cultivo, letras
minusculas representan diferencias entre profundidad. F1 y F2:SCC: Rz: n=3, D1: n=6,
D2:n=3, SWC: D1:n=3, D2:n=1, F3: D1:n= 3, D2:n=1.

1.4.3 Correlacion del Cd y variables fisicoquimicas del suelo

Con la finalidad de tener una vision global de como se correlaciona el Cd con respecto a
las demas propiedades fisicoguimicas del suelo D1 (0-30 cm) se realizdé un analisis de
correlacion de Spearman (Fig. 1.8). Se evidencié que el Cdt se correlaciond positivamente
con el Cdd, pH, Ca, Zn, Cu (P. valor <0,01) y con CICE, Mn y B (P. valor <0,05). El pH
también mostré correlacion con Ca, CICE, Cu, Mn y Zn (P. valor < 0,01). En contraste, el
Na se correlaciond negativamente con variables como arcillas, CICE, K y B, (P. valor
<0,05). Por otro lado, las arcillas del suelo de las fincas se correlacionaron negativamente
con CO, CT (P. valor <0,01) y con P, N, Na (P. valor <0,05) (Fig. 1.8). El Ca se correlacion6
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con CICE, Cu, Mn (P. valor <0,01), Zn, By N (P. valor <0,05). El P se correlacion6 con N,
CO yCT (P. valor <0,01).

Para obtener un analisis exploratorio de los datos que permita determinar cual es el
comportamiento del Cd con respecto a las propiedades fisicoquimicas del suelo D1, se
realizé un analisis de componentes principales, PCA, por finca (Fig. 1.9). Se evidencié que
en los suelos de la finca F1, el Cdty el Cdd se agruparon con las variables pH, CICE, P,
arenas, CO, CT, Zn y B (los dos componentes representaron el 62,3%) (Fig. 1.9.A). En
cuanto a los suelos colectados en la finca F2, el Cdt se agrup6 con el Ca, CICE, P y Mg,
mientras que el CO, CT, N, Nay arenas se agruparon en el otro eje (se represento el 59,6%
en dos componentes) (Fig 1.9.B). En los suelos de la finca F3, el Cdt se agrup6 con el Cdd,
Zn, CO, Na, arenas, Fe, CT, P, Cu, B; mientras que la CICE se agrup6 con el Ca, Mg, N
(63.9% de los componentes) (Fig. 1.9.C).
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Fig. 1. 8 Gréfico de correlacion de Spearman entre las propiedades fisicoquimicas de los
suelos de la profundidad D1 (0 - 30 cm). Namero indican coeficiente de correlacion, colores
rojos indican correlacion positiva, color azul indica correlacion negativa, intensidad indica
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correlacion cercana a |1|. Carbono Organico: CO, Carbono Total: CT, Nitrégeno: N,
Fosforo: P, Capacidad de Intercambio Cationico Efectiva: CICE, Calcio: Ca, Magnesio: Mg,
Potasio: K, Sodio: Na, Hierro: Fe, Cobre: Cu, Manganeso: Mn, Zinc: Zn, Boro: B. n = 20.
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Fig. 1. 9 Gréficos biplot del Analisis de Componentes Principales (PCA) de las muestras
de suelo por finca en la profundidad D1 (0-30cm). A. Finca 1 (F1), B. Finca 2 (F2), C.
Finca 3 (F3). Flechas indican peso de la contribucién al componente que se direcciona,
intensidad de color de azul a naranja indica valor del coseno cuadrado (cos2) de la
variable. Carbono Orgéanico: CO, Carbono Total: CT, Nitrdgeno: N, Fosforo: P, Capacidad
de Intercambio Cationico Efectiva: CICE, Calcio: Ca, Magnesio: Mg, Potasio: K, Sodio:
Na, Hierro: Fe, Cobre: Cu, Manganeso: Mn, Zinc: Zn, Boro: B. F1:n=6, F2:n=6; F3:n=6.

1.4.4 Contenido de Cd en tejidos vegetales

Los contenidos de Cd en los tejidos muestreados (Hojarasca (HJ), Hoja fresca (HF) y grano
(G)) fueron estadisticamente diferentes (Fig. 1.10.A). La finca F1 en promedio presenté la

mayor bioacumulacién de Cd en los tejidos vegetales (4,89 + 2,63 mg kg?), seguido por la
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finca F3 (2,53 + 2,01 mg kg?) y la finca F2 (1,99 + 1,51 mg kg?). Independientemente de
las fincas analizadas, no se presentaron diferencias significativas entre el contenido de Cd
encontrado en HJ (1,18 - 9,86 mg kg™*) y HF (0,9 - 7,23 mg kg™>; pero si en el contenido de
Cd presente en G (0,4 — 2,61 mg kg™?). El grano presenté un 69% menos de Cd con relacion
a las hojas en F1, 67% en F2 y 68% en F3 (Fig. 1.10.A). En general, el contenido de Cd
detectado fue HJ > HF > G con un factor de transferencia (FT) de suelo a hoja de 2,32
(F1); 0,69 (F2) y 1,27 (F3), los cuales fueron tres veces mayores al FT encontrado en
granos [0,74 (F1), 023 (F2) y 0,41 (F3)] (Fig. 1.10.B). Por otro lado, el Cd en los tejidos
se correlacioné positivamente con el Cdt, Cdd y, N (P. valor < 0.01), pH, CICE, Ca, Nay P
(P. valor < 0.05) del suelo D1 (Fig. 1.10.C).
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Fig. 1. 10 Cd en tejidos vegetales. A. Contenido de Cd total en tejidos (mg kg-1) con
relacion a la finca (F1, F2 y F3), y tipo de tejido (Hojarasca, Hoja, Grano). Las barras
indican error, las letras representan los grupos formados por la prueba de Mann—
Whitney—Wilcoxon (P. ajustado <0.05), letras minUsculas subrayadas diferentes
representan diferencias entre fincas, letras minasculas representan diferencias entre tipo
de tejido. Linea roja representa el nivel maximo permitido para granos de cacao segun la
Comision Europea (0,6 mg kg?) (E.C, 2021). N=6. B. Factor de Transferencia suelo-
tejidos con relacion a la finca (F1, F2 y F3) y tipo de tejidos (Hojarasca, Hoja y Grano).
Las barras indican error, las letras representan los grupos formados por la prueba de
Mann—-Whitney—Wilcoxon (P. ajustado <0.05), letras minUsculas subrayadas diferentes
representan diferencias entre fincas, letras minasculas representan diferencias entre tipo
de tejido. N=6. C. Gréfico de correlacion de Spearman entre el tipo de tejido (grano, hoja
y hojarasca) y las propiedades fisicoquimicas del suelo. Numero indican coeficiente de
correlacion, colores rojos indican correlacion positiva, color azul indica correlacion
negativa, intensidad indica correlacién cercana a |1|. Carbono Organico: CO, Carbono
Total: CT, Nitrogeno estimado: N, Fosforo: P, Capacidad de Intercambio Catidnico
Efectiva: CICE, Calcio: Ca, Magnesio: Mg, Potasio: K, Sodio: Na, Hierro: Fe, Cobre: Cu,
Manganeso: Mn, Zinc: Zn, Boro: B. n=18.
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1.5 Discusioén

1.5.1 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Dentro de las propiedades fisicas del suelo, la textura indica el contenido relativo de
arenas, limos y arcillas, este cumple un papel importante en la disponibilidad de liquidos y
gases presentes en un suelo (Rabot et al., 2018). En este estudio a pesar de que se
presentaron suelos con diferentes texturas en donde predominaron los franco-arcillosos,
franco-arcillo-arenosos y franco-arenosos (Fig. 1.4) todas se encuentran dentro de las
categorias recomendadas para el establecimiento de cultivos de cacao (Vliet et al., 2015).
Sin embargo, los suelos con cultivo de cacao (SCC), independientemente de la finca
estudiada, presentaron una proporcion mas equilibrada de arenas, limos y arcillas que los
suelos donde habia sembrado pastos (SWC, F2, F3) o presencia de un bosque secundario
(SWC, F1). El contar con una proporcion equilibrada en el contenido relativo de arcillas,
limos y arenas facilita la capacidad de retener mayor humedad en la matriz del suelo y
presentar una buena proporcion de espacios porosos que mejoran la aireacion y de esta
manera contribuir con el correcto establecimiento y desarrollo del cultivo de cacao en todas
sus etapas vegetativas (Vliet et al., 2015).

En cuanto al pH, la finca F1 presentd contenidos de pH mas cercanos a la neutralidad que
las fincas F2 y F3. El pH es una de las propiedades mas importantes que influyen en la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, a pH cercanos a la neutralidad se reporta mayor
disponibilidad de elementos como N, P, Ky Ca, entre otros (Fassbhender & Bornemisza,
1987). En contraste a lo encontrado en la finca F1, los valores de pH en los suelos de las
fincas F2 y F3 fue inferior a 5,5, mostrando pH ligeramente acidos De acuerdo a Libohova
et al. (2020) el pH ideal para el cultivo del cacao se ubica entre 6 y 7, siendo 6,5 el pH
Optimo; sin embargo, el cultivo puede desarrollarse sobre suelos con reaccion acida pH
con valores cercanos a 5 e incluso en suelos alcalinos con pH entre 7 y 8. En este estudio
sé encontré que el 85% de los suelos muestreados tienen un pH inferior a 6,5

clasificAndolos como suelos ligeramente acidos.

En cuanto a las propiedades quimicas, independientemente de los factores evaluados
(finca, suelos con y sin cultivo de cacao y tipo de suelo), se encontr6é una alta variabilidad.

Sin embargo, las propiedades quimicas CO, CICE, Ca, Mg, K, Cu, By Zn, los suelos SCC
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presentaron valores mas altos que en los suelos SWC, alcanzando los méaximos valores
en los suelos SCC de la F1. Comparando estos valores obtenidos con los requerimientos
reportados para el cultivo de cacao, en etapa productiva (Thong & NG, citado por Morais,
1988) se evidencio que el Cay el Zn superaron los limites recomendados. Por ejemplo, en
la F1 el Ca estuvo 11 (4.328 kg Ha?) y el Zn (13 kg Ha') 8,9 veces mas alto de lo
recomendado para el cultivo, donde los valores corresponden a 373 y 1,5 kg ha?,
respectivamente. Estos valores tan altos encontrados en los suelos estudiados, se podria
explicar con base en la formacién de los suelos de Yacopi. El Atlas Colombiano reporta
gue en el flanco occidental de la Cordillera Oriental de Colombia (Santander, Boyaca y
Cundinamarca) se encuentran minerales principalmente lodolitas, arcillolitas y calizas de
edad Cret4cica, que son ricos en Zn y las calizas ricas en Ca (Mendoza et al., 2020). Sin
embargo, para determinar los contenidos de manera precisa, se requeriria un estudio
detallado de la mineralogia del suelo, aspecto que no hace parte del objetivo de este

trabajo.

Por otro lado, con base a los tipos de suelo analizados, el suelo Rz presentd diferencias
significativas en CO, CICE, Ca, Mg y fue levemente mas acido que los suelos D1 y D2.
Existen reportes en los cuales se afirma que la rizosfera presenta un microambiente
diferente al suelo asociado al cultivo debido a la estrecha interaccion entre la raiz y los
microorganismos, donde las caracteristicas biol6gicas y quimicas del suelo se ven influidas
por las raices. Donde los exudados radiculares ricos en carbono y por lo general de pH
bajos afectan a la comunidad microbiana que puede hacerse mas diversa, activa y
sinérgica, favoreciendo la biodisponibilidad de elementos para la absorcion por parte de la
planta (Hakim et al., 2022).

1.5.2 Contenido de Cdt y Cdd en el suelo

Las concentraciones de Cdt encontradas en los suelos no rizosféricos estudiados a una
profundidad de 0-30 cm (D1: valor minimo de 0,96 mg kgy méximo de 9,02 mg kg?) se
encuentran entre el rango reportado para otras regiones cacaoteras de Colombia, a esta
misma profundidad (valores minimos de 0,01 y maximos de 27,00 mg kg (Bravo et al.,
2021). Sin embargo, estos valores son superiores a los promedios de Cdt reportados por
paises de Latinoamérica y el Caribe, como Peru: 0,53 mg kg* (Huamani-Yupanqui et al.,
2012), Ecuador: 0,44 mg kg* (Arguello et al., 2019), Honduras: 0,25 mg kg* (Gramlich et
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al., 2018), 0,63 mg-kg™* (Engbersen et al., 2019), Trinidad y Tobago: 0,14 mg kg? (Lewis
et al., 2018). A la fecha no existen reportes de Cdt a nivel Rz y a una profundidad de 31 a

100 cm para poder comparar las concentraciones obtenidas en esta investigacion.

Para la zona de estudio, Yacopi-Cundinamarca, las concentraciones de Cdt reportadas en
esta investigacion también se encuentran entre los rangos reportado por Rodriguez
Albarrcin et al. (2019) en la misma zona de estudio (D1: valor minimo de 0,45 mg kgty
maximo de 53,77 mg kg™). Lo que se evidencia una alta heterogeneidad de la distribucién
de Cd al interior y entre las fincas muestreadas. Adicionalmente, se encontraron diferencias
de valor promedio de Cdt en los suelos muestreados a dos profundidades 0 — 30 (10,68
mg kg?* + 11,83) y 61 — 100 cm (7,92 + 8,09 mg kg?). A pesar de que la profundidad
reportada en esta investigacion es diferente (31 — 100 cm) se encontraron resultados
contrastantes a lo reportado por Rodriguez Albarrcin et al. (2019) para suelos de Yacopi,
y Chavez et al. (2015) para suelos ecuatorianos, ya que no se encontraron diferencias
significativas entre D1 con respecto a D2 en este estudio.

La determinacion del contenido de Cd a diferentes profundidades del suelo ha sido utilizada
para establecer el posible origen del Cd en los suelos (Meter et al., 2019; Hou et al., 2020).
Un origen geogénico implicaria mayor concentracion de Cdt a una mayor profundidad,
cercana al material parental (subsuelo); por el contrario, concentraciones mayores del
metal a nivel superficial indicaria un origen antropogénico. Este estudio no evidencié
diferencias significativas en la concentracién de Cdt en los suelos D1 y D2 posiblemente a
gue estos suelos presentan concentracion de Cd natural muy alta debido a su material
parental. Esto concuerda con lo reportado en el mapa litolégico de Colombia (Gémez &
Montes, 2020), en donde se describe como una zona compuesta principalmente de shales
con yeso, cherts, calizas, arenitas y fosforitas. Estas rocas han sido reportadas por tener
altos contenidos Cdt mayores a 25 mg kg™ (He et al., 2005; He et al., 2015; Kubier et al.,
2019), y durante el muestreo se encontré una alta pedregosidad en el suelo incluso a nivel
D1. Sin embargo, faltan estudios para determinar la dinamica del Cd a diferentes

profundidades del suelo.

También se observé que los suelos Rz de finca F1, presentaron las mas altas
concentraciones de Cdt y Cdd de todas las muestras de suelo analizadas. Esto evidencia
la estrecha interaccion que se presenta entre las raices-microorganismos-suelo que crear

Su propio microambiente, caracterizado por la presencia de exudados de las raices (acidos
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organicos, proteinas, péptidos, aminoacidos, polisacéridos y azucares) (Qin et al., 2020),
que pueden causar un pH mas acido (Msimbira & Smith, 2020). Los exudados de las raices
pueden secuestrar el Cd, minimizando su entrada a la planta y mejorar el transporte de
nutrientes (Haider et al., 2021). Sin embargo, la disponibilidad del Cd depende de varios
factores como la actividad microbiana, el genotipo de la planta y la interaccién de Cd con

otros parametros fisicoquimicos del suelo.

1.5.3 Relacién del Cd con las propiedades fisicoquimicas del
suelo

En esta investigacion para suelos no rizosféricos (D1), se encontré una correlacién positiva
del Cdt con el Cdd, Cu, Zn, pH, Ca. Estos resultados son similares a los reportados por
Céceres et al. (2021) y Argtiello et al. (2019) en suelos cacaoteros de Colombia y Ecuador,
respectivamente. La correlacion positiva del Cdt y Cdd con el pH encontrada es
contrastante con otros estudios donde se ha observado correlaciones negativas como los
reportados Gramlich et al. (2018) y Argtiello et al. (2019) para suelos cacaoteros en Bolivia
y Ecuador. Pero similares a lo reportado en Colombia por Céceres et al. (2021) en suelos
del departamento de Santander. Por otro lado, el pH en suelos Rz de la finca F1 fueron
mas acidos y presentaron los mayores contenidos de Cdt y Cdd de todas las muestras
analizadas. Estos resultados indican que estas relaciones son dinamicas y dependen del

tipo de suelo y de las propiedades fisicoquimicas de cada suelo.

Se ha considerado que el pH es uno de los factores determinantes en la disponibilidad del
Cd en el suelo, puesto que este factor tiene gran influencia en la especiacion del Cd (He
et al., 2015). Se ha establecido que el aumento en el pH de la solucién promueve la
adsorcion de elementos como el Cu, Zn, Co y Cd en minerales arcillosos y de la materia
organica (Gu et al., 2010), puesto que el aumento del pH mejora la desprotonacion de los
grupos funcionales de la superficie en estos compuestos (Hao et al., 2018), promoviendo
que el Cd?* pueda participar en mas sitios de intercambio de las arcillas y la materia
organica y de esta manera competir contra otros cationes como Zn?*, Ca?", Mg#, K*
(Kirkham, 2006), aumentado su posible disponibilidad por parte de la planta y
microorganismos (fase intercambiable). Esto es coherente con la correlacion positiva
encontrada del Cdt y Cdd con la CICE en esta investigacion. Adicionalmente, estos
resultados concuerdan con lo reportado por Gil et al. (2022) para fincas cacaoteras de

Antioquia, Colombia.
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Con base en los PCA analizados se observé que la asociatividad del Cdd con las demas
propiedades fisicoquimicas evaluadas fue diferente en los suelos cacaoteros (Rz, D1y D2)
colectados en las tres fincas estudiadas (F1, F2 y F3). Los suelos en la F1 el Cdd se agrupé
con el pH, CO, CICE, Ca, Mg, K, Cu, Zn al analizar el PCA. Estas variables tuvieron una
mejor representacion en el componente 1 (45,6% varianza). En contraste los suelos de la
F2, solamente las variables K, Mn y Cu tuvieron mejor representatividad en el componente
1 (37,9% de varianza). En los suelos de F3, el Cdd mostré asociacién con CO, Zn, Na, Fe,
Cu y P en el componente 1 (44,9%). Estos resultados sugieren que la disponibilidad de
Cdd es muy heterogénea y es dificil establecer un patrén de interaccion claro con las otras
propiedades fisicoquimicas evaluadas. Esto concuerda con lo reportado por Correa et al.
(2021), que evidencié en plantas de vivero que las relaciones entre las propiedades
fisicoquimicas del suelo y el Cdd son complejas, sugiriendo que caracteristicas del suelo
como la densidad aparente, la textura, la acidez intercambiable (Al), los contenidos de Ca,
K y Fe, deben ser consideradas antes de establecer cultivos de cacao para evitar la
acumulacion de Cd.

La disponibilidad de Cd en el suelo depende de la interaccion de mdltiples factores como
la variabilidad espacial, la topografia y geologia del suelo, el clima, las propiedades
fisicoquimicas, la actividad microbiana, el genotipo y edad del cultivo, y las practicas
agrondmicas (Violante et al., 2010; Alloway, 2013). La presencia de Cdd en los suelos
afecta la toma, el transporte y la utilizacién por lo general de cationes divalentes como el
Ca?*, Mg?*, Zn?* y Mn?* al competir por los sitios de intercambio en el suelo y con los
sistemas de transporte de entrada a la planta (Haider et al. 2021). Por otro lado, en este
estudio se observo que el mayor contenido de Ca encontrado fue en suelos de la finca F1
gue también presentaron mayor disponibilidad de Cd. La relacién Ca y Cd no es clara en
la actualidad. Algunos reportes indican que aplicar fuentes Ca pueden disminuir la
disponibilidad de Cd en el suelo ya que aumenta el pH favoreciendo el acomplejamiento
del Cd (Bolan et al., 2003). No obstante, es importante mencionar que el Ca en la solucién
también puede causar la desorcion del Cd unido a las superficies de intercambio

aumentado su disponibilidad en la solucién del suelo (Vanderschueren et al., 2021).


https://link.springer.com/article/10.1007/s13762-021-03299-x#ref-CR40
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1.5.4 Contenido de Cd en tejidos vegetales

Se observo que la acumulacién de Cd en todas las muestras de tejido evaluado fue
hojarasca (HJ) > hoja (HF) > grano (G), con factor de transferencia (FT) suelo-hoja
mayores a los FT encontrados en suelo-grano. Este comportamiento coincide con lo
reportado por Gramlich et al. (2017) en Bolivia, Llatance et al. (2018) en Peru, Barraza et
al. (2017) en Ecuador, Rodriguez Albarrcin et al. (2019) en Colombia. Por otro lado,
Ramtahal et al. (2016) encontré que las concentraciones de Cd son mayores en hoja >
vaina > testa > almendra. Estos resultados demuestran que las plantas de cacao tienen un
enriquecimiento del metal en sus tejidos aéreos absorbiendo desde el suelo Cd incluso en
trazas inferiores a 1,00 mg kg* (Kramer, 2010; Kaur & Garg, 2018).

La planta de cacao es considerada como una planta acumuladora de Cd porque presenta
una mayor concentracion de Cd en sus érganos aéreos que en la raiz, lo que concuerda
con valores altos de obtenidos al calcular el factor de transferencia (FT) (suelo-hoja) con
respecto a otras plantas no acumuladoras (Valdershueren, 2021). Para cacao se reportan
valores FT, dependiendo del genotipo, en el rango de 3,4 a 7,1. En esta investigacion, el
maximo valor de FT fue 2,9, valor menor a lo reportado para cacao. Sin embargo, este
valor fue mayor a lo reportado para plantas no acumuladoras como trigo (0,27), hortalizas
de hoja (0,19) y centeno (0,11), entre otras (Valdershueren, 2021). En general, las plantas
acumuladoras translocan y acumulan el Cd en los tejidos aéreos para reducir la toxicidad
gue pueda tener el Cd en los tejidos de la raiz y de esta manera no afectar su metabolismo

primario (Kramer, 2010).

La distribucion de metales en los tejidos de las plantas se presenta de forma heterogénea
y esta controlado principalmente por factores genéticos y ambientales (Pichtel et al., 2000).
El Cd es absorbido por las raices a través de los haces vasculares, sea por via xilema
asociado a los mecanismos de movilidad del Zn?* Ca?*, Fe?* y Mn?* (Adriano, 2002; Gu et
al., 2010), o por la via floema a través de la formacién de ligandos con oxigeno y azufre
(Clemens et al., 2013; Qin et al., 2020). La absorcion depende de la morfologia de la raiz
(Quezada-Hinojosa et al., 2015), la corriente de transpiracion de la planta (Adriano, 2002;

Gu et al., 2010) y de los procesos de asimilacion y translocacion de Cd (Liu et al., 2016).
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El Cd es translocado y acumulado en las hojas y frutos de la planta (Schreck et al., 2014).
Al concentrarse el metal en las hojas, el Cd interactia con las proteinas a través del
desplazamiento de metales estructurales como el Mg?* en la Rubisco, Mn?* en el complejo
de flujo del oxigeno en el fotosistema Il y el Ca?" en la estructura de la calmodulina
(Viehweger, 2014), permitiendo que mas de 40% del Cd se distribuya en los tallos y hojas
como sistema de detoxificacion, evitando la muerte de meristemos radicales (Tian et al.,
2011). La translocacién y acumulacién de Cd también depende de las caracteristicas
genéticas del material vegetal (Vanderschueren et al., 2021). Barraza et al. (2019) evalué
el comportamiento del cultivar CCN-51 y un cultivar nativo de Ecuador en suelos
contaminados con Cd encontrando que posiblemente existe una relaciéon de las
caracteristicas genéticas del cultivar y la presencia de Cd en los tejidos vegetales
(Vanderschueren et al., 2021).

En esta investigacion, se observo que el contenido de Cd en granos fue superior a 1,1 mg
kg limite maximo permitido de acuerdo con la regulaciéon de la Comisién Europea para
granos de cacao (Chavez et al., 2015; Vanderschueren et al., 2021). Valores similares se
han reportado en otras regiones productoras de cacao de Colombia como Arauca, Boyaca,
Santander y Cundinamarca (Rodriguez Albarrcin et al., 2019; Bravo et al., 2021) y otros
paises productores de cacao de Latinoamérica y el Caribe (Vanderschueren et al., 2021).
Este comportamiento de absorcion y acumulacién obedece a la dinAmica del Cd entre la
planta y el suelo que esta en funcién del nivel de contaminacién y la especie de planta
(Guala et al., 2010). Adicionalmente, se encontré que existe una tendencia positiva entre
el Cdt y Cdd presente en el suelo (0,58 y 0,56, respectivamente) con respecto al contenido
de Cd presente en HF y en G. El coeficiente de determinacion (R?) no es alto posiblemente
a que la presencia de Cd en los tejidos también se puede ver afectada por otras
propiedades fisicoquimicas del suelo como N, CICE, pH y Ca, entre otras. Por otro lado,
se evidenci6 una fuerte correlacion entre el contenido de Cd en G con el encontrado en HF
(0,88) y en HJ (0,85) (Fig. 1.10.C). Estos resultados son similares a los encontrados por
Gil et al. (2022) donde el contenido de Cd del grano tuvo una correlacion altamente
significativa con el contenido de Cd de la hojarasca del suelo (0,91), y otros factores como

la altitud de las fincas (-0,82) y la edad de la plantacion del cultivo (-0,62).
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En el cultivo de cacao la principal fuente de materia organica es la descomposicion de la
hojarasca y los residuos de cosecha (Hartemink, 2005). En esta investigacion se
encontraron concentraciones de Cd mayores en la hojarasca que el suelo D1 para las tres
fincas estudiadas. Adicionalmente, se evidencié una tendencia positiva entre el contenido
de Cd en los tejidos con el Cdt y Cdd en el suelo. El contenido de Cd en la hojarasca
contribuye a la recirculacion del Cd en el sistema suelo-planta, al estar sujeta a los
procesos de mineralizacion por la actividad microbiana (Gramlich et al., 2018). Barraza et
al. (2019), en suelos cacaoteros del Ecuador, reporté que el contenido de Cd en la
hojarasca vuelve a ser absorbido luego de la descomposicion saprdfita, incrementando los
niveles de Cd en el suelo a nivel superficial de 0 a 5 cm. Sin embargo, en los sistemas de
cultivo de cacao la hojarasca es material vegetal de desecho que no suele ser retirada del
cultivo debido al volumen de biomasa vegetal que se genera, y a las ventajas que logran
con esta practica como son la reincorporacion de otros elementos distintos al Cd al suelo
y el mantenimiento de una cobertura que favorece la retencion de humedad y temperatura
en el suelo (Giweta, 2020; Meunier et al., 2004). Por lo tanto, es indispensable brindar
alternativas en las practicas de manejo del cultivo que impidan la recirculacion del metal
en el sistema suelo-planta, como retirar la hojarasca del cultivo cada tres meses, realizar
andlisis de los fertilizantes de sintesis y organicos utilizados en el cultivo para verificar que

no estén contaminados con Cd (Bravo et al., 2021).

1.6 Conclusiones

1 La distribucion del Cdt y Cdd fue heterogénea en los suelos de las fincas
estudiadas, siendo mayor en los suelos de la F1 con cultivo de cacao (SCC) e
independiente de las profundidades (D1 y D2) analizadas.

1 Se determin6d que las concentraciones de Cdt presentes en los suelos de las tres
fincas cacaoteras del municipio de Yacopi, Cundinamarca fueron superiores a los
niveles establecidos por las entidades regulatorias internacionales para suelos
agricolas no contaminados (1,0 mg kg?) y el contenido de Cd en granos fue
superior a las concentraciones permitidas por la comunidad europea para grano
seco (0,6 mg kg?).

1 Los pardmetros quimicos de pH, Ca, Zn, Cu, CICE, Mg del suelo SCC a una

profundidad de 0 a 30 cm (D1) presentaron una correlacion positiva con el Cdt y
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Cdd. Sin embargo, estas correlaciones pueden cambiar en los suelos rizosféricos
(Rz), y sin cultivo de cacao (SWC).

1 El suelo Rz de la finca F1, presenté el mayor contenido de Cdt y Cdd, con pH
ligeramente mas 4cido y un contenido mayor de materia organica y mayor CICE
con respecto a todos los suelos evaluados.

1 La concentracién de Cd en los tejidos analizados fue mayor en la hojarasca,
seguida de la hoja fresca y grano. También el contenido de hojarasca fue mayor a
lo encontrado en el suelo a una profundidad de D1 (HJ>HF>G), lo que podria

contribuir a la recirculacion del Cd en sistema suelo-planta
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2.Capitulo 2: Diversidad estructural de la
comunidad fungica presente en suelos
rizosféricos y no rizosféricos asociados al
cultivo de cacao del municipio de Yacopi —
Cund / con diferentes concentraciones de
Cd

2.1 Resumen

La presencia de cadmio (Cd) en un agroecosistema altera no solo las plantas sino también
el crecimiento y desarrollo de los microorganismos, afectando los sistemas agricolas. Los
hongos se destacan como microorganismos biorremediadores de suelos debido a los
mecanismos de tolerancia que presentan para vivir en suelos contaminados con metales
pesados. Sin embargo, a la fecha son muy pocos los reportes asociados al efecto del Cd
sobre la comunidad fungica presente en suelos bajo cultivo de cacao. El objetivo de este
capitulo fue caracterizar la rigueza y abundancia relativa de las comunidades flingicas
presentes en suelos rizosférico (Rz) y no Rz en tres fincas con diferentes concentraciones
de Cd. Para ello, se seleccionaron tres fincas cacaoteras (F1, F2 y F3) del municipio de
Yacopi-Cundinamarca, con diferentes concentraciones de Cd (F1>5,0 mg kg*; F2 y F3<2
mg kg™t) y en cada finca se seleccionaron dos lotes, uno con cultivo de cacao (SCC) y otro
sin cultivo de cacao (SWC). En el lote SCC, se seleccionaron en tres ventanas de
observacion, y cada una se colectd suelo Rz y no Rz a dos profundidades (D1:0-30 cm,
D2:30-100 cm) y para el lote SWC se colectd suelo no Rz a dos profundidades (D1:0-30
cm, D2:30-100 cm) en tres ventanas de observacion. En total se obtuvieron 36 muestras
para realizar la extraccion de ADN microbiano del suelo mediante el Kit DNeasy PowerSoll
Pro (Qiagen). EI ADN extraido se limpioé con perlas de inmovilizacion reversible en fase
sélida y se amplificé el marcador molecular ITS2 del gen rARN. Las librerias obtenidas

fueron secuenciadas mediante la plataforma Miseq v3 de Illumina. Se calcularon los
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indices de diversidad alfa y beta utilizando el pipeline Qiime2, se asignaron grupos
taxondmicos con respecto a la base de datos UNITE-v8.3 y se determiné la abundancia
diferencial utilizando EdgeR y Aldex2. Se identificaron un total de 16.589 ASVs. Los
resultados muestran que los indices de diversidad alfa no presentaron diferencias
significativas en los factores analizados, finca (F1, F2 y F3), tipo de cultivo (SCC y SWC)
y tipo de suelo analizado (Rz y no Rz: D1 y D2), lo que indica que todas las muestras
presentaron una riqueza, abundancia relativa de ASVs y uniformidad. Sin embargo, se
present6 mayor riqueza y abundancia en los suelos SCC que en los SWC. Por otro lado,
los indices diversidad beta mostraron que existe una diferenciacioén de los ASVs presentes
en las fincas evaluadas, siendo la finca F1 mas distantes a las fincas F2 y F3, mostrando
gue la estructura de la comunidad fangica presente en los suelos de la finca F1, que
presenta mayor contenido de Cd, es diferente a las encontradas en las fincas F2 y F3 con
menor contenido de Cd. Adicionalmente, los ASVs presentes en los suelos SCC de la F1
fueron diferentes a los ASVs presentes en suelos SWC. Adicionalmente, los suelos de la
finca F1 se encontré6 mayor riqueza de ASVs Unicos comparados con los suelos de las
fincas F2 y F3. Adicionalmente, los ASVs del suelo Rz de la F1 fue mayor que lo encontrado
en los suelos no Rz. Por otro lado, el suelo con cultivo presenté mayor ASVs. También se
encontr6 que Ascomycota fue el phylum mas abundante con el 68% seguido de
Basidiomycota con 25%, donde se destacan los 6rdenes Hypocreales, Pleosporales y
Capnodiales. Por otro lado, los analisis de abundancia diferencial mostraron 51 (EdgeR) y
16 géneros (Aldex2) que podrian presentar tolerancia al Cd presentes en suelos
cacaoteros de los cuales se destacan los géneros Hypoxylon, Microdochium, Xylaria y la
familia Nectricaceae, taxones que también han sido reportados como tolerantes a metales
pesados. Estos resultados contribuyen al estudio y busqueda de grupos taxonémicos
tolerantes a altas concentraciones de Cd que contribuyan a la micorremediacion de suelos

contaminados por metales pesados.

2.2 Introduccion

El Cadmio (Cd) es un metal pesado que tiene efectos adversos en los seres vivos y
representa una amenaza tanto para la vida como para el medio ambiente debido a su alta
toxicidad (Chavez et al.,2015). Este metal se encuentra ampliamente distribuido en la
naturaleza, su presencia en suelos agricolas y las plantas puede causar afectaciones sobre

la inocuidad y el suministro de alimentos poniendo en riesgo la seguridad alimentaria
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(Wang et al., 2021). El origen del Cd en suelos agricolas puede deberse a factores
geogénicos o antropogénicos. En el suelo la presencia de Cd es el resultado de multiples
factores entre los que se encuentran, la composicion del material parental del suelo, y sus
propiedades fisicoquimicas, la disponibilidad del Cd en la fraccion intercambiable y soluble
del suelo, el uso de fertilizantes y la incorporacion de enmiendas, asi como el genotipo del
material vegetal, entre otros (Vanderschueren., 2021). La presencia del Cd ha sido
reportada en algunos productos cosechados de cultivos, como los cereales, tubérculos y
frutas (Haider et al., 2021), y en granos de cacao y los productos derivados del chocolate
(Abt et al., 2018).

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie importante a nivel mundial como fuente de
materia prima para la elaboracién de productos derivados, como el chocolate (Gutiérrez-
Macias et al., 2021). En Colombia, debido a las condiciones agroecolégicas que posee el
pais son favorables para el desarrollo del cultivo en los Ultimos afios, ha venido
incrementando las areas de produccion del cultivo en 422 municipios de 27 departamentos
del pais, siendo Santander el principal productor (40,6%, de la produccion nacional),
seguido por Arauca (11,4%), Antioquia (9,6%), Tolima (5,8%), Huila (51%), Narifio (5%) y
Cundinamarca (3%); y que para el 2021 se reporté una producciéon de 69.040 toneladas
de las cuales 11.040 se exportaron (FEDECACAO, 2022). Adicionalmente, el cacao
colombiano es reconocido en los mercados internacionales por su alta calidad
organoléptica, lo cual lo ha posicionado en los mercados internacionales (Chaves-Lépez
et al., 2014; Barrientos et al., 2019). Sin embargo, el potencial de exportacion se ha visto
amenazado debido a la presencia de Cd en los granos y productos derivados, en niveles
superiores a los maximos permisibles por la comunidad europea (0.1 — 0.8 mg Kg-1) (Meter
et al., 2019). La presencia de Cd en el grano se debe a la facilidad que tiene la planta de
cacao de absorber, translocar y acumular este metal en sus 6rganos aéreos (Wade et al.,
2022). Existen reportes que demuestran que hay una correlacion positiva del Cdt y Cdd
gue se encuentra en el suelo con la concentracion de Cd presente en los granos de cacao
(Chavez et al.,2015; Meter et al., 2019); esta correlacion depende de multiples factores
como el genotipo de la planta, el origen y propiedades fisicas, quimicas y biologicas del
suelo. De acuerdo con la Unién Europea un suelo se considera contaminado con Cd
cuando se reporta niveles de Cd total superiores a 0,5 - 1,5 mg kg dependiendo el pH
(Ding et al., 2018). Concentraciones de Cd total naturales mayores a este valor se han

reportado para suelos en Colombia (Rodriguez et al., 2019) y otros paises productores de
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cacao de América Central y del Sur, como Honduras, Ecuador, Peru y Brasil (Oliveira et
al., 2022). Por lo tanto, esta contaminacion representa uno de los mayores desafios para
Colombia y otros paises latinoamericanos productores de cacao de América Central y del
Sur (Arévalo-Gardini et al. 2017; Gramlich et al. 2018; Arguello et al. 2019; Oliveira et al.,
2022), por lo cual se requiere de estrategias para mitigar la toma de Cd por parte de la

planta de cacao.

Entre las estrategias reportadas minimizar la absorcion de Cd por la planta se encuentran,
el uso de genotipos de baja acumulacién (Arévalo-Hernandez et al., 2021), la remocion de
la hojarasca y residuos vegetales que estan contaminados con Cd y recirculan el metal en
el sistema suelo-planta (Bravo et al., 2021), la incorporacion de enmiendas al suelo que
alteran las caracteristicas del suelo con materiales calcareos (CaCOs, CaO, Ca(OH).,
dolomitas [CaMg(COs),], yesos (Vanderschueren et al., 2021) o carbén vegetal (biochar)
biocarbones (Ramtahal et al., 2019); y el aumentar la fertilizacion de la planta (Meter et al.,
2019). También se ha planteado hacer uso de microorganismos a través de bioproductos
o bioinoculaciones desarrollados a partir de bacterias tolerantes al Cd que aprovechan los
mecanismos de tolerancia que tienen (biosorcién, biolixiviacién, biotransformacion,
biodegradacién, quimisorcion y bioacumulacion) (Bravo & Braissant, 2022). Sin embargo,
la formulacién, aplicaciéon y efectividad de estos productos puede ser de dificil
implementacién debido a la sensibilidad de las bacterias a las condiciones ambientales de

los sitios de aplicacion (Abatenh et al., 2017).

A pesar de la funciéon relevante que cumplen los microorganismos en el suelo en los
procesos de biorremediacion del suelo y en el ciclaje de nutrientes, son pocos los reportes
gue estudian el efecto que podria tener el Cd en la estructura y funcion de la comunidad
microbiana que habita en los suelos cacaoteros y cémo esta comunidad afecta a su vez la
disponibilidad del metal (Liu et al., 2020). Los microorganismos han desarrollado
mecanismos de defensa para minimizar los efectos toxicos de los metales pesados
(Mohammadian Fazli et al., 2015; Abbas et al., 2018; Nyika, 2021) de manera diferencial,
por lo cual, la presencia del metal pesado afecta la composicién y estructura de la
comunidad microbiana, donde las mas adaptadas son capaces de sobrevivir. Los cambios
gue ocurren a nivel poblacional pueden determinarse a través de los indices de diversidad

(Boros-Lajszner et al., 2021).
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Los indices de diversidad permiten estimar la diversidad bioldgica en cualquiera de sus
diferentes niveles (diversidad genética, de especies y de ecosistemas). La diversidad esta
constituida por el nimero total de especies diferentes presentes en un ecosistema
(riqueza) y la distribucion de los individuos entre estas especies (uniformidad) (Willis,
2019). Para el estudio de la diversidad se han propuesto tres enfoques: (i) La diversidad
alfa (a) que consiste en determinar la diversidad de especies dentro de un habitat e
involucra la riqueza y la uniformidad. Existen varios indices para su determinacién, como
el recuento de especies Unicas presentes en la muestra (Observed features) (riqueza), o
los que contemplan las abundancias que depende de la riqueza y uniformidad, como el
indice de Shannon, que consiste en la probabilidad de seleccionar una especie entre la
poblacion, este da mayor importancia a la riqueza, altos valores de Shannon significan alta
diversidad; y el indice de Simpson que consiste en la probabilidad de seleccionar dos
individuos de una misma especie y da mayor importancia a la uniformidad, altos valores
del indice significan dominancia de una o unas pocas especies (Kim et al., 2017), a su vez
se han propuesto enfoques como el indice de Gini-Simpon (1 - Simpson) para evaluar la
uniformidad (Guiasu & Guiasu, 2010). También existen enfoques basados en la
extrapolacion para medir la diversidad alfa, como la rarefaccion, que consiste en aproximar
el nimero de especies en una muestra aleatoria de individuos tomados de una coleccion
de muestras (Kim et al., 2017). (ii) La diversidad beta (B) la cual permite evaluar la
diferencia en la composicion de especies entre habitats 0 comunidades que se encuentran
espacialmente distanciadas, esta se puede calcular a través de la diferencia total en la
abundancia de especies entre dos sitios, dividido para la abundancia total en cada sitio
(Distancia de Bray-Curtis) y (iii) La diversidad gamma (y) la cual representa la riqueza total
de especies a nivel de paisaje y se involucra la diversidad alfa y beta (Ramette, 2007;
Walters & Martiny, 2020).

La comprensién y conocimiento de la diversidad biolégica de los suelos cacaoteros ain es
limitada, a pesar de la gran diversidad de comunidades microbianas presentes y la
contribucién que tienen en el ciclaje de nutrientes y en la fertilidad del suelo (de Menezes
et al., 2015). El estudio de estas comunidades se puede realizar usando un enfoque
tradicional que implica el aislamiento y cultivo de microorganismos, que desconoce el 99%
de los microorganismos presentes en el ambiente y que no son cultivables (Handelsman
et al., 1998), y mediante metodologias no dependientes de cultivo. Esta Gltima ha permitido

conocer la diversidad de los microbiomas presentes en distintos ambientes usando
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tecnologias de secuenciamiento de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) (Kant
et al., 2020). Se ha establecido desde la era de las 6micas que el reino fungi comprende
entre 11,7 y 13,2 millones de especies, donde actualmente se cuenta con un nimero de
taxones descritos formalmente de aproximadamente 150.000 especies (Phukhamsakda et
al., 2022), esta gran diversidad causa que se deban adoptar estrategias de identificacion

eficientes conforme se desarrollan tecnologias de investigacion (Hu et al., 2022).

Para el analisis de microbiomas es esencial la obtencion de ADN de calidad, el ADN debe
estar integro y libre de contaminantes de proteinas (relacion 260/280, entre 1,8 a 2,2) o de
carbohidratos u otros compuestos (260/230, entre 1,8 a 2,2) y sea amplificable. La
obtencion de ADN de calidad de muestras de suelo depende de mdltiples factores, como
la distribucion heterogénea de células microbianas dentro de los agregados del suelo, la
interaccion de las particulas del suelo, como la arcilla con el ADN (Schneegurt et al., 2003),
la alta presencia de cationes divalentes que actlian como puentes de union entre los
grupos fosfato del ADN y con los aniones de silicatos de los minerales (Lorenz &
Wackernagel, 1994; Kamble & Singh, 2020) que pueden ocurrir durante los procesos de
homogeneizacion de las muestras de suelo durante la lisis celular (Wang et al., 2009).
Adicionalmente, el ADN extraido del suelo puede estar contaminado por acidos himicos y
fulvicos que tienen propiedades quimicas similares a las del ADN, y que son fuertes
inhibidores de las reacciones enzimaticas, como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Wang et al., 2011).

Para el estudio de ecologia y la identificacion taxonémica de los hongos presentes en un
microbioma usando técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas
en inglés) se han desarrollado metodologias como la metataxonémica que se basa en el
secuenciamiento de la amplificacion de un marcador molecular como la regién espaciadora
transcrito interno ribosémico nuclear (ITS, por sus siglas en inglés) del gen rARN. Esta
region esté constituida por las regiones ITS1 e ITS2 que se encuentran separadas por el
gen 5.8S, y esta situada entre los genes 18S (SSU) y 28S (LSU) del gen rARN y su longitud
oscila entre 450 y 800 pb. Debido a su alto grado de variacion en su secuencia, a los
multiples sitios de copia en el genomay a su pequefio tamafio que facilita su secuenciacion
(Tedersoo et al., 2022) hace de la regiéon ITS una herramienta de estudio rapida y
relativamente sencilla frente a otros procesos bioinformaticos (Donovan et al., 2018). Las

aproximaciones taxonomicas se realizan a partir del alineamiento de las secuencias del



Capitulo 2 85

amplicdn obtenidas con las secuencias presentes en las bases de datos como Genbank y
UNITE (Nilsson et al, 2019). El procesamiento bioinformético de los datos de
secuenciacion de ITS esta basado en la reconstruccion de secuencias biologicas exactas
presentes en la muestra, llamadas variantes de secuencia del amplicon (ASV, por sus
siglas en inglés) (Callahan et al., 2017). Inicialmente se debe hacer un control de calidad
de las secuencias y limpieza antes de hacer la reconstruccion de ASVs, para ello,
usualmente se utilizan programas como FastQC (Andrews, 2009) o MultiQC (Ewels et al.,
2016) para el control de calidad, y Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para remover las
lecturas de baja calidad y adaptadores de secuenciacion. Posteriormente, se utilizan flujos
de trabajo o tuberias, como Qiime2 (Bolyen et al., 2018), Phyloseq (McMurdie & Holmes,
2013), MicrobiomeAnalsys (Chong et al., 2020), Microeco (Liu et al., 2021), que se basan
en la construccion de una matriz de frecuencia de ASVs. El uso de estas tuberias permite
realizar andlisis rapidos y determinar indices de diversidad alfa, beta, realizar la
reconstruccion filogenética y el analisis de abundancia diferencial y de coocurrencia, entre
otros (Estaki et al., 2020).

Los estudios reportados sobre el efecto del Cd en la comunidad microbiana de suelos
cacaoteros son pocos y se han centrado en el aislamiento, cultivo e identificacion de cepas
bacterianas presentes en suelos cacaoteros tolerantes a Cd. Por ejemplo, se han realizado
estudios aislando bacterias con alto Cd natural de los departamentos de Arauca, Boyaca,
Santander (Bravo et al., 2018; Feria-Caceres et al., 2022) y Cundinamarca (Cérdoba-
Novoa et al., 2022); y unos pocos usando técnicas independientes de cultivo para suelos
cacaoteros del departamento de Santander (Caceres et al., 2021). La comunidad fangica,
ha sido ain menos explorada, a pesar de que ésta al igual que las bacterias cumplen un
papel importante en el ciclaje de nutrientes, en los procesos de biorremediacién y en la
respuesta rapida a cambios ambientales. Los hongos, por ser organismos eucariontes,
exhiben mecanismos diferentes de tolerancia y supervivencia a concentraciones mas
elevadas de Cd (Mohammadian Fazli., 2015). Adicionalmente, tienen mayor area de accién
debido a que establecen redes miceliales a través de sus hifas que colonizan el suelo y
pueden desencadenar respuestas de defensa en las plantas que les permite tolerar
diferentes tipos de estrés (Zeilinger et al., 2015). Para Colombia, se han identificado
hongos cultivables tolerantes a Cd en suelos cacaoteros de Santander (Guerra Sierra et
al., 2022); también se ha determinado el efecto del Cd en hongos formadores de micorrizas

arbusculares presentes en suelos cacaoteros del municipio de Yacopi (Sandoval Pineda
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etal., 2020). Sin embargo, ala fecha se desconoce el empleo de técnicas de secuenciaciéon
masiva que puedan brindar mas informacién de las comunidades fungicas que habitan
estos ecosistemas cacaoteros contaminados con Cd natural. Esta investigacién tuvo como
objetivo caracterizar la diversidad estructural de las comunidades flngicas presentes en
suelos cacaoteros del municipio de Yacopi-Cundinamarca con diferentes concentraciones
de Cd natural con la finalidad de conocer el efecto del Cd en la estructura y diversidad de

los microbiomas fangicos presentes en estos suelos.

2.3 Materiales y Métodos

2.3.1 Sitio de lainvestigacion y muestreo

El sitio de investigacion se describe en el numeral 1.3.1 del capitulo 1 de este documento.
En cada finca se seleccionaron dos lotes, uno con cultivo de cacao (SCC) y el otro sin
cultivo de cacao (SWC) (para la finca F1 era una zona de relictos de bosque y en la finca
F2y F3 zonas de pastizales). Luego, se identificaron 3 ventanas de observacién para cada
lote SCC y SWC de cada finca y se realizé el muestreo como se describe en el numeral
1.3.2 del capitulo 1. En total se colectaron 36 muestras (24 para SCCy 12 para SWC para
las fincas F1 y F2, para la finca F3 no se tomaron muestras de suelos Rz). Cada muestra
de suelo se tamiz6 en campo con un tamiz de 2 mm y se almacen6 40 g en tubos Falcon
de 50 ml que fueron transportados en neveras con placas de hielo laboratorio de
Agrobiodiversidad de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de

Colombia - Bogota donde se almacenaron a -80°C hasta su uso

2.3.2 Extraccion de ADN y secuenciacion

La extraccion de ADN se llevo a cabo usando 250 mg de suelo y utilizando el kit Dneasy
PowerSoil ProKit (Qiagen., Inc, Hilden, Germany), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente se realiz6 una limpieza con perlas de inmovilizacién reversible
en fase sdlida [SPRI beads, por sus siglas en inglés (Sera-Mag magnetic beads (Cytiva,
Washington, USA)] a una concentracion de 3X, siguiendo la metodologia propuesta por
Quail et al. (2009). La calidad del ADN total extraido se determind utilizando NanoDrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham Massachusetts, EE. UU), la integridad con
electroforesis en gel de agarosa al 0,9% (p/v) a 80 V y la concentracién con Qubit 2.0

(Invitrogen, EE. UU). ElI ADN extraido se us6 para amplificar la region ITS2 usando los
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cebadores ITS3-KYO2 e ITS4-KYO3 (Toju et al., 2012), en total se elaboraron 36 librerias
siguiendo la metodologia propuesta por (Faith et al., 2013), en donde se realizan dos ciclos
de PCR. La primera PCR se basé en el uso de cebadores ITS3-KYO2 e ITS4-KYO3 que
contenian nucle6tidos adicionales que sirvieron como sitio de unién (aproximadamente 430
pb) a un segundo grupo de cebadores que se usé para la segunda PCR. Este segundo
grupo de cebadores contenian las secuencias de multiplexado y adaptadoras a la placa de

secuenciamiento (aproximadamente 530 pb) (Tabla S.2).

La primera PCR se realizé en un volumen final de reaccion de 25 ul (2,5 ul de buffer-Mg
10X, 1,5 yl de MgSO,4 50 mM, 0,2 ul de dNTPs 25 mM (SMOBIO Techonlogy Inc, Taiwan),
0,5 ul (10 uM) de cada uno de los cebadores, 0,1 ul de Platinum™ Taq DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen Carlsbad, CA, EE. UU.), 2 ul (25 ng) de muestra de ADN y 18,20
Ml de agua destilada ultrapura (Invitrogen Carlsbad, CA, EE. UU.). Las condiciones de
reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos, 35 ciclos
de 94°C durante 45 segundos, 55°C durante 60 segundos y 72°C durante 90 segundos,
terminando con un paso de extension final a 72°C durante 10 minutos. El producto de PCR
se us6 como plantilla para la segunda amplificacion (2,5 ul de buffer 10X, 1,5 pl de MgSO.
50 mM, 0,5 pl de dNTP mix 25 mM (SMOBIO Techonlogy Inc, Taiwan.), 1 pl (10 uM) de
cada cebador, 0.1 ul Platihnum™ Tag DNA Polimerasa High Fidelity (Invitrogen Carlsbad,
CA, EE. UU.), 5 ul del producto de PCR y 13,40 ul de agua destilada ultrapura (Invitrogen
Carlsbad, CA, EE. UU.). Las condiciones de reaccién fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos, 12 ciclos de 94°C durante 45 segundos,
55°C durante 60 segundos y 72°C durante 90 segundos, terminando con un paso de
extension final a 72°C durante 10 minutos. Los productos obtenidos se limpiaron con perlas
de inmovilizacion reversible en fase sélida (SPRI beads, por sus siglas en inglés (Sera-
Mag magnetic beads (Cytiva, Washington, USA)) a una concentracion de 1,5X,
posteriormente se cuantificd la concentraciéon usando Qubit 2.0 (Invitrogen) y se realizé un
andlisis de fragmentos de las librerias usando un analizador de fragmentos de High
Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent, USA).

Las librerias obtenidas para la secuenciacibn se mezclaron con una proporcion de una
libreria de ADN phiX v3 (control) de la misma concentracion y se secuencié usando la
plataforma MiSeq (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) utilizando una placa MiSeq v3 (600

ciclos, 2 x 300 sentido pareado) siguiendo las indicaciones del fabricante. El proceso de
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extraccion de ADN y preparacion de las librerias se realizaron en el laboratorio de
Agrobiotecnologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Colombia- Sede Bogota y la secuenciacion se llevé a cabo en la Unidad de Genética y

Resistencia Antimicrobiana de la Universidad El Bosque (UGRA).

2.3.3 Procesamiento de secuencias y analisis estadistico

Para los datos de secuenciacion el control de calidad, y la limpieza de adaptadores se
llevaron a cabo utilizando el software FastQC (Andrews, 2010) y Trimmomatic (Bolger et
al., 2014) respectivamente. Luego utilizando el pipeline de QIIME2 (v2021.11) (Bolyen et
al.,, 2018) se filtr6 por calidad, se removieron las secuencias quiméricas y se hizo la
determinacién de ASV (Secuencia Variante de amplicon, por sus siglas en inglés) con
DADAZ2 (Callahan et al., 2016). Posteriormente se hizo la asignacién taxonomia utilizando
la base de datos UNITE (v8.3) (Nilsson et al., 2019) con el plugin g2-feature-classifier

usando el método de Naive Bayes.

Se determinaron los indices alfa (Observed features, indice de Shannon e indice inverso
de Simpson: Gini-Simpson) y se realizé una prueba de Kruskal-Wallis (p. valor <0,05) para
determinar diferencias a nivel de muestras y se realizé un Analisis de Coordenadas
Principales (PcoA) a partir de la matriz de disimilitud de Bray-Curtis entre las muestras en
QIIME2 (v2021.11). Los analisis de abundancia se realizaron usando las librerias Phyloseq
(McMurdie & Holmes, 2013) y Metacoder (Foster et al., 2017) usando los artefactos
generados por QIIME2. Se construyé un &rbol de calor de abundancia basado en la
asignacion taxondémica a nivel orden usando los algoritmos de Davidson-Harel y Reingold-
Tilford. Para la matriz de arboles de calor se us6 la abundancia a nivel finca y se realizé
una prueba de suma de rangos de Wilcoxon seguido de una correccion de Benjamini-
Hochberg (P. valor<0,05) para probar las diferencias entre las abundancias medias de las

muestras de los érdenes identificados.

Para determinar la abundancia diferencial de géneros entre la F1 y F2 con los recuentos
de abundancias observadas se usé un modelo de distribucién binomial negativa, usando
la libreria edgeR (Robinson et al., 2010) y un modelo multinomial de Dirichlet para inferir
abundancia a partir de conteos, usando la libreria Aldex2 (Fernandes et al., 2014), usando
un valor de cambio de 2 y P. valor<0,01 y P. valor<0,05, respectivamente. El andlisis

discriminante lineal - tamafio del efecto (LEfSe, por sus siglas en inglés) se realiz6 a nivel
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género entre las fincas (F1, F2, F3), el cultivo y las muestras, SCC (Rz, D1, D2) y SWC
(D1) y un P. valor de corte de 0,01 usando la libreria de R MicrobiomeAnalyst (Chong et
al., 2020).

Todas las pruebas estadisticas se realizaron usando el software R Studio 2022.07.1 (R
version 4.1.3).

2.4 Resultados

2.4.1 Extraccion de ADN, amplificacién, preparacion de librerias
metataxdnomicas y secuenciamiento

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de las 36 muestras de suelos obtenidas en este
estudio. En promedio la concentracion de ADN fue de 122,21 ng uL™* con rangos entre 20,1
- 295,8 ng pL* y relaciones de absorbancia promedio de 1,86 (260/280) y 1,49 (260/230)
(Tabla S.3). 25 de las 36 librerias presentaron relaciones de absorbancia 260/230 inferiores
a 1,80, por lo cual se realizo limpieza con perlas de inmovilizacion reversible en fase sélida
a una concentracion de 3X, en el que se obtuvo una pérdida promedio del 19% de la
concentracion de ADN (80,78 ng uL?), pero con relaciones de absorbancia 260/230
mayores, con un promedio de 2,14 siendo todas las muestras de ADN superiores a 1,8,

mientras que la relacién 260/280 no cambiaron, con un promedio 1,86.

De 36 muestras de ADN, 32 amplificaron el marcador ITS2 con el tamafio de banda
esperado tanto en el PCR1 y PCR2. (Fig.2.1). Las muestras que no amplificaron
corresponden a las tres réplicas biol6gicas de la muestra, F3:SWC:D1 y una muestra
F3:SCC:D2. Con la finalidad de verificar el tamafio de los fragmentos esperados, se tomoé
al azar las muestras F2:SCC:Rz:R2, F3:SCC:D1:R1, F2:SWC:D1:R2, F2:SWC:D2:R1, y
se corrieron en un analizador de fragmentos, confirmando el tamafio esperado y calidad
de las muestras para realizar las librerias metagenomicas a secuenciar usando la

plataforma Illumina (Tabla S.4).
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Fig. 2. 1 Amplificacién y construccién de librerias de la region ITS2 del gen rARN en
muestras de suelo. A. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de la amplificacion de la
region ITS2 para las librerias realizadas. Tamafo de la banda esperada: 430-450 pb. B.
Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de la libreria elaborada ITS2 + region adaptadora.
Tamafo de la banda esperada: 530-550 pb. F1: finca F1, F2: Finca F2, F3: Finca F3; SCC:
suelo con cultivo de cacao, SWC: suelo sin cultivo de cacao; Rz: Rizosférico, D1: suelo
profundidad 0-30 cm, D2: suelo profundidad 31-100 cm. numero al final representan
repeticion.

Después de la secuenciacion se obtuvo un total de 9.951.114 lecturas por sentido (forward
y reverse), luego de remover las secuencias adaptadoras y de baja calidad, se obtuvo un
total de 5.468.682 lecturas con una media de 165.718 lecturas por muestra (Tabla S.4) y
una longitud entre 280 y 300 pb. Para identificar el nimero de variantes de secuencia del
amplicén (ASVs, por sus siglas en inglés) se realizé la filtracién con DADA2 y se obtuvo un
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total de 2.653.275 lecturas con una media de 80.402 con méaximo de 218.792 y minimo de
28.235 en 60.558 ASVs, observandose un coeficiente de variacion del 45% de las lecturas
no quiméricas (ASV) (Tabla S.5). En promedio se filtr6 el 62% de las lecturas de entrada
variando entre el 24 y el 80% (Fig. 2.2.A). Las curvas de rarefacciébn mostraron que la
secuenciacion fue suficiente para identificar la diversidad fungica presente en las muestras,
a excepcion de la muestra F1:SWC:D2 la riqueza de observaciones fue superior a 400

alcanzando un maximo de 1.515 observaciones (Fig. 2.3).
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Fig. 2. 2 Recuento de las lecturas de secuenciamiento de cada una de las muestras
después de la limpieza con Trimmomatic (rojo) y lecturas no quiméricas (ASVs) después
de filtrado con DADA2 (azul). F: finca (F1, F2, F3); SCC: Suelo con Cultivo de Cacao, SWC:
Suelo sin Cultivo de Cacao; Rz: Rizosférico, D1: Profundidad 0-30cm, D2: Profundidad de
31-100 cm; R: Repeticion (R1, R2, R3).
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Fig. 2. 3 Curvas de rarefaccion de la riqueza de ASVs discriminadas por finca (F1, F2, F3),
lineas representan cada muestra, colores indican profundidad (rojo: D1, verde: D2, azul:
Rz). F: finca (F1, F2, F3); SCC: Suelo con Cultivo de Cacao, SWC: Suelo sin Cultivo de
Cacao; Rz: Rizosférico, D1: Profundidad 0-30cm, D2: Profundidad de 31-100 cm; R:
Repeticién (R1, R2, R3).

2.4.2 Estructura de la comunidad fungica presente en los suelos
colectados

Para conocer qué tan diversa era la poblacién fingica presente en cada suelo colectado
(diversidad alfa), en términos de riqueza y uniformidad, se determinaron los indices de
rigueza (Observed features), abundancia relativa (Shannon) y la uniformidad (Gini-
Simpson), para cada uno de los factores evaluados: finca (F), lote con y sin cultivo de

cacao (SCCy SWC, respectivamente) y tipo de suelo estudiado (Rz, D1y D2) (Fig. 2.4).

Los resultados obtenidos después de aplicar la prueba de Kruskal-Wallis para cada uno
de los indices evaluados no presentaron diferencias estadisticas a un P. valor < 0,05 [p.
valor = 0,7385 (riqueza); 0,085 (Shannon); y 0,2429 (Gini-Simpson)] (Fig. 2.4.A). El
indicador de riqueza (Observed features) varié entre 358 y 1515, mostrando una tendencia
a presentar mayores conteos en suelos SCC de las fincas F1 y F2 que en los suelos SWC.
En contraste, los suelos SCC en la finca F3 presentaron menores observaciones que en
las fincas F1y F2. El indice de Shannon como estimador de la abundancia vari6 entre 5,59
y 8,70 y presenté una ligera tendencia a ser mayor en SCC. Estos resultados se
corroboraron con la estimacion del Gini-Simpson, en cual varié entre 0,92 y 0,98,
mostrando que la comunidad presente en cada una de las muestras se encuentra

uniformemente distribuida y no hay una dominancia de algunos taxones.
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La diversidad beta permite determinar el cambio en composicién de especies entre sitios
o el grado de diferenciacion que se presenta entre comunidades (Ramette, 2007). En esta
investigacion se calculd la matriz de disimilitud de Bray-Curtis para identificar el
agrupamiento diferencial entre los factores estudiados a través de un andlisis de
coordenadas principales (PcoA). Se observd que entre las muestras se alcanzdé una
representacion del 21,4% en el componente 1, 15,9% en el componente 2 y 8,4% en el
componente 3 (Fig. 2.4.B). Los resultados maostraron agrupacion por fincas, donde los
suelos de las fincas F2 y la F3 son mas similares entre si que los suelos presentes en la
finca F1 (PERMANOVA: R2: 0,200 P. valor < 0,001). Adicionalmente, para la finca F1 se
observd que las muestras de suelo con cacao (SCC) se separaron de las muestras de
suelo sin cultivo de cacao (SWC) formando dos conglomerados, contrario a lo observado
en las fincas F2 y F3. En la finca F2 a diferencia de la finca F1, en los suelos SCC Rzy D1
se separaron del D2 (Fig. 2.4.B).
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Fig. 2. 4 Analisis y diversidad de la comunidad fangica presente en suelos con y sin cultivo
de cacao (SCC y SWC, respectivamente) a diferentes profundidades D1: 0- 30 cm y D2:
31-100 cm) y suelo rizosférico (Rz) de plantas de cacao en las tres fincas seleccionadas.
A. indices de diversidad alfa. P. valores de la prueba de Kruskal-Wallis por indice se
muestran, (n=3). B. Diversidad Beta, PCoA basado en la matriz de distancia de Bray-Curtis,
las varianzas en los ejes de ordenacion se muestran en los tres ejes en paréntesis. Las
fincas F1, F2 y F3 se muestran en colores rojo, verde, azul respectivamente, las muestras
de suelo Rz, D1y D2 se muestran como triangulos, circulos y cuadrados respectivamente.

Para determinar el grado de disimilitud entre comunidades presentes en los suelos
evaluados se elaboraron diagramas de venn usando ASVs identificados en cada factor
evaluado (Fig. 2.5). Se observo que de los 16.589 ASVs reconstruidos por DADA2 439 se
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comparten entre las tres fincas (Fig. 2.5.A), y 1.438 se comparten en al menos dos de las
fincas y 6.097 en la finca F1, presentado el valor més alto. Al realizar la comparacion entre
muestras SCC y SWC el 8% se comparte entre ambas muestras, encontrando también
mayor nimero de ASVs en SCC (Fig. 2.5.B). También se elaboraron por finca y SCC,
diagramas de venn para la Finca F1 (Fig. 2.5.C) y F2 (Fig. 2.5.D), en la finca F1 se observo
el mayor nimero de ASVs se presentd en D1 (3.494) > Rz (2.791) > D2 (2.299), 382 ASVs
se compartieron en el suelo Rz, D1 y D2, mientras que 1.467 se compartieron entre D1y
D2, el mayor numero de ASVs Unicos se presento en el suelo rizosférico (2.028), seguido
de D1 (1.489). En la finca F2, se presentd el mismo comportamiento en ASVs presentados
D1 (2.735) > Rz (2.399) > D2 (1.253); 70 ASVs se compartieron entre los tres tipos de
suelo, 643 entre D1y D2, el mayor nUmero de ASVs Unicos por tipo de muestra se presentd
en D1 (1.997), seguido por Rz (1.656).
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Fig. 2.5 A. Diagramas de venn de los ASVs agrupando por finca (F1, F2, F3). B. Diagramas
de venn de los ASVs agrupando por tipo de cultivo (SCC: Suelo cultivo cacao, SWC: Suelo
sin cultivo cacao). C. Diagramas de venn de los ASVs agrupados por tipo de suelo (Rz:
Rizosférico, D1: 0-30 cm, D2: 31-100 cm) en la finca F1. D. Diagramas de venn de los
ASVs agrupados por tipo de suelo (Rz: Rizosférico, D1: 0-30 cm, D2: 31-100 cm) en la
finca F2.
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2.4.3 Asignacion taxondmicay abundancia relativa

Con la finalidad de realizar la identificacién taxondmica a nivel global de las comunidades
fungicas presentes en las muestras de suelo colectadas se us6 la base de datos de UNITE
ver 8.3 (Abarenkov et al., 2021), donde se asignaron 16.589 ASVs en 2.028.684 lecturas
(secuencias no quimeéricas) obtenidas. Distribuyéndose 2.123 a nivel especie, 546 género,
541 familia, 876 orden, 619 clase, 973 phylum y el restante, 10.319, se asignd Unicamente
a nivel reino (Fig. 2.6). Adicionalmente, se realiz6 un analisis de prevalencia de los taxones
identificados a nivel phylum con relacion a los conteos obtenidos (abundacia relativa). Se
encontré que los phylum de mayor abundancia pertenecen al phylum Ascomycota (68%)
y, Basidiomycota (25%), mientras los phylum Chytridiomycota, Entorrihizomycota,
Glomeromycota, Kickxellomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota y Rozellomycota
presentaron una abundancia menor al 5% (Fig. 2.7.).
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Fig. 2. 6 Porcentaje de lecturas no quiméricas y ASVs asignados en siete niveles
taxondmicos usando la base de datos de UNITE (v8.3) (Nilsson et al., 2019). Las barras
amarillas indican namero de lecturas obtenidas por DADA2, las barras naranjas indican
ASVs asignados y los, numeros colocados en la parte superior, indican el recuento
obtenido
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Fig. 2. 7 Prevalencia de taxones fungicos a nivel Phylum en todas las muestras de suelo
colectadas versus recuento total de la abundancia relativa asignada para cada taxon
identificado.

Una vez realizada la identificacion taxonémica y la prevalencia de los ASVs a nivel phylum
se elabor6 una representacion del arbol de calor con base en las relaciones filogenéticas
de los ASVs hasta nivel orden de manera global (Fig. 2.8) y por finca (F1, F2 y F3) (Fig
2.9). Se identificaron en el phylum Ascomycota 59 érdenes, donde los mas abundantes
(>50 conteos) fueron Hypocreales, Xylariales, Sordariales (clase Sordariomycetes),
Pleosporales, Capnodiales, Venturailes (clase Dothideomycetes), Chaetothyriales,
Eurotiales, Onygenales (clase Eurotiomycetes) y otras clases menos abundantes como
Lecanoromycetes, Leotiomycetes, Pezizomycetes, Saccharomycetes. En el phylum
Basidiomycota se encontrarbn 38 6rdenes donde la clase mas abundante fue
Agaricomycetes con 6rdenes con conteos mayores a 50 como Agaricales, Polyporales,
Auriculariales; se observaron otras clases menos abundantes como Microbotryomycetes,
Tremellomycetes, Geminibasidiomycetes, Dacrymycetes, Wallemiomycetes,
Cystobasidiomycetes, Atractiellomycetes. En cuanto a los Chytridiomycota se encontraron
clases como Rhuzophydiomycetes, Cladochytriomycetes, Spizellomycetes,
Chrytridiomycetes. Del Phylum Glomeromycota se encontrar6n clases como

Archaeosporomycetes, Glomeromycetes, Paraglomeromycetes (Fig. 2.8).
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Fig. 2. 8 Representacion de arbol de calor de la abundancia relativa de los ASV asignados
a nivel de orden. Etiqueta del nodo, nombre del taxdn; tamafio del nodo, nimero de ASVs;
color del nodo, abundancia del orden indicado (de gris a verde, como se indica en la escala
de colores).

Los resultados del arbol de calor de los ASVs a nivel de orden por finca se analizaron
comparando las abundancias encontradas entre las fincas F2 con F1; F3 con F1y F2 con
F3, donde el color gris es la abundancia que se comparte entre las fincas y los colores

indican el nivel de abundancia, siendo mayor el azul con respecto al color café (Fig. 2.9).



Capitulo 2 99

F2 F3

N\
g
4

Nodes

-3 1

A o o
-1 — 1780
0 — 4000
1 — 7100

2‘11100
3 16000 o=

Z4d

Log2 ratio median proportions
Number of ASVs

Fig. 2. 9 Comparacion de la abundancia relativa presente C. Matriz de representacion de
comparacion de abundancia fangica a nivel taxonémico de orden en arbol de calor a nivel
finca (F1, F2, F3). El &rbol de color gris representa el arbol base de diversidad. Color
marrén representa la rama y el nodo con mayor abundancia en la finca descrita en la
parte superior (F2 o F3), color azul representa la rama y el nodo con mayor abundancia
en la finca descrita en la parte derecha (F1 o F2). Etiqueta del nodo, nombre del taxén;
Relacion Log2, numero de ASVs.

2.4.4 Analisis de abundancia diferencial

Se realiz6 un analisis de abundancia diferencial usando las librerias edgeR y Aldex2 entre

las fincas F1 y F2 de los suelos SCC para identificar a nivel género, los hongos que
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presentan mayor abundancia (Fig. 2.10). Con edgeR se presentaron 72 géneros con mayor
abundancia diferencial en la finca F2 y 51 para la finca F1 usando un Fold Change de 2 y
p. valor<0,001 (Fig 2.10.A). Para F1, se encontraron géneros como Plectosphaerella,
Tetracladium e Hypoxylon que mostraron un valor de Fold Change > 4; Microdochium,
Sarocladium, Cylindrocladiella, Xylaria, Bisifusarium, Beauveria, Cladosporium,
Cyclindrocarpon, Clonostachys, Scytalidium, Myrmecridium, Fusarium, Pochonia
mostraron un valor de Fold change > 2 (Fig 2.10.B). Al usar la libreria Aldex2 se
encontraron 52 géneros con mayor abundancia diferencial en F2 y 16 para la F1 usando
el mismo parametro de valor de cambio de 2 con la diferencia que en este se us6 un P.
valor<0,05 (Fig. 2.10.C), se encontraron 15 géneros con un valor de diferencia mayor a 4,
con géneros como Minutisphaera, un género de la clase Plectosphaerellaceae, tres de la
clase Nectriaceae, Cyberlindnera, Plectosphaerella, Trichoderma, Neoidriella,
Ceratocystis, Beauveria, Microdochium, Porodiplodia y Bisifusarium (Fig. 2.10.D).
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Fig. 2. 10 Andlisis de abundancia diferencial de géneros fungicos entre fincas con
diferentes concentraciones de Cd total (Finca 1: 7.35 mg kg™*) y Finca 2 (1.62 mg kg*) A.
Volcano plot de edgeR basado en un conteo de transformacion log2 y un p. valor <

0.001. B. Log Fold Change de los géneros encontrados diferencialmente abundantes C.
Volcano plot de Aldex2 basado en un conteo de transformacién log2 y un p valor < 0.05.
D. Log Fold Change de los géneros encontrados diferencialmente abundantes con
Aldex2.

Con la finalidad de evaluar la abundancia de los géneros en el tipo de cultivo (SCC y SWC)
y tipos de suelos (Rz, D1, D2) de las muestras colectadas en cada finca, se realiz6 un
andlisis discriminante lineal - tamafio del efecto (LEfSE, por sus siglas en inglés) (Fig. 2.11)
gue determina las unidades taxondmicas que tienen mas probabilidades de explicar las
diferencias entre las muestras (Segata et al., 2011). Se observaron 30 géneros que
representaban mejor el modelo (LDA score > 2,0). Se observo para la finca F1 que géneros
como Fusarium, Roussoella, Ceratocystis, Clonostachys, Myrothecium, Bisifusarium,
Xylodon fueron més abundantes en las muestras de D1 de SCC que en D1 SWC, mientras

gue géneros como Mortierella, Cladorrhinum, Pestalotiopsis y Penicillifer fueron mas



10z Andlisis del microbioma fangico presente en diferentes tipos de suelos
cacaoteros con cadmio en el municipio de Yacopi - Cundinamarca

abundantes en SWC de la finca F1. Al contrastar las muestras por tipo de cultivo en SCC
de la finca F1 se observé que 10 géneros estuvieron presentes en las muestras de suelos
rizosférico y no rizosférico con variaciones en la abundancia, y géneros como Beauveria,
Bionectria y Xylodon estaban presentes sélo en suelos no rizosféricos. Para la finca F2
géneros como Mortierella, Pestalotiopsis, Bionectria, Penicillifer y Xylodon fueron mas
abundantes en los suelos D1 de SCC, por su parte en los suelos D1 de SWC fueron mas
abundantes géneros como Leptodiscella y Ochroconis. A diferencia de la finca F1, se
encontraron mayor numero de géneros presentes solo en suelos rizosféricos, como
Fusarium, Rousoella, Striaticonidium, Monocillium, Minutisphaera. También se
encontraron géneros como Mortierella, Cladorrhinum, Penicillium, Westerdykella,
Bionectria, Myrothecium, Scedosporium, Saitozyma, Penicillifer y Xylodon que se
presentaron en las muestras Rz y D1, pero no en D2 de SCC.
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Fig. 2. 11 Andlisis discriminante lineal - Tamafio del efecto (LefSe) a nivel género. La
escala de color representa la abundancia relativa de cada género por muestra. F1: Finca
1, F2: Finca 2, F3: Finca 3; SCC: Suelo con cultivo de cacao, SWC: suelo sin cultivo de
cacao; Rz: suelo Rizosférico; D1: suelo 0-30 cm, D2: suelo 31-100 cm.

2.5 Discusion

2.5.1 Extraccion de ADN y secuenciacimiento

En este estudi6 se observd que la calidad del ADN extraido inicialmente presento

relaciones 260/230 inferiores a 1,8 mostrando la presencia de contaminantes provenientes

del suelo que pueden afectar los resultados y el analisis. Esto debido a que la integridad y

la calidad del ADN son componentes fundamentales para el éxito en los estudios de
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metagenodmica y metataxondmica (Felczykowska et al., 2015). Durante el proceso de
extraccion de ADN se realizdé un lavado con perlas de inmovilizacion reversible en fase
sélida que permitié obtener mejores relaciones de absorbancia (260/280 y 260/230), lo que
indica que el uso de las perlas fue efectivo para mejorar la calidad del ADN. En este
proceso los &cidos nucleicos quedan inmovilizados al unirse a las perlas por afinidad,
mientras se realizan varios lavados para remover particulas del suelo como arcillas,
cationes divalentes, aniones de silicato, acidos fulvicos y hdmicos que se suelen
homogeneizar durante la lisis celular y que durante los procesos de precipitacion y limpieza
permanecen unidos al ADN (Wang et al., 2009). La presencia de estas particulas en la
muestra de ADN llega a ser fuertes inhibidores de las reacciones enzimaticas, como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Wang et al., 2011). Sin embargo, a pesar del
proceso de limpieza realizada en todas las muestras de ADN extraidas, para 4 muestras
no fue posible obtener la totalidad de las librerias planteadas, posiblemente causado por

la presencia de contaminantes que no pudieron ser removidos de la muestra.

En esta investigacion, se utilizd el marcador molecular ITS2 de la region rARN para
caracterizar la estructura de la comunidad fangica presente en los suelos colectados. Los
procesos de amplificacion de la region ITS2 realizado con los cebadores ITS3-KYO2 e
ITS4-KYO3 mostraron un amplicén de aproximadamente 450 pb, que es correspondiente
a lo reportado por Toju et al. (2012); a su vez se logrd adicionar al amplicon a través de
una segunda PCR con las secuencias adaptadoras encontrando un fragmento de
secuenciacion de 530 pb aproximadamente. Esta metodologia puede ser una alternativa
de uso frente a propuestas comerciales de construccién de librerias para estudios
metataxonémicos que usan la tecnologia lllumina para la secuenciacion. Se seleccion6 el
marcador ITS2, porque al igual que el marcador ITS1 han sido utilizados como cédigos de
barras del reino fungi debido a su alta variabilidad interespecifica, sitios conservados y
multiples copias presentes en la célula (Raja et al., 2017). Por lo tanto, ambos marcadores
se han utilizado en la identificacion taxonomica de cultivos puros y de muestras
ambientales, asi como la descripcion de la diversidad y las estructuras comunitarias de
hongos en distintos ambientes (Nilsson et al., 2019). Sin embargo, la region ITS2 ha
presentado ventajas en los estudios metataxonémicos frente a ITS1 ya que se ha
demostrado que este puede ser 64% menos variable que la region ITS1 (Blaalid et al.,
2013).
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Se secuenciaron lecturas de 300 pb en sentido directo (Forward) e inverso (Reverse),
usando la plataforma MiSeq de lllumina (San Diego, CA, USA) de la region ITS2 del gen
rARN donde se observé una amplia variacion de lecturas (75%), encontrdndose conteos
menores a 100.000 hasta superiores a 500.000 lecturas. Estas fuentes de variabilidad
pueden conducir la sub y sobrerepresentatividad de la informacion contenida en las
librerias secuenciadas, que pueden sesgar el andlisis de abundancia al confrontar los
conteos (Cameron et al., 2020). Por otro lado, el 62% de lecturas obtenidas luego de la
secuenciacién fueron filtradas por DADA2 previo a la reconstrucciéon de los ASVs. Este alto
porcentaje de pérdida pudo deberse al grado de variacion del amplicon (De Filippis et al.,
2017; Hu et al. 2022), a diferentes especificidades de unién de cebadores producto del
grado de degeneracion del cebador (Silverman et al., 2021) o a la fragmentacion a 300 pb
para la secuenciacién gue pudo causar un alto porcentaje de error en el modelo de DADA2

para la reconstruccion de ASVs.

A pesar de este porcentaje de pérdida, las curvas de rarefaccidbn mostraron que los ASVs
reconstruidos representan la comunidad presente en cada una de las muestras. A su vez
al comparar el nimero de especies diferentes (riqueza) encontrada en cada una de las tres
repeticiones colectas por sitio de muestreo, se observé que fue variable. Esto puede
deberse a que la variacion en la diversidad microbiana es mas heterogénea cuando las
muestras son mas pequefias (repeticiones), por lo cual se debe considerar un mayor

namero de muestras (repeticiones) (Lombard et al., 2011).

2.5.2 Estructura de la comunidad fungica presente en suelos
cacaoteros

En este estudio se caracterizé la estructura de los microbiomas flngicos presentes en
suelos rizoséricos y no rizosféricos con diferentes niveles de Cd natural y propiedades
fisicoquimicas. Esta diversidad estructural se determind al interior de cada muestra
colectada (diversidad alfa) y entre muestras (diversidad Beta), teniendo en cuenta las
variables Finca (F1, F2, F3), Tipo de cultivo: con (SCC) o sin cacao (SWS) y tipo de suelo
Rz o no Rz a diferentes profundidades D1 y D2. Los resultados obtenidos al realizar la
prueba estadistica de Kruskal Wallis en los indices de diversidad alfa evaluados (Observed
features, Shannon y Gini-Simpson) mostraron que no hay evidencia estadistica para
determinar cudl de las variables evaluadas (finca, tipo de cultivo o suelo) estaba afectando

la riqueza, abundancia y uniformidad de las poblaciones de hongos presentes en las
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muestras analizadas. Sin embargo, se encontrd que la rigueza era alta especialmente en
los suelos con cultivo de cacao (SCC) (Observed Features) y también que la distribucion
de las poblaciones fangicas era uniforme (indice de Shannon y Gini-Simpson). El encontrar
una gran diversidad de hongos en estos suelos se puede explicar debido a que los hongos
son miembros ubicuos de los entornos ambientales y tienen alta capacidad de resiliencia
y adaptacion especialmente bajo una o varias variables de presion de seleccién que
permanecen de forma continua en el tiempo como la presencia de Cd natural en estos
suelos. Se ha reportado que los hongos suelen convertirse en un reino dominante en
ambientes ricos en metales pesados o contaminados por los mismos (Mohammadian Fazli
et al., 2015) por lo que pueden encontrarse una diversidad equilibrada como la encontrada
en este estudio (indice de Shannon > 6, indice de Gini-Simpson > 0,94). Otros reportes
como el de Guo et al. (2022), donde caracterizaron las comunidades fungicas presentes
en suelos de arrozales contaminados con Cd y Cu, tampoco encontraron diferencias
significativas en los indices de diversidad alfa entre los suelos con y sin contaminacion,
pero si encontraron una tendencia en donde la diversidad aumentaba en suelos con mayor
concentracion de Cd. Por otro lado, Sun et al. (2022) en suelos rizosféricos de Panax
ginseng contaminados con Cd evidenci6 que la diversidad de la comunidad fungica es mas

estable a diferentes concentraciones de Cd en el suelo que la comunidad bacteriana.

Al observar el andlisis de coordenadas principales (PCoA) que us6 la matriz de distancias
de Bray-Curtis (Fig. 2.3.B), que utiliza la abundancia o recuento de ASVs que se comparten
0 no entre dos muestras (Ricotta & Podani, 2017), se encontré que las comunidades
fungicas presentes en los suelos de la finca F1 se agruparon de manera diferente a las
comunidades flngicas presentes en los suelos de las fincas F2 y F3. Esto se podria
explicar con base a las condiciones particulares de la finca F1, en cuanto a las propiedades
fisicoguimicas y mayor concentracion de Cdt y Cdd que presentan estos suelos. Se ha
reportado que propiedades como la materia organica, el pH (Deng et al., 2022) y la
presencia de concentraciones variables de Cd en el suelo pueden afectar la estructura de
la comunidad microbiana causando presién de seleccién en los microbiomas que habitan
el suelo donde se cultiva Ginseng, y estos cambios son mas fuertes en los microbiomas
bacterianos que los fungicos (Sun et al., 2022). Para las comunidades de hongos
formadores de micorrizas arbusculares de suelos cacaoteros del municipio de Yacopi,
también se encontré que concentraciones altas de Cd afecta negativamente la diversidad

de morfotipos encontrados en estos suelos (Sandoval Pineda et al., 2020) al igual que para
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el microbioma bacteriano de suelos cacaoteros de Santander con concentraciones de Cd
naturales (Céceres et al., 2021). En esta investigacion, también se observé que existe un
distanciamiento entre las muestras SCC y SWC, sugiriendo que el cultivo de cacao también
tiene un efecto en la seleccion de especies fungicas. Esto se ha discutido por Compant et
al. (2019), Song et al. (2020), Trivedi et al. (2022) y otros autores en el que afirman que las
plantas de cultivo ejercen cambios quimicos en el suelo que han permitido la seleccion de

microorganismos, afectado la estructura de la comunidad microbiana.

Al realizar diagramas de venn para determinar el grado de disimilitud de la comunidad
fungica presente en los suelos evaluados soporta lo encontrado en los analisis de PCoA.
De 16.589 ASVs reconstruidos por DADA2, a nivel finca, se encontr6 que el 88% de los
ASVs no se comparten entre las fincas y el 36% solo estaban presentes en la finca F1, lo
gue podrian indicar que la exposicibn al Cd induce cambios en las poblaciones
microbianas. Boros-Lajszner et al. (2021) ha sugerido que la presencia de Cd en el suelo
causa que se encuentren mayor diversidad de microorganismos de crecimiento rapido en
comparacion a aquellos microorganismos que presentan crecimiento lento. También se
determind el nimero de ASVs fue mayor en los suelos SCC (11.839) que en SWC (2.855),
esto puede estar relacionado a que el cultivo de cacao se establece bajo un sistema
agroforestal donde se almacenan grandes cantidades biomasa vegetal de desecho, como
la hojarasca y que es una fuente principal en carbono y nitrégeno (Zaia et al., 2012) y, por
lo tanto, actia como fuente de alimentacion para los microorganismos presentes en el
suelo (Hossain et al.,, 2011). Esto adicionado a los exudados de las raices de cacao
provocan cambios estructurales en la microbiota del suelo que pueden inducir aumento de
la diversidad y la aparicion de nuevas especies (Arévalo-Gardini et al., 2020). Estas
condiciones son diferentes a las que pueden darse bajo otras coberturas vegetales como

los pastos y los relictos de bosques observados en SWC.

Por otro lado, al contrastar los tipos de suelos Rzy no Rz (D1 y D2) de la fincaFl1y F2, se
observo que hay diferencias entre las comunidades fangicas presentes en suelos Rz y no
Rz. También se evidencié que hay mayor nUmero de ASVs Unicos para suelos Rz en la F1
(2.028) y que este valor fue 1,2 veces mayor con lo reportado para suelos Rz en la F2
(1.656). Adicionalmente, se encontré que el nimero de ASVs Unicos en la finca F1 fue
mayor en las muestras de suelo rizosférico (2.028) que en no rizosférico (D1: 1489, D2:

225). Con base en lo reportado en la literatura, estos valores pueden cambiar de acuerdo
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al tipo de suelo y cultivo analizado. Por ejemplo, en suelos Rz y no Rz de variedades de
trigo (Triticum sativum L.) se observé mayor riqueza en suelos no Rz frente a suelos Rz
(Ggozo et al., 2020), pero estos resultados son contrastantes con los reportados en suelos
Rz y no Rz de pimienta negra (Piper nigrum L.) donde se encontré mayor riqueza en suelos
rizosféricos (Li et al., 2016). Esto sugiere que la diversidad fungica del suelo puede verse
modificada por el tipo de suelo, la especie que se cultiva y las practicas agronémicas
(Soonvald et al., 2020).

2.5.3 Asignacion taxondémica

Después de revisar la calidad de las secuencias del ITS2 obtenidas en esta investigacion,
éstas se alinearon con las secuencias completas de ITS almacenadas en la base de datos
de UNITE. Se identificaron 16.589 ASVs en 2.028.684 lecturas no quiméricas y de estas
solo el 26% de los ASVs tuvieron una asignacion taxonémica, en las que el 62% de las
lecturas asignadas quedaron agrupadas en el nivel de Phylum. La baja asighacién
taxondmica podria deberse al desconocimiento de los hongos presentes en los suelos
cacaoteros de Yacopi, Cundinamarca, ya que si bien la base de datos de UNITE utiliza la
clasificacion taxonémica de NCBI, Index Fungorum y MycoBank y contiene 8.395.383 de
secuencias curadas y ha sido ampliamente utilizada para identificacion de microbiomas
fungicos (Phukhamsakda et al., 2022), puede existir una preferencia de las secuencias
almacenadas en las bases de datos de hongos estudiados en el continente Europeo.
Menolli & Sanchez-Garcia (2020) afirman que las areas tropicales son particularmente
ricas en diversidad de hongos que aun son inexplorados y esto podria corresponder al bajo

nivel de asignacién taxonémica encontrada en este estudio.

A su vez la alta pérdida de secuencias en la reconstruccion de ASVs y la baja asignacion
taxondmica obtenida en este estudio sugiere que la longitud del marcador ITS2 podria
presentar inconvenientes a la hora de estudiar la comunidad fungica, por lo que podria
abordarse en otros estudios el uso del marcador ITS2 acompafado de otros marcadores
moleculares como la subunidad del 18S o 28S del gen del rRNA para favorecer la
consistencia del marcador y mejorar la resolucion al realizar la asignaciéon taxonémica (Toju
et al., 2012).
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2.5.4 Abundancia relativa

De los 16.589 ASVs identificados se encontr6 que Ascomycota fue el phylum mas
abundante (68%) seguido de Basidiomycota (25%), proporciéon que es comun en suelos,
debido a que los Ascomycota pueden tener mayor plasticidad para resistir a multiples
condiciones ambientales y pueden utilizar una mayor cantidad de recursos, lo que lleva a
estrategias mas generalistas que pueden contribuir a su mayor dominio en los suelos (Egidi
et al., 2019). En general estos Phylum juegan un papel importante en la estabilidad del
suelo, puesto que tienen gran participacion en la descomposicion de la biomasa vegetal y
las interacciones enddfitas con las plantas, siendo impulsores importantes del ciclo del
carbono y el nitrégeno (Challacombe et al., 2019). Ademas, presentan mecanismos de
adaptacion a condiciones de estrés, como las altas concentraciones de metales pesados
debido a su capacidad para desintoxicar estos compuestos mediante varios mecanismaos,
como la adsorcién en la pared celular, inmovilizacién utilizando compuestos quelantes
extracelulares y la bioacumulacién y compartimentalizacién en organelos como la vacuola
(Priyadarshini et al., 2021; Gajewska et al., 2022).

También se observaron otros phylum en menor proporcion como Chytridiomycota,
Entorrihizomycota, Glomeromycota, Kickxellomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota y
Rozellomycota. Schadt & Rosling (2015) sugieren que estos phylum suelen estar
subestimados en este tipo de experimentos puesto que estan poco amplificados con los

cebadores ITS universales al tener menor especificidad (Toju et al., 2012).

A nivel de orden se determinarén 59 de los Ascomycota de los cuales 9 fueron los que
mayor abundancia relativa en la finca F1. Ordenes como Hypocreales, Pleosporales y
Capnodiales y han sido reportado por exhibir mecanismos de tolerancia al estrés por
metales pesados (Torres-Cruz et al., 2018; Vacar et al.,, 2021; Passarini et al., 2022).
También se observd mayor abundancia en la finca F1 el orden Glomerales
(Glomeromycota) este es uno de los principales érdenes especializados en formar
micorrizas arbusculares en las plantas y se ha demostrado que algunas especies de
Glomerales pueden aumentar la tolerancia de las plantas a los metales pesados al
inmovilizar los metales en la pared celular del hongo, en las raices o directamente en la
rizosfera, reduciendo asi su disponibilidad (Sanchez-Castro et al., 2017). Sandoval Pineda
et al. (2020) encontraron en suelos cacaoteros con altos niveles de Cd y Zn que el 6rden

Glomerales la alta presencia de Cd en suelos cacaoteros resultaba en menor diversidad,
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pero se observaron algunos tipos de Glomerales como Rhizoglomus sp. y Claroideoglomus

etunicatum una alta abundancia a altas concentraciones de Cd

2.5.5 Abundancia diferencial

Con el fin de identificar géneros diferencialmente abundantes entre los suelos SCC de las
fincas F1y F2, partiendo de la diferencia de concentraciéon de Cd (>5 mg kg y <2 mg kg
1, respectivamente) se usé una estrategia de andlisis de abundancia diferencial a través
de un modelo de recuento de abundancias observadas utilizando una distribucién binomial
negativa, usando la libreria edgeR (Robinson et al., 2010) y un modelo multinomial de
Dirichlet para inferir abundancia a partir de conteos, usando la libreria Aldex2 (Fernandes
et al., 2014). edgeR encontr6 mayor nimero de géneros abundantemente diferentes, 72
géneros para la finca F2 (Fold Change < -2) y 51 para la finca F1 (Fold Change > 2),
mientras que Aldex2 encontrd 52 géneros con los mismos fold Change para la finca F2 y
16 en F1. El uso de estos modelos contribuye a la identificacion de taxones que pueden
estar adaptados a estas condiciones con mayor facilidad en comparacion con el uso de
otras técnicas (Lin & Peddada, 2020).

Ambos resultados son capaces de explicar la observacion de géneros que podrian estar
adaptados a las condiciones fisicoquimicas del suelo, como las concentraciones
contrastantes de Cd, puesto que estas condiciones causan que los microorganismos
sensibles a la toxicidad de los metales sean menos abundantes, mientras que las especies
gue pueden desarrollar mecanismos de tolerancia a altas concentraciones de Cd se

vuelven predominantes (Guo et al., 2017).

Entre los géneros que presentaron mayor abundancia diferencial en la finca F1 se
encontraron géneros que han sido reportados como tolerantes a Cd en otras
investigaciones. Géneros del 6rden Xylariales como Hypoxylon ha sido reportado como un
microorganismo que puede quelar metales pesados a través de la secrecion de sideroforos
(Tamariz-Angeles et al., 2021), Microdochium que en condiciones in vitro ha mostrado
tolerancia a Cd hasta concentraciones de 414 mg L. A su vez, la familia mas abundante
encontrada en este estudio fue la Nectricaceae, que es concordante con estudios como el
de Mohammadian Fazli et al. (2015) y Abdel-Azeem (2015) realizados en suelos
contaminados con metales pesados que a nivel de géneros encontraron la presencia de

Fusarium, Bisifusarium, Rectifusarium. Existen reportes en especies de Fusarium como F.
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Solani (Kumar et al., 2019), F. avenaceum, F. culmorum, F. moniliforme, F. poae (Ngu et
al., 1998), F. oxysporum (Sandoval Cardenas et al., 2017) F. graminearum (Nicaise et al.,
2022) que exhiben alta tolerancia y amplia capacidad de adaptacion a Cd. Shadmani et al.
(2021) reportaron tolerancia de algunos aislamiento de Fusarium superiores a 1000 mg L-
1 en condiciones in vitro, mostrando este género como uno de los de mayor capacidad de

adaptacion a altas concentraciones de Cd.

Otros géneros diferencialmente abundantes en la finca F1 como Beauveria, Clonostachys,
Mortierella, Acremonium, Cladosporium, han sido encontrados en otros estudios, como el
de Solis-Hernandez et al., 2022) que evaluaron suelos mineros contaminados con niveles
de Cd entre 14 y 64 mg kg™. Por lo tanto la identificacion de estos géneros y otros
encontrados en este estudio permite abordar mas estrechamente microorganismos que
pueden contar con mecanismos de tolerancia a altas concentraciones de Cd en sistemas

suelo.

Al realizar el andlisis discriminante lineal - tamafio del efecto (LEfSE, por sus siglas en
inglés) para observar la abundancia relativa por tipo de cultivo (SCC y SWC, en la
profundidad D1) y tipo de suelo (Rz, D1 y D2, en SCC) en los géneros fungicos. Los
resultados indicaron que 14 de 31 géneros determinados estuvieron presentes en todos
los tipos de suelos de SCC de la finca F1, mostrando una presencia no dependiente de
laprofundidad del suelo determinado. Que al observar los géneros diferencialmente
abundantes, como Fusarium, Rousoella, Ceratocystis, Plectosphaerella, Clonostachys,
Minutisphaera, Porodiplodia, Hypoxylon y Bisifusarium mostraron estar presentes en Rz,
D1 y D2 con abundancias relativas similares, esta amplia presencia sugiere la evidencia
de una vasta red de hifas, una alta relacion area superficial/volumen y tolerancia a Cd de

estos géneros encontrados (Akhtar & Mannan, 2020).

2.6 Conclusiones

1 Los indices de diversidad alfa no presentaron diferencias significativas en los
factores analizados, finca (F1, F2 y F3), tipo de cultivo (SCC y SWC) y tipo de suelo
analizado (Rz y no Rz: D1y D2), lo que indica que todas las muestras presentaron
una riqueza, abundancia relativa de ASVs y uniformidad. Sin embargo, present6

mayor rigueza y abundancia en los suelos SCC que en los SWC.
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1 Los indices diversidad beta mostraron que existe una diferenciacion de los ASVs
presentes en las fincas evaluadas, siendo la finca F1 mas distantes a las fincas F2
y F3, mostrando que la estructura de la comunidad fungica presente en los suelos
de la finca F1, que presenta mayor contenido de Cd, es diferente a las encontradas
en las fincas F2 y F3 con menor contenido de Cd. Adicionalmente, los ASVs
presentes en los suelos SCC de la F1 fueron diferentes a los ASVs presentes en
suelos SWC.

1 Enlos suelos de la F1 se determinaron mayor riqueza de ASVs Unicos comparados
con los suelos de las fincas F2 y F3. Adicionalmente, los ASVs del suelo Rz de la
F1 fue mayor que lo encontrado en los suelos no Rz. Por otro lado, el suelo con
cultivo presentd mayor numero de ASVs en suelos SCC.

1 Se encontré que Ascomycota fue el phylum méas abundante con el 68% seguido de
Basidiomycota con 25%, donde los 6rdenes Hypocreales, Pleosporales y
Capnodiales fueron los mas abundantes. Algunos de los géneros pertenecientes a
estos ordenes han sido reportados por tolerar metales pesados.

1 Los andlisis de abundancia diferencial mostraron 51 (EdgeR) y 16 géneros (Aldex2)
gue podrian presentar tolerancia al Cd presentes en suelos cacaoteros de los
cuales se destacan los géneros Hypoxylon, Microdochium, Xylaria y la familia
Nectriaceae, taxones que también han sido reportados como tolerantes a metales

pesados.
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3.Capitulo 3: Efecto de las caracteristicas
fisicas, quimicas y concentraciones de Cd
presente en suelos cacaoteros sobre la
diversidad estructural de las comunidades
fungicas

3.1 Resumen

La diversidad y actividad fangica en el suelo esta regulada por varios factores como la
biomasa vegetal, la presencia de otros organismos, factores abioticos, las propiedades
fisicas y quimicas del suelo, incluido la presencia de metales pesados. El objetivo de este
capitulo fue evaluar el efecto de las caracteristicas fisicoquimicas y concentraciones de
cadmio presente en suelos cacaoteros sobre la diversidad estructural de las comunidades
fungicas. Se utiliz6 como objeto de estudio el sistema productivo de cacao en el municipio
de Yacopi (Cundinamarca, Colombia). Se seleccionaron dos fincas cacaoteras (F1y F2)
con diferentes concentraciones de Cd (F1>5,0 mg kg* y F2<2 mg kg?). Se colectaron
muestras suelo rizosférico (Rz) y no Rz asociado al cultivo (SCC) a dos profundidades (D1:
0-30 cm, D2: 30-100 cm) con en tres ventanas de observacion por finca. Se determiné la
clase textural, el pH, carbono organico, carbono total, pH, capacidad de intercambio
cationico efectiva, contenidos de N, P, Ca, Mg, K, Na, Fe, Cu, Zn, B, Mn, Cd total y
disponible. La extraccion de ADN microbiano del suelo se realiz6 mediante el Kit DNeasy
PowerSoil Pro (QIAGEN), la amplificacién y preparacion de librerias se realizé mediante la
amplificacién del marcador molecular ITS2 del gen rARN y se secuenciaron mediante la
plataforma Miseq v3 de lllumina. Se utilizé el pipeline de Qiime2 para determinar indices
de diversidad (observed features, Shannon, Gini-Simpson). Se construy0d una matriz de
correlacion de rangos de Spearman entre las variables fisicoquimicas y los indices de
diversidad discriminadas por finca. Se realiz6 un analisis de redundacia (RDA) para

determinar los géneros fangicos mejor representados por las variables fisicoquimicas y se
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realizé una red de co-ocurrencia para identificar las posibles relaciones positivas de los
géneros fangicos por finca y por tipo de suelo colectado. Los resultados mostraron que los
indices de diversidad se correlacionaron débilmente con las variables fisicoquimicas del
suelo indicando que la estructura de la comunidad es el resultado multifactorial; sin
embargo, se encontré que la textura, el pH, MO, el N, el Na y Cdt tienen relacién con la
abundancia de los microbiomas encontrados. EI RDA mostr6 que el orden Hypocreales fue
el mejor representado con los géneros Beauveria, Clonostachys, Fusarium y Trichoderma.
Este 6rden se encuentra ampliamente presente en suelos agricolas y contaminados con
metales pesados debido a sus mecanismos de adaptacion. El analisis de la red de co-
ocurrencia de la finca F1, donde se presento la mayor concentracion de Cd, mostro que la
comunidad fungica forma menos interacciones y estas se producen con géneros raros y
poco estudiandos. En contraste, los suelos de la F2 presentaron mayor ndimero de
interacciones y una red mas compleja. En general, los géneros mas representados son
reconocidos por tener actividad degradadora de celulosa y lignina; ser enddfitos
facultativos y saprofitos. Estos resultados contribuyen en el entendimiento de como las
propiedades fisicoquimicas afectan la estructura de los microbiomas fangicos presentes

en suelos cacaoteros contaminados naturalmente con Cd.

3.2 Introduccidn

Los hongos son organismos eucariontes, heter6trofos, que se adaptan a diferentes
ecosistemas debido a su alta plasticidad y capacidad para responder a condiciones
ambientales diversas (Kirchman, 2018). En el suelo, los hongos cumplen un papel
importante en la regulacibn del ciclo de carbono porque son los principales
descomponedores de la materia organica debido a la amplia actividad lignocelul6tica que
poseen. Debido a esta caracteristica los hongos intervienen de forma activa no solo en el
ciclo de carbono sino también en los ciclos de nitrégeno y fésforo (Liu et al., 2020; Wahsha
et al., 2017) afectando el reciclaje y la disponibilidad de nutrientes y por lo tanto, influyendo
directamente en la fertilidad del suelo (Ziféakova et al., 2016). Por otro lado, los hongos al
igual que las bacterias, son sensible al estrés abi6tico como la contaminacion por metales
pesados y pueden ser usados como indicadores de la calidad del suelo (Liu et al., 2020;
Wahsha et al., 2017).
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La diversidad estructural y funcional de las comunidades fungicas presentes en el
ecosistema suelo esta regulada por varios factores como la masa vegetal presente, la
presencia de otros microorganismos y por factores fisicosquimicos entre los que se
encuentra el pH, el oxigeno, la temperatura, la textura, la retencion de agua, la salinidad y
el contenido de compuestos organicos e inorganicos (Liu et al., 2020; Frac et al., 2018). El
pH ha sido catalogado como uno de los principales factores que puede cambiar la
composicion de las comunidades microbianas (Adamo et al., 2021), ya que el pH afecta la
disponibilidad y absorcién de nutrientes, asi como la actividad enzimatica del suelo. El
oxigeno también ha sido considerado como un factor determinante en la composicion
microbiana y esta directamente relacionado con la textura del suelo (Garbeva et al., 2004).
Se ha demostrado que la riqueza y la diversidad de los microbiomas se correlacionan con
la textura del suelo (Naveed et al., 2016), puesto que la textura influye directamente en el
espacio poroso que contribuye con el flujo de oxigeno en la matriz del suelo, la capacidad
de retencibn de agua de los suelos arcillosos que permiten mantener mayores
concentraciones de nutrientes al tener mayor capacidad de intercambio cationico (Carney
& Matson, 2005; Naylor et al., 2022). Sin embargo, porcentajes altos de arcilla pueden
afectar negativamente a los hongos al generar condiciones de hipoxia (Koranda et al.,
2014; Malik et al., 2016). También se ha reportado que la distribucién de los hongos en el
suelo esta determinada, ademas de la disponibilidad de oxigeno, por la materia organica,
encontrandose mayor diversidad de hongos en las capas superficiales del suelo.
Adicionalmente, los hongos filamentosos presentan estructuras llamadas hifas que se
ramifican y forman redes micelares a medida que el hongo crece, permitiendo de esta
manera expandir su rango de accién en el suelo, en comparacibn con otros
microorganismos como las bacterias (Akhtar & Mannan, 2020). Estas redes también
ayudan a mantener la estructura del suelo y crear ambientes Unicos, metabdlicamente
activos, y en la rizosfera de la planta, que favorecen la interaccién entre los

microorganismos y las raices.

La comunidad fungica del suelo también puede ser afectada por la presencia de los
metales pesados; que son el resultado de procesos de bioacumulacion y no degradacion
del metal por el microorganismo (Rehman et al., 2018). Metales pesados como el cadmio
(Cd), el cobre (Cu), el arsénico (As) han recibido mucha atencion debido a su alta toxicidad
en la salud humana y en el ambiente (Sheldon & Menzies, 2005). Un suelo se considera

contaminado por metales pesados cuando sobrepasa los limites establecidos por las
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entidades regulatorias. Esta concentracién cambia con base al tipo de metal pesado y tipo
de suelo. Para Cd total se ha establecido que un suelo se encuentra contaminado por Cd
cuando la concentracién suele ser > a 1,1 mg kg (Kabata-Pendias, 2010; Arguello et al.,
2019). En un sistema natural las concentraciones de Cd total fluctian en promedios entre
0,01 - 7 mg kg-1 (Bohn et al., 1993). Sin embargo, con base en la geogénesis del suelo o
de las actividades antropogénicas, esta concentracion puede ser mayor alcanzando
valores superiores a este rango. En cuanto al contenido de Cd disponible, los valores
encontrados estan sujetos a las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, y por

lo tanto, es particular para cada suelo estudiado (Mahar et al., 2016).

La mayoria de los estudios sobre la relacion entre los metales pesados del suelo, las
propiedades fisicoquimicas del suelo y los microorganismos se enfocan principalmente a
las comunidades bacterianas (Li et al., 2021; Wu et al., 2022). Sin embargo, los hongos
presentan multiples mecanismos de adaptacion que les permite sobrevivir a ambientes
contaminados (Sun et al., 2005) y a su vez pueden desencadenar respuestas de defensa
en las plantas que les permite tolerar diferentes tipos de estrés (Zeilinger et al., 2016). Se
ha reportado que algunas especies de hongos poseen la capacidad de actuar como un
biosorbente efectivo de metales toxicos como Cd, Cu, Hg, Pb y Zn bioacumulandolos en
sus paredes celulares y en sus cuerpos fructiferos (Ghosh, 2021) o en diferentes organelos
protegiendo a la célula de la toxicidad del metal (Priyadarshini et al., 2021). También
pueden quelar el metal a nivel intracelular y extracelular o expulsarlo a través de bombas
de eflujo (Canovas et al., 2004). Por estas caracteristicas se han empleado en procesos

de biorremediacion de suelos contaminados (Khatoon et al., 2021).

En el ecosistema suelo existen redes ecoldgicas de microorganismos que tienen multiples
efectos en la regulacion de los procesos biogeoquimicos del suelo y demas funciones
(Delgado-Baquerizo et al., 2018). Puesto que estos microbiomas son diversos y dinamicos,
y a menudo los organismos que lo componen estan estrechamente vinculados
metabdlicamente entre si y pueden alterar la funcionalidad ecolégica del suelo (Antunes et
al., 2016). Por ejemplo, las interacciones que se establecen dentro de algunas redes
ecolégicas compuestas por arqueas, bacterias y hongos se correlaciona con el ciclaje y el
almacenamiento de nutrientes (Creamer et al., 2016). Por lo tanto, establecer las
interacciones que ocurren en el ecosistema suelo es importante para entender el rol que

puede jugar los microorganismos en el sistema y en los procesos ecoldgicos (relaciones
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gue se establecen entre ellos como mutualismo, competencia, depredacion, entre otros)
(Freilich et al., 2018; Lee et al., 2022). Adicionalmente, el estudio de estas interacciones,
son importantes para identificar los cambios que pueden ocurrir en la estructura y funcién
de la comunidad microbiana sometida a un estrés especifico (Wang et al., 2019). Por otro
lado, Guo et al. (2022), encontré que las concentraciones de metales pesados como el Cd
y Cu se correlacionaron positivamente con la diversidad alfa fangica, evidenciando que la
contaminacion por Cd y Cu altera la composicion de la comunidad de hongos en suelos
arroceros del Suroeste de China. Por lo tanto, la construccién y el andlisis de redes
ecologicas son beneficiosas para determinar los cambios en la comunidad microbiana,
identificar los microorganismos resistentes o sensibles que se encuentran bajo un estrés

especifico, por ejemplo, contaminacién por metales pesados.

Los estudios reportados sobre el efecto del Cd en la comunidad microbiana de suelos
cacaoteros no son muchos y se han centrado en las comunidades bacterianas aislando e
identificando bacterias Cd tolerantes de suelos cacaoteros (Bravo et al., 2018; Feria-
Céceres et al., 2022; Cdordoba-Novoa et al.,, 2022) y unos pocos usando técnicas
independientes de cultivo para suelos cacaoteros del departamento de Santander
(Céaceres et al., 2021). Los hongos han sido menos explorados a pesar de que exhiben
mecanismos diferentes de tolerancia y supervivencia a concentraciones mas elevadas de
Cd que las bacterias (Mohammadian Fazli., 2015). Se han evaluado hongos cultivables Cd
tolerantes como los aislados en suelos de Santander (Guerra Sierra et al., 2022) y hongos
formadores de micorrizas arbusculares (Sandoval Pineda et al., 2020). Sin embargo, a la
fecha no se han realizado estudios de secuenciacion ambiental para suelos cacaoteros

con presencia de Cd natural.

Para el estudio del efecto de variables ambientales con la comunidad microbiana se ha
propuesto el uso de técnicas basadas en correlacién, como la correlacién de Pearson o
Spearman y sus variaciones (Matchado et al.,, 2021) que han permitido establecer
relaciones de la composicion de la comunidad microbiana con los factores ambientales
(Oueriaghli et al., 2018). Sin embargo, estas medidas tienen en cuenta la composicion
global de la comunidad fungica, donde, el aumento en la abundancia de un solo taxén no
puede ser determinado (Gloor et al., 2017). Algunos enfoques multivariados como el
andlisis de componentes principales, el andlisis de conglomerados, el andlisis de

redundancia (RDA) (Hirano & Takemoto, 2019), han permitido determinar qué factores
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ambientales suelen ser mas significativos para explicar la variacién en la composicion de
la comunidad microbiana (Ramette, 2007). Por otro lado, también existen enfoques para
inferir asociaciones ecoldgicas entre las poblaciones muestreadas que han demostrado su
utilidad para estudiar sistemas con interacciones positivas y negativas (Matchado et al.,
2021). Estos enfoques estan basados en correlaciones entre los taxones observado;
métodos como SparCC, el cual realiza una aproximacion iterativa utilizando datos
transformados logaritmicamente para inferir correlaciones basadas en pearson ha
demostrado ser mas adecuado para evitar correlaciones espurias (Weiss et al., 2016) y
permitir comprender el agrupamiento de grupos taxonémicos mas facilmente (Friedman &
Alm, 2012). Sin embargo, a la fecha, no existen reportes que determinen qué tipo de
interacciones ocurren entre las propiedades fisicoquimicas y los contenidos de Cd total y
Cd disponible y como estos factores estan afectando la diversidad de la comunidad flngica
de los suelos cacaoteros contaminados con Cd.

Esta investigacion se centrd en el sistema productivo de cacao localizado en el municipio
de Yacopi (Cundinamarca, Colombia) ubicada el nororiente del departamento de
Cundinamarca. Este municipio hace parte de la region que ha sido reportada como una
zona de anomalia geoquimica en el patron de distribucion de Cd en el pais (Mendoza et
al., 2020) y que corresponde al flanco occidental de la cordillera oriental comprendido por
los departamentos de Cundinamarca, Boyaca y Santander (Rodriguez Albarrcin et al.,
2019; Mendoza et al., 2020). Una vez determinadas la propiedades fisicoquimicas y su
relacion con el Cd en diferentes tipos de suelos y profundidades (capitulo 1) y de
caracterizar la rigueza y abundancia de la comunidad flngica presente en estos suelos
(capitulo 2), este capitulo tiene como objetivo evaluar el efecto de las caracteristicas
fisicoguimicas y concentraciones de Cd total (Cdt)y disponible (Cdd) presente en suelos
cacaoteros sobre la diversidad estructural de las comunidades flungicas presentes en
suelos rizosféricos y no rizosféricos tomados a dos profundidades de las fincas F1y F2

Unicamente, debido a que en la finca F3 no se colectaron suelos rizosféricos.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Sitio de lainvestigacion y muestreo

Se realiz6 de acuerdo con lo descrito en el numeral 2.3.1 del capitulo 2 de esta

investigacion.

3.3.2 Analisis fisicoquimicos del suelo y determinacion del Cdty
Cdd

Se realiz6 de acuerdo con lo descrito en el numeral 1.3.3 y 1.3.4 del capitulo 1 de esta

investigacion.

3.3.3 Extraccion de ADN y secuenciacion

Se realizé de acuerdo con lo descrito en el numeral 2.4.1 del capitulo 2 de esta

investigacion.

3.3.4 Procesamiento de secuencias y analisis estadistico

Se utilizaron las muestras de la Finca F1 y F2 de suelos con cultivo de cacao (SCC)
descritas en el numeral 2.3.1 del capitulo 2 de esta investigacion. Esto debido a que en la

Finca 3 no se colectaron suelos rizosféricos.

El procesamiento de control de calidad, limpieza, reconstruccion de ASVs y determinacion
de indices alfa y asignacion taxondémica, se realiz6 de acuerdo con lo descrito en el
numeral 2.3.3 del capitulo 2 de esta investigacion. Se construyé una matriz de correlacion
de rangos de Spearman entre las variables fisicoquimicas y los indices de diversidad
usando las muestras de suelo con cultivo de cacao (SCC) y discriminadas por finca F1y
F2 usando la libreria de R corrplot (Taiyun & Viliam. 2021). Los andlisis de redundancia se
realizaron entre las variables fisicoquimicas del suelo y la matriz de distancia de Bray curtis
a nivel género usando la libreria de R microeco (Liu et al., 2021). Las redes de co-
ocurrencia de los géneros flngicos se separaron por finca y se construyeron basados en
el método de correlacién SparCC (Correlaciones dispersas para datos de composicion, por

sus siglas en inglés), usando un valor de permutacion de 100, un P. valor de 0,05 y un
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valor de correlacion R2 > 0,70 usando la libreria de R MicrobiomeAnalyst (Chong et al.,
2020). Todas las pruebas estadisticas se realizaron usando el software R Studio 2022.07.1
(R version 4.1.3).

3.4 Resultados

3.4.1 Efecto de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y del
Cdt y Cdd en los indices de diversidad alfa de los microbiomas
fangicos

Para identificar las caracteristicas fisicoquimicas que tienen mayor impacto en la diversidad
alfa de los microbiomas fangicos encontrados, se realizaron matrices de correlacion de
Spearman con las muestras de suelo rizosférico y no rizosférico tomado a diferentes
profundidades y que estaban asociadas al cultivo de cacao (SCC) y que fueron colectadas
en las fincas F1 y F2 (Fig. 3.1). En cuanto a la textura, los resultados muestran que las
arcillas presentes en los suelos de la finca F1 tuvo una correlaciéon negativa (R?<-0,50)
para los indices de riqueza (caracteristicas observadas) y abundancia relativa (Shannon).
En contraste, para los suelos de la finca F2, las arenas presentaron una correlacion
negativa (R?< -0,38). Por otro lado, en cuanto a las propiedades quimicas, el pH mostré
una correlacién negativa para la finca F2 (R?< -0,52) con los indices evaluados, mientras
gue el CT, CO, N, P y CICE mostraron una correlacion levemente positiva no superior a
R?>0,54. El Na present6 una correlacion leve negativa en ambas fincas R? > -0,31. El K,
en la finca F2, present6 correlacion positiva en los indices de diversidad Shannon y Gini-
Simpson (R? >0,66) y las otras bases (Ca, Mg, K) no presentaron correlaciones superiores

a 0,40 con las fincas y los indices evaluados. Los cationes del suelo Cu, Zn, B, Cdt, Cdd
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presentaron una correlacion positiva con las caracteristicas observadas de la finca F1 (R?
>0,58).
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Fig. 3.1 Gréfico de correlacion de Spearman entre las propiedades fisicoquimicas de
los suelos y los indices de diversidad (Observed features: rigueza, Shannon: abundancia
relativa, Gini-simpson: 1 — Dominancia (inverso de la dominancia). Correlacion
discriminada por finca: F1 y F2. Los ndmeros indican el coeficiente de correlacién donde
el color azul indica correlacion positiva y color rojo indica correlacion negativa; la intensidad
del azul indica correlacién cercana a 1. Carbono Organico: CO, Carbono Total: CT,
Nitrégeno: N, Fosforo: P, Capacidad de Intercambio Catidnico Efectiva: CICE, Calcio: Ca,
Magnesio: Mg, Potasio: K, Sodio: Na, Hierro: Fe, Cobre: Cu, Manganeso: Mn, Zinc: Zn,
Boro: B. n=9.

3.4.2 Asociacion entre las propiedades fisicoquimicas del suelo y
la diversidad estructural de la comunidad fungica

Para determinar la variacion de la diversidad beta, a nivel de género, con relacion a las
propiedades fisicoquimicas, Cdt y Cdd del suelo se realizé un analisis de redundancia
(RDA) con la matriz de distancias de Bray Curtis de la comunidad fangica. Los resultados
mostraron los 12 géneros que mayor relacion tuvieron con las propiedades fisicoquimicas

analizadas (Fig. 3.2).

El RDA con la textura del suelo (arenas, limos, arcillas) (Fig. 3.2.A) mostré que en el primer
eje la variacion alcanzo el 90,9% vy el segundo eje 6,9%; por otro lado, el test de Mantel
gue se representa a través de la longitud de las flechas mostr6 que las Arenas y los Limos
se correlacionaron mejor con la matriz de Bray-Curtis que las arcillas. Los géneros que
mayor correlacion presentaron con la textura fueron Fusarium y Beauveria que se
asociaron mas con las arcillas. Otros géneros como Trichoderma, Clonostachys,
Plectosphaerella, Rousoella, y Ciliophora, correspondieron mejor con los limos y arcillas
en el eje 1. En cuanto al RDA con el pH, CT, CO, N, Py CICE (Fig. 3.2.B) la varianza se



132 Andlisis del microbioma fungico presente en diferentes tipos de suelos
cacaoteros con cadmio en el municipio de Yacopi - Cundinamarca

representd en el primer eje en 92,2% y el segundo con 3,1% y mostré nuevamente que
Fusarium y Beauveria fueron los géneros que se correlacionaron mejor con las variables
del suelo evaluadas. Adicionalmente, todos los géneros correspondieron con las variables
guimicas (pH, CO, N, P y CICE) excepto con el CT. El RDA con las bases intercambiables
(Ca, Mg, K, Na) (Fig. 3.2.C) mostré que solo Mortierella correspondié mejor con el Na,
todos los demas géneros se agruparon con el K, Ca y Mg. Al evaluar con los demas
cationes del suelo, el Cdt y Cdd (Fig. 3.2.D) Beauveria se correlaciond mejor con estos
cationes; a su vez, Fusarium, Rousoella, Ciliophora, Ceratocystis correspondieron mejor

con el Zn, Cu, Cdt, Cdd, Mn y B, mientras que Mortierella correspondié mejor con Fe.
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Fig. 3. 2 Andlisis de redundancia (RDA) de la divesidad beta de las comunidades fungicas
encontradas a nivel taxondmico de género usando la matriz de Bray-curtis y las
propiedades fisicoquimicas del suelo. A. RDA usando las variables Arcillas, Arenas y
Limos. B. RDA usando las variables pH, N, P, CO, CT y CICE. C. RDA usando las variables
Ca, Mg, K, Na. D. RDA usando las variables Cu, Fe, Zn, Mn, B, Cdt, Cd. Circulos verdes
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representan matriz de Bray-curtis por muestra de la finca F1, circulos naranja representan
matriz de Bray-curtis por muestra la finca F2. Lineas rojas representan los taxones (género)
fungico y lineas negras las variables fisicoquimicas. Carbono Organico: CO, Carbono
Total: CT, Nitrégeno: N, Fosforo: P, Capacidad de Intercambio Catiénico Efectiva: CICE,
Calcio: Ca, Magnesio: Mg, Potasio: K, Sodio: Na, Hierro: Fe, Cobre: Cu, Manganeso: Mn,
Zinc: Zn, Boro: B, Cdt: Cadmio total, Cdd: Cadmio disponible. n=18.

3.4.3 Co-ocurrencia relativa de géneros fungicos

Para evaluar la co-ocurrencia positiva entre los géneros flngicos identificados en las fincas
F1y F2 se realiz6 un andlisis de redes de co-ocurrencia representado en la Fig. 3.3. Las
relaciones positivas entre los géneros fangicos presentes se determinaron usando el
método de inferencia de correlacion SparCC (Correlaciones dispersas para datos de
composicion, por sus siglas en inglés) (P. valor 0,01, R? > 0,7). Se encontraron 66 nodos
(circulos) y 74 aristas (lineas). Se observaron tres conglomerados o clusters (C1, C2y C3)
gue se clasificaron con base en la abundancia de los géneros encontrados en los suelos
de las fincas F1 y F2. El primer conglomerado (C1) presenta los géneros con mayor
abundancia relativa y en su mayoria Unicos que se identificaron en la finca F2; se
observaron 18 nodos y 23 aristas, donde géneros como Westerdykella, Veronaeopsis,
Lipomyces, Saitozyma presentaron relaciones positivas con 7 nodos, y los géneros
Mortierella y Talaromyces fueron los organismos méas abundantes. ElI segundo
conglomerado (C2) representa los géneros de mayor abundancia en la finca F1; se
identificaron 13 nodos y 21 aristas, donde géneros como Hypoxylon, Neoidriella,
Porodiplodia, Campylospora, Bisifusarium presentaron uniones con otros nodos superiores
a 5 aristas, siendo los géneros Plectosphaerella y Ceratocystis los de mayor abundancia.
En el tercer conglomerado (C3) se encontraron géneros presentes y con una abundancia
similar en ambas fincas; se observaron dos subdivisiones, en la primera, el género
Pyrenochaetopsis fue el género centralizador del conglomerado y se observaron los
géneros Striaticonidium, Chloridium, Gyrothrix, Ochroconis, Pheaosphaeria, Leptodiscella,
Idriella y Fusarium; en el segundo subgrupo se observaron géneros como Trichoderma,
Bionectria, Ganoderma, Cheatosphaeria, Setophoma, Gliocladiopsis, Purpureocillium vy

Clonostachys.
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Fig. 3. 3 Red de co-ocurrencia de la comunidad fangica presente en las fincas F1y F2 a
nivel género. Las lineas rojas representan correlaciones positivas (R2>0,7) . Grafico de
tortas representa porcentaje de abundancia relativa por finca, Verde: finca F1 (F1),
Naranja: Finca F2 (F2). Los ovoides representan los conglomerados. Azul: Conglomerado
1 (C1), Verde: conglomerado 2 (C2), Rojo: conglomerado 3 (C3). n=18.

Con la finalidad de conocer la co-ocurrencia presente entre los diferentes tipos de suelo
colectados: Rz y no Rz (D1 y D2), se realiz6 una nueva red de co-ocurrencia discriminada
por finca, F1 y F2 (Fig. 3.4). En la finca F1, se encontraron 49 nodos, 52 aristas y 3
conglomerados (Fig. 3.4.A). Se observé que no se construyeron agrupaciones de nodos a
partir del tipo de muestra y no se observaron aristas mayores a 5 en los nodos. Xylaria y
Volutella presentaron relaciones positivas con 5 nodos. Fusidium, Sesquicillum,
Cyberlindnera y Microdochium mostraron relacion con 4 nodos, estos ultimos mostraron
tener un patron de centralidad en sus correspondientes conglomerados. Otros géneros
como Chaetosphaeria, Trametes, Paracremonium, Phialemonopsis, Ciliophora,
Purpureocillium mostraron tener relacién con 3 nodos. El 63% de los generos solamente
tuvo co-ocurrencia con dos o un género. En contraste, en la finca F2 se encontraron 40

nodos, 64 aristas y se formaron tres (3) conglomerados (C1, C2 y C3) a partir de cada tipo
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de muestra analizada (Fig. 3.4.B). Los géneros Penicillium, Mariannaea, Trichoderma,
Annulohypoxylon, Bionectria, Gliocladiopsis, Clonostachys, Setophoma y Purpureocillium
formaron una red mayor a 8 nodos interconectados (C3), estos géneros se encontraron
mas abundantes en las muestras de suelo Rz y D1. Por otro lado, Metarizhium también se
conecto con esta red, que a su vez formo un subconglomerado con otros 5 géneros, siendo
este un nodo de centralidad. Gyrothrix formé un conglomerado con 6 géneros (ldriella,
Phaeosphaeria, Ochroconis, Leptodiscella, Diaporthe y Chloridium) (C2) estos teniendo
mayor abundancia en la muestra D2, a excepcion del género Chloridium. Por otro lado, los
géneros Scytalidium, Giliomastix, Microdochium, Stephanonectria y Torula formaron un

tercer conglomerado, estos fueron mas abundantes en las muestras Rz 'y D1.
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Fig. 3. 4 Red de co-ocurrencia de la comunidad fungica presentes en las fincas F1, F2
discriminadas por tipo de muestra (Rz: Rizosférico, D1: 0-30 cm, D2: 31-100 cm) a nivel
género. A. Red de co-ocurrencia para la finca F1, B. Red de co-ocurrencia para la finca
F2. Las lineas rojas representan correlaciones positivas (R?>0,7). Gréfico de tortas
representa porcentaje de abundancia relativa por tipo de suelo, Verde: Rz , Naranja: D1,
Pdrpura: D2. Los ovoides representan los conglomerados. en F1: Azul: Conglomerado 1
(C1), Rojo: conglomerado 2 (C2), Verde: conglomerado 3 (C3), en la F2. Los ovoides
representan los conglomerados. Amarillo: Conglomerado 1 (C1), Verde: conglomerado 2
(C2), Azul: conglomerado 3 (C3). n=9.
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3.5 Discusion

3.5.1 Influencia de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo en
los indices de diversidad

Las bajas correlaciones obtenidas entre los indices de diversidad (Observed features,
Shannon, Gini-Simpson) y las propiedades fisicoquimicas evaluadas, a manera global,
mostraron que no existe una propiedad fisicoquimica del suelo que afecte de manera
directa la diversidad alfa de los microbiomas fungicos presentes en los suelos analizados.
Se ha reportado que la diversidad microbiana del suelo esta fuertemente influenciada por
multiples factores fisicos, quimicos y biol6gicos, (Lamb et al., 2011) y variables como la
distribuciéon del tamafio de particulas del suelo (textura), el pH, la capacidad de intercambio
cationico y contenido de materia organica del suelo (Obayomi et al., 2021) podrian
diversificar las comunidades microbianas del suelo, a través de la creaciéon de
microambientes (Tecon & Or, 2017). Por otro lado, los resultados de correlacién con las
arenas Yy arcillas mostraron que tienen un impacto en la diversidad y composicion de la
comunidad fungica del suelo. Xia et al. (2020) afirma que la diversidad microbiana depende
del grado de heterogeneidad y de la proporcion de las particulas del suelo (arenas, limos
y arcillas), ya que esto afecta la distribucion de poros y por lo tanto, la circulacion de
oxigeno, retencién de agua y también la adsorcién de cationes y sustancias poliméricas
ricas en carbono. Por lo tanto, la textura del suelo promueve la especiacion (Carson et al.,
2010) y se ha demostrado que los hongos pueden colonizar mejor los poros grandes (> 15
KMm) debido a su naturaleza filamentosa y capacidad de construir redes extensas de hifas
en busca de recursos (Kravchenko et al.,, 2011). También, se evidenci6 una leve
correlacion negativa de las arenas en la finca F2 que puede estar relacionado con un
agotamiento mas rapido del agua y privacion de recursos, al tener una menor capacidad
de intercambio catiénico, generando condiciones subéptimas para el crecimiento fangico
(Seaton et al., 2020) y esto también se podria relacionar con un mayor contenido de arenas
en los suelos de la finca F2 (discutido en el capitulo 1 de este estudio). Por otro lado, los
resultados en la finca F1 mostraron que el contenido de arcillas puede afectar

negativamente la diversidad fangica, posiblemente porque al aumentar el contenido de
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arcillas, aumenta la retencion de agua, se reduce el flujo de oxigeno y se aumenta las

condiciones anaerdbicas afectando la diversidad fangica aerdbica (Tedersoo et al., 2020).

Al contrastar los indices de diversidad alfa con las variables quimicas del suelo, como el
pH, se encontré que éste se correlaciond positivamente con los indices de diversidad de
la finca F1 (R? <0,46) y negativamente con la finca F2 (R? < -0,52). Este resultado puede
deberse a las condiciones de pH contrastante encontrado en los suelos, en donde la finca
F1 presentd un pH ligeramente &cido (6,18 - 6,78) y la finca F2 estaba fuertemente acido
(4,60 - 5,03) (discutidos en el capitulo 1). Se ha reportado que diferencias en pH puede
afectar la composicién fangica del suelo (Lladé et al., 2018), donde especies saprotrofas
crecen mejor a pH 7 - 8, mientras que especies ectomicorricicas muestran un crecimiento
optimo a pH 5 - 6 (Yamanaka, 2003). Adicionalmente, el pH regula la actividad enzimatica
de los microorganismos del suelo (Rousk et al., 2010) y la disponibilidad y absorcion de
nutrientes (Adamo et al., 2021).

Por otro lado, se observé en ambas fincas que el sodio (Na) mostré6 una correlacién
negativa con los indices de diversidad. El Na en el suelo puede causar estrés osmotico en
las células microbianas provocando lisis celular (Yan et al., 2015), lo que se evidencia al
encontrar una correlacién negativa entre la diversidad fungica y el aumento del contenido
de Na en el suelo (Sardinha et al., 2003; Chowdhury et al., 2011). A pesar de que se ha
demostrado que algunas especies de hongos tienen mayor capacidad para soportar el
estrés por salinidad en comparacion con las bacterias (Rath et al., 2016, Rath et al., 2019),
debido a la composicién de las paredes celulares quitinosas de los hongos, que les brindan
proteccion contra bajos potenciales matriciales y al aumento de ergosterol como

mecanismo de tolerancia (Manzoni et al., 2012).

La correlacion positiva observada entre abundancia y riqueza con el contenido de Cdt
presente en los suelos de la finca F1 (5,66 - 14,97 mg kg?), podria mostrar que las
comunidades que habitan estos suelos se han adaptado a la alta contaminacion natural de
Cd. Posiblemente, el resultado seria diferente si la contaminacion fuera artificial y temporal
donde la evaluacién de la diversidad de la comunidad se realizara en periodos cortos de
tiempo como lo propone Lin et al., (2020). Resultados similares encontrados en esta
investigacion también fueron reportados por Guo et al. (2022) en suelos contaminados
naturalmente con Cd, en donde se encontré que el indice de Shannon se vio positivamente

relacionado con el Cdt (Lin et al., 2020). En general, las correlaciones encontradas en este
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estudio entre la diversidad fangica con las variables fisicoquimicas del suelo fueron débiles
(no mayores a 0,75) y esto puede mostrar que la estructura de las comunidades fungicas
esta determinada de forma multifactorial por las caracteristicas del suelo (Schmidt et al.,
2014). Sin embargo, si se analiza los taxones de manera individual y no de manera global,
los resultados serian diferentes y se podria identificar qué caracteristicas fisicoquimicas
del suelo podrian estar afectando los taxones presentes, como lo reporta Leff et al., (2015).

No obstante, se requeriria contar con mayor nimero de muestras.

3.5.2 Asociacion entre la abundancia relativa de las comunidades
fungicas y las propiedades fisicoquimicas del suelo

El andlisis de RDA con las variables fisicas mostraron que los limos y las arcillas
correspondieron con los géneros fungicos de mayor representacion pertenecientes en su
mayoria al phylum Ascomycota y en menor medida al phylum Basidiomycota. Este
resultado es similar a lo encontrado por Xia et al., (2020) en suelos de pastizales. Los limos
y las arcillas proporcionan nutrientes inorganicos y facilitan la colonizacién del suelo
(Seaton et al., 2020). Adicionalmente, Nishiyama et al. (2012) afirman que la composicion
mineral en los suelos impacta la asociaciébn microbiana y la abundancia de estos.
Fusarium, Beauveria, y Trichoderma, pertenecientes al orden de los Hypocreales fueron
los géneros con mayor representaciéon en el RDA, encontrados en este estudio. Este
resultado también fue reportado por Xia et al.,, (2020) quienes reportan una fuerte
correlacion de estos géneros con las arcillas del suelo. Estos géneros se caracterizan por
tener habitos sapréfitos facultativos y nectrétrofos (Guarro et al., 2012). Por otro lado, los
géneros del phylum Basidiomycota como Agaricus y Myxarium se encontraron mas

alejados de las arcillas y limos, encontrandose mas cercanos a las arenas.

El RDA analizado por caracteristicas quimicas mostrdé que el N, CO y pH, se relacion6
mejor con todos los géneros fungicos que el CT. El pH del suelo y el contenido de CO, son
esenciales para el metabolismo de los hongos y se correlacionan con la diversidad flngica
(Grzadziel & Gatgzka, 2019). El pH del suelo puede afectar la estructura de la comunidad
fungica cambiando la disponibilidad de nutrientes o imponiendo algunas limitaciones
fisiolégicas en el crecimiento de los hongos (Marschner et al. 2005). Por otro lado, los
hongos son hetero6trofos y dependen del suministro exégeno de materia organica para su
crecimiento (Broeckling et al. 2008), lo que se evidencia en el contenido de CO y N

encontrado en estos suelos, lo cual puede ser el resultado de la descomposiciéon de los
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residuos vegetales, como la hojarasca. Sin embargo, géneros como Beauveria y
Clonostachys mostraron una menor correspondencia con estas variables fisicoquimicas,
posiblemente porque estos géneros tienen un habitat diferente y son conocidos también
como entoparasitarios (Mantzoukas et al., 2021) y micoparasitarios (Krauss et al., 2013)

donde la energia es tomada de fuentes diferentes.

En cuanto a las bases intercambiables, el Na fue la variable que no se relacioné con ningin
género, esto puede deberse a que los géneros corresponden a patétrofos, saproétrofos,
simbiétrofos, se han reportado como microorganismos sensibles a la presencia de Na y
AIR* (Li et al., 2020). Mientras que los géneros se agruparon mejor con el Ca, K, Mg; que
si bien no se ha demostrado un efecto directo de estos cationes en la comunidad fungica,
estas bases intercambiables influencian el pH del suelo y la capacidad de intercambio
cationico (Muneer et al., 2021). Por otro lado, familias como Aspergilliaceae,
Mortierellaceae, Sordariaceae se ven relacionadas con al menos un catiéon del suelo en
cultivos de trigo (Yin et al., 2021), mostrando una relacion de las familias con las bases
intercambiables.

En este estudio los géneros presentes en el RDA se relacionaron con otros cationes del
suelo como Zn, Mn, B y Cu. Se ha demostrado que el Zn y Cu, que son metales pesados
esenciales, al aumentar pueden afectar la abundancia y diversidad de la comunidad
fungica en el suelo (Wu et al., 2022). Algunos hongos como Beauveria, Metarhizium,
Fusarium y Aspergillus han sido evaluados por su capacidad de tolerancia a Zn y Cu
(Peciulyté & Dirginciuté-Volodkiené, 2012). Estos resultados sugieren que la interaccion de
todas estas propiedades fisicoquimicas del suelo tiene efecto sobre la diversidad fungica

y no solamente la condicién de estrés y seleccidn que causa los niveles de Cd encontrados.

El orden que mas se relacioné con todos los RDA analizados fue Hypocreales (Beauveria,
Clonostachys, Fusarium y Trichoderma). Este orden se ha reportado ampliamente en
suelos agricolas por su capacidad de colonizar rapidamente residuos vegetales que se
encuentran sobre la superficie del suelo y por tener habitos mayoritariamente saprotrofos,
necrotrofos y endofitos (Poll et al., 2010; Ma et al., 2013; Egidi et al., 2019). Se ha
establecido que los hongos saprotrofos se encuentran mas estrechamente asociados con
los nutrientes del suelo, lo que podria atribuirse a sus rasgos funcionales asociados con la
descomposicion de la materia organica y el ciclo de nutrientes en el suelo (Ceci et al.,

2018). Entre los géneros encontrados, Fusarium fue el género que mejor se correlacion6
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con las variables fisicoquimicas. Challacombe et al. (2019) menciona que este es uno de
los géneros mas abundantes en los suelos del mundo, por su capacidad para producir
esporas de resistencia llamadas clamidosporas e hifas resistentes que les permiten
sobrevivir en el suelo a condiciones ambientales adversas (Latiffah et al., 2010). Otros
géneros gque también se representaron con las variables fisicoquimicas del suelo fueron
Plectosphaerella (Glomerellales), Roussoella (pleosporales). En contraste, el género
Mortierella (Mortierellales) se relacion6 menos con las variables fisicoquimicas, es también
saprofito, y estd ampliamente distribuido en suelos (Fréhlich-Nowoisky et al., 2015) y ha
sido reportado por no mostrar preferencias con variables del suelo como pH y la textura
(Grzadziel & Gatgzka, 2019).

3.5.3 Redes de Co-ocurrencia de géneros fungicos

La red de co-ocurrencia construida tomando como variables categoricas las fincas F1y F2
mostré que la estructura de la comunidad flngica se vio seleccionada por las fincas,
mostrando tres conglomerados con redes de géneros Unicos para cada finca y géneros
compartidos. La construccion de estos conglomerados pueden ser el resultado de las
condiciones del microambiente que se presentan en cada finca y afectan la estructura de
la comunidad fungica. De esta manera se identificaron microorganismos que han sido
reportados para condiciones ambientales similares (Goberna & Verdud, 2022). En este
estudio como se discutid en el capitulo 1, los suelos cacaoteros de la finca F1 presentaron
un pH moderadamente acido (6,21-6,78), mayor CICE, mayores contenidos de Py Ca; a
su vez el contenido de Cdt fue 5,6 veces mayor y los suelos presentaron una textura mas
homogénea, con relacion a la finca F2 lo que crea microambientes diferentes que impactan
la estructura de la comunidad flngica. Estos microambientes permitieron identificar
géneros Unicos para cada finca (conglomerado C1 y C2) y géneros con mayor plasticidad
logrando adaptarse a ambas condiciones (conglemardo C3). Goberna et al. (2019) ha
planteado que los patrones de co-ocurrencia pueden explicarse en funcién de las
preferencias de nicho abiético de los microorganismos, como los parametros
fisicoquimicos del suelo. Los patrones de relacion observados en este estudio podrian
relacionarse con lo reportado por Zhao et al. (2021) quienes encontraron que la textura del
suelo y los metales pesados son factores determinantes en la presion de seleccion de

microorganismos.
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Al revisar los géneros que comparten mas de una arista en el conglomerado C2, nodos
con mayor abundancia para la finca F1, solo Hypoxylon, un género conocido como
lignocelulolitico, ha sido reportado como tolerante a Cd (Tamariz-Angeles et al., 2021) y
potencial bioremediador (Memic¢ et al., 2020), mientras que los otros géneros como
Neodriella, Porodiplodia, Minutisphaera, Campynospora, Bisifusarium y Volutella son poco
estudiados o son conocidos como especies raras. Zhu et al. (2022) han estudiado que el
efecto del Cd en las redes de co-ocurrencia en zonas mineras presentan redes con
mayores conexiones entre taxones raros y poco estudiados, debido a su limitada
abundancia. Por otro lado, géneros como Fusidium y Ceratocystis han sido reportados por
su capacidad de producir &cido fusidico (Fernandes, 2016), y como bioacumulador de Cr
(Samuel et al., 2015) y patégeno de cacao (Engelbrecht et al., 2007), respectivamente.
Adicionalmente, Metarhizium y Beauveria también son tolerantes a Cd (Ignatova et al.,
2021).

Los géneros presentes en ambas fincas (conglemerado C3), han sido reportados como
géneros que exhiben tolerancia a Cd como Clonostachys (Wang et al., 2022), Trichoderma
(Nongmaithem et al., 2016), Purpureocillium (Deng et al., 2021). Pyrenochaetopsis y
Fusarium han sido reportados como indicadores de préacticas agricolas (Li et al., 2022).
Por otro lado, el conglomerado C1 que contenian géneros de mayor abundancia en la finca
F2 mostraron mayor nimero de relaciones positivas lo que podria significar que hay mayor
interaccion entre ellos posiblemente las condiciones fisicoquimicas y Cdt encontradas
(<1,75 mg kg'). Zhao et al. (2021) han reportado que los metales pesados alteran las
interacciones de la red entre diferentes poblaciones microbianas, y en las redes se
establecen las interacciones positivas que pueden reflejar que los metales pesados
provocarian mas vinculos entre los microorganismos puesto gue podria existir una relaciéon

de cooperacion entre si para hacer frente a la condicion de estrés.

Al observar la red construida para la finca F1 y discriminada por tipo de muestra (RZ, D1y
D2), se observd que no existen patrones de co-ocurrencia definidos y las relaciones que
se establecieron tuvieron aristas menores a cinco por nodo, lo que indica que son muy
pocos los géneros Unicos que establecen relaciones entre si, destacandose suelos no Rz
(D1 y D2) que no estan presentes en los suelos Rz. Esto tiene sentido ya que la rizosfera
es un ambiente distinto del suelo no Rz y la interaccién con las plantas genera ambientes

diferentes (Hakim et al., 2022), Los géneros presentes solo en suelos no rizosféricos tienen
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h&bitos mayoritariamente saprofitos, lignoceluloliticos y entomoparasitarios. La
composicion de la red podria sugerir que la alta concentracion de Cdt y los pardmetros
fisicoquimicos encontrados en la finca F1 es causante del bajo nUmero de interacciones
entre los nodos. Se observé un conglomerado con mayor nimero de nodos (C3), donde
géneros como Cyberlindnera un género lignoceulolitico, ha sido reportado por mostrar
tolerancia a Cr (Tkavc et al., 2018). Otros géneros como Trametes han mostrado que su
biomasa puede absorber altas concentraciones de Cr, Zn y Pb (Bayramoglu, 2003). El
segundo conglomerado encontrado (C2), presenté mayor nUmero de géneros presentes
en los tres tipos de suelos, el género centralizador fue Microdochium que ha sido reportado
como un enddfito que confiere tolerancia al trigo a condiciones de estrés por Cd (Shadmani
et al., 2021). En contraste, la red de co-ocurrencia obtenida para la finca F2 y discriminada
por tipo de muestra, presenté un mayor nimero de conexiones entre los nodos, y los
conglomerados se formaron a partir de la separacion de abundancias por el tipo de
muestra, donde el suelo D2, formé un conglomerado con géneros Unicos lo que demuestra
gue la profundidad del suelo tiene condiciones diferentes a las encontradas en la superficie
del suelo (D1). Por otro lado, los géneros encontrados en D1 se comparten en su mayoria
con Rz. Los resultados observados en esta red en comparacion con la de la finca F1,
podria indicar el efecto del contenido de Cd y de las propiedades fisicoquimicas sobre la
diversidad de los microbiomas encontrados en los suelos. Esto debido a que el nUmero de
conexiones entre nodos fue mayor, indicando una mejor estructuracion de la comunidad
fungica, que puede estar mas relacionada con la profundidad, la textura y los cambios en

los contenidos de carbono, nitrégeno, pH y oxigeno

3.6 Conclusiones

1 Las propiedades fisicoquimicas de los suelos cacaoteros estudiados presentaron
bajas correlaciones con los indices de diversidad alfa mostrando que la estructura
de las comunidades fungicas estd determinada por mdltiples factores
principalmente por la textura, el pH, CO, N, Na y Cdt.

1 La correlacion positiva observada entre la riqueza y abundancia relativa con el
contenido de Cdt presente en los suelos de la finca F1, podria mostrar que las
comunidades fangicas que habitan estos suelos se han adaptado a

concentraciones altas de Cd natural.
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T

Se encontré que las arcillas, los limos y variables como el pH, N, CO, las bases
intercambiables excepto el Na, el Cd, Zn, B y Cu se relacionan positivamente con
los géneros fangicos presentes en suelos cacaoteores.

El orden Hypocreales (Beauveria, Clonostachys, Fusarium y Trichoderma)
correspondieron mejor con las variables fisicoquimicas. Este orden se encuentra
ampliamente presente en suelos agricolas y pueden colonizar rapidamente
residuos vegetales que se disponen sobre la superficie del suelo. Estos géneros
también han sido reportados como tolerantes a Cd.

Las redes de co-ocurrencia mostraron géneros fungicos unicos y compartidos por
finca. A su vez, se encontr6 que en la finca F2 el tipo de suelo mostr6 que los
géneros cambian su estructura de acuerdo con la profundidad del suelo, mientras

qgue en la finca F1, presenté una estructura mas homogénea posiblemente a los

altos contenido de Cd y propiedades fisicoguimicas encontradas en estos suelos.
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Conclusiones generales

1 Se determinaron las propiedades fisicoquimicas del suelo y su relacion con el
cadmio en suelos, hojarasca (HJ), hoja (HF) y grano (G) de cacao en tres fincas del
municipio de Yacopi — Cundinamarca encontrando que:

0 Los suelos de la finca F1 fueron significativamente diferentes a los suelos
de las fincas F2 y F3 en cuanto a textura, pH, N, Ca, Cu, Mn, CICE, Cd total
y Cd disponible.

o El contenido de Cd total y Cd disponible en los suelos fue heterogénea
presentado mayor concentracion en la finca F1>F3>F2, siendo la mayor en
los suelos rizosféricos de la finca F1, y no se encontraron diferencias entre
los suelos no rizosféricos tomadas a diferentes profundidades [D1 (0-30 cm)
= D2 (31-100 cm)].

0 Las concentraciones de Cdt presentes en los suelos de las tres fincas fueron
superiores a los niveles establecidos por las entidades regulatorias
internacionales para suelos agricolas no contaminados (1,0 mg kg?) y el
contenido de Cd en granos fue superior a las concentraciones permitidas
por la comunidad europea para grano seco (0,6 mg kg™?).

0 Laconcentracion de Cd en los tejidos vegetales analizados fue mayor en la
hojarasca, seguida de la hoja y grano (HJ>HF>G). También el contenido de
Cd en la hojarasca fue mayor a lo encontrado en el suelo a profundidad de
D1, lo que podria contribuir a la recirculacion del Cd en sistema suelo-
planta.

1 Se caracteriz6 por primera vez la diversidad estructural de microbiomas flngicos
presentes en suelos rizosféricos (Rz) y no rizosféricos asociados al cultivo de cacao
y con diferentes concentraciones naturales de cadmio, encontrando que:

o Los indices de diversidad alfa mostraron que la riqueza y la abundancia

relativa encontrada en suelos con cultivo de cacao (SCC) fue mayor que la
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presente en suelos sin cultivo de cacao (SWC), indicando que el cultivo de
cacao crea ambientes diferentes que favorecen la diversidad.

Los ASVs (taxones) encontrados en los suelos de la finca F1 mostraron
menor similitud con respecto a los presentes en los suelos de las fincas F2
y F3; mayor nimero de ASVs Unicos en suelos con cultivo (SCC) y en suelos
Rz. Lo que indicala estructura de la comunidad fangica se ve alterada por
las propiedades fisico-quimicas, el contenido de Cd en el suelo, el cultivo
de cacao y la rizosfera.

Los phylum Ascomycota (68%) y Basidiomycota (25%) fueron los mas
abundantes, donde los 6rdenes Hypocreales, Pleosporales y Capnodiales
(Ascomycota) fueron los mas representativos. Adicionalmente, los analisis
de abundancia diferencial destacan los géneros Hypoxylon, Microdochium,
Xylaria y la familia Nectricaceae, los cuales han sido reportados como
tolerantes a metales pesados. También se encontraron géneros raros y
pocos conocidos como Plectosphaerella, Tetracladium, Microdihum que
Cyberlindnera que podrian tener capacidad de tolerar altas concentraciones
de Cd.

1 Se evalué el efecto de las caracteristicas fisicoquimicas y concentraciones de Cd

presente en suelos cacaoteros sobre la diversidad estructural de las comunidades
fungicas, encontrando que:

0 Las propiedades fisicoquimicas de los suelos cacaoteros estudiados

presentaron bajas correlaciones con los indices de diversidad alfa
mostrando que la estructura de las comunidades fungicas esta determinada
por multiples factores como la textura, el pH, CO, N, CICE y Cdt.

Las redes de co-ocurrencia mostraron géneros fungicos Unicos y
compartidos por finca. A su vez, se encontré que la finca F1 se presentd
una estructura mas homogénea posiblemente a los altos contenido de Cd y
propiedades fisicoquimicas encontradas en estos suelos, en contraste, la

finca F2 la estructura cambia de acuerdo a la profundidad del suelo.
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Recomendaciones

1 En este estudio se encontraron concentraciones de Cd superiores a 1,1 mg kg™ en
suelos cacaoteros, donde el origen de este Cd aun no se ha establecido, se sugiere
realizar estudios de la mineralogia del suelo para conocer este posible origen del
Cd, adicionalmente se encontré correlaciones positivas del Cd con el pH, Ca, Zn,
Cu, CICE, Mg, por lo tanto, se sugiere estudiar grado y tipo de acomplejamiento del
Cd en estos suelos.

1 Se observé un alto contenido de Cd disponible en suelos rizosféricos de la finca F1,
futuras investigaciones deberian abordar el estudio de la rizosfera de suelos
cacaoteros, y entender el rol de las rizodeposiciones de la planta y el rol de la
actividad microbiana en la disponibilidad del Cd.

1 Se observé que el contenido de Cd en la hojarasca fue superior al contenido de Cd
en el suelo, se sugiere evaluar estrategias de manejo de la hojarasca considerando
gue es la principal fuente de entrada de materia organica y de fertilizacion de los
suelos cacaoteros, pero a su vez esta participando en la recirculacion del Cd en el
cultivo.

1 Para futuros estudios es importante tener encuentra contar un numero de réplicas
biol6gicas mayor debido a la gran heterogeneidad de los suelos estudiados.

1 El marcador molecular ITS2, permitié identificar parcialmente la comunidad fangica
presente en estos suelos, se sugiere que para futuras investigaciones se haga uso
del marcador y una subunidad ribosomal complementaria con el fin de robustecer
el marcador. También se sugiere hacer uso de técnicas como shotgun para
identificar también los genes y funciones enzimaticas en estos suelos.

1 La baja asignacién taxonémica alcanzada usando la base de datos de UNITE,
sugiere utilizar una base de datos complementaria como el GenBank de NCBI
donde el porcentaje de similaridad es menor, pero permitiria conocer mas
ampliamente los taxones presentes.

1 Los géneros encontrados diferencialmente abundantes podrian indicarnos
mecanismos de tolerancia a este tipo de estrés. Se sugiere enfocar el estudio de
estos géneros y optimizar los medios de cultivo para escalar el estudio a nivel in

vitro de estos hongos.
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9 Estos resultados podrian complementarse con el aislamiento y cultivo de hongos
presentes en estos suelos contaminados con Cd para determinar los mecanismos

de tolerancia a Cd y contribuir con el desarrollo de estrategias que ayuden a mitigar

la toma de Cd por parte de la planta.
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Tablas suplementarias

Tabla Suplementaria 1 Requerimiento nutricional para cultivo de cacao

Requerimiento Finca 1 Finca 2 Finca 3
nutricional (kg/ha)* (kg/ha)* (kg/ha)*
(kg/ha)
N 438 465 324 616
P 48 150 30 280
K 633 140,8 2815 2111
Ca 373 4328 721,2 1082
Mg 129 87,5 109,4 87,5
Mn 6,1 13 9 5
Zn 1,5 13 5 2

* Las transformaciones se realizaron partiendo de una densidad aparente igual a 0,90 g
cm3

Tabla Suplementaria 2 Cebadores utilizados para la amplificacion y preparacion de
librerias metagendmicas.

PCR Sentido Nombre Secuencia Tamaiio
Primera Forward |F_ITS3_KYO2|ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGATGAAGAACGYAGYRAA 51
Reverse |R_[TS4 KYO3|GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTBTTVCCKCTTCACTCG 52
Forward PE1-4 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGCGATTAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 70
Forward PE1-5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACACGTGTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 70
Forward PE1-6 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTGTGTCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 70
Forward PE1-7 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGCTTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 70
Reverse PE1-8 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCACCTCAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 70
Reverse PE2-1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTAGCTTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCCAAGGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Segunda| Reverse PE2-3 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCCGCTTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-4 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGTGTGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-5 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGTCTGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-6 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACGGCTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTTGCAAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-8 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGAAGTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-9 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCTCTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
Reverse PE2-10  |CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCAAGACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 66
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Tabla Suplementaria 3 Extracciones de ADN

Extraccion inicial ADN limpio Libreria ITS2
Finca Cultive Tipo Repeticién|Concentracién 260/280 260/230 Perlas |concentracién 2601280 260/230 Concentracion
ng/uL ngluL ngluL
F1 SCC D1 R1 90,3 1,86 2,06 X 743 1,85 2,16 6.3
F1 SCC D1 R2 93,7 1,85 1,02 X 69,9 1.8 2,09 3.4
F1 SCC D1 R3 51,2 1,97 1,49 K} 4 46.8 1,82 2,15 282
F1 SCC D2 R1 469 1.8 16 X 441 1,85 2,05 258
F1 SCC D2 R2 62,3 1,83 1,18 K4 476 1,79 2,11 171
F1 SCC D2 R3 4.7 1,9 1,42 33X 359 1,74 2.05 32,0
F1 SCC Rz R1 188,1 1,87 1,99 3K 181.,6 1,86 2,15 238
F1 SCC Rz R2 2281 1,87 1,69 X 169,5 1,68 2,15 145
F1 SCC Rz R3 175,8 1,89 1,59 X 156,3 1,85 2,15 226
F1 SWC D1 R1 59,7 1,89 22 K} 4 536 1,81 2,02 26,2
F1 SWC D1 R2 322 1,83 0,82 X 297 18 19 109
F1 SWC D1 R3 29 1,81 1,5 K4 337 1,81 2,04 33,2
F1 SWC D2 R1 218 1,75 0,35 33X 16,9 2.01 1,96 36,6
F2 SCC D1 R1 64,9 1,89 1,63 3K 53,2 1,88 2,12 26.6
F2 SCC D1 R2 120,3 1,88 2,02 X 1031 1,86 2,12 216
F2 SCC D1 R3 1331 1,89 1,66 X 109,9 1,86 2,14 12,5
F2 SCC D2 R1 90,55 1,83 0,23 X 70,32 1,85 2,02 226
EF2 SCC D2 R2 2142 1,88 1,72 X 100,5 1,79 19 320
F2 SCC D2 R3 112,08 1,88 1,45 K 89.8 1,74 2,04 30,8
F2 SCC Rz R1 2958 1,88 2,03 33X 2074 1,88 2.2 108
F2 SCC Rz R2 85 1,89 2,03 3K 68,5 1,84 2,09 35,0
F2 SCC Rz R3 2501 1,87 1,59 X 182,4 1,87 2,19 20,6
EF2 SWC D1 R1 277,17 1,86 2,03 X 2133 1,87 2,18 83,6
F2 SWC D1 R2 225 1,85 1.41 X 1791 1,87 217 33,8
F2 SWC D1 R3 153,2 1,89 1,89 33X 1077 1,85 2,15 418
F2 SWC D2 R1 126,1 1,86 2,03 K 100,5 1,87 2,18 36,0
F3 SCC D1 R1 170 1,86 1,76 33X 1582 1,89 22 274
F3 SCC D1 R2 177 1,88 1,74 3K 153,2 1,89 2,23 16,6
F3 SCC D1 R3 90,3 1,88 0,43 X 86,7 1,68 2,23 246
F3 sce D2 R1 35 19 1,96 X 6,9 1,01 214 482
F3 SCC D2 R2 35,9 1,77 1.1 X N6 1,89 28 9,9
F3 SCC D2 R3 201 1,83 0,23 33X 13.8 1,94 2,09 27.0
F3 SWC D1 R1 165,4 1,88 1,72 K 159 1,87 2,19
F3 SWC D1 R2 2782 1,88 1,45 X 2543 1,87 2,23
F3 SWC D1 R3 123,2 1,83 1,98 3K 986 1,88 2,16
EF3 SWC D2 R1 257 1,83 0,88 K} 4 16,1 1,89 2,35 218
Promedio 122,21 1,86 1,49 98.72 1,86 2.14 26,42

Tabla Suplementaria 4 Analisis de fragmentos de las librerias previa a secuenciacion

Gel Columna Muestra
A F2:SCC:Rz:R2
B F3:SCC:D1:R1
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Tabla Suplementaria 5 Namero de lecturas obtenidas de secuenciacion antes y después
de la limpieza con trimmomatic

Finca Cultive Tipo Repeticion | Sentido Rawdata Clean data %removide| Sentido Rawdata Cleandata %removido
F1 SCC Rz R1 Forward 156532 108491 30,69 Reverse 156532 108491 30,69
F1 SCC Rz R2 Forward 157003 144332 8,07 Reverse 157003 144332 8,07
F1 SCC Rz R3 Forward 528038 418914 20,67 Reverse 528038 418914 20,67
F1 SCC D1 R1 Forward 515894 326434 36,74 Reverse 515994 326434 38,74
F1 SCC D1 R2 Forward 91153 72624 20,33 Reverse 91153 72624 20,33
F1 SCC D1 R3 Forward 145069 127772 11,92 Reverse 145069 127772 11,92
F1 SCC D2 R1 Forward 65879 64916 1,46 Reverse 65879 64916 1,46
F1 SCC D2 R2 Forward 211787 168033 20,66 Reverse 211787 168033 20,66
F1 SCC D2 R3 Forward 127678 95333 2533 Reverse 127678 95333 2533
F1 SWcC D1 R1 Forward 110006 69277 37,02 Reverse 110006 69277 37,02
F1 SWC D1 R2 Forward 2178898 134533 38,26 Reverse 217898 134533 38,26
F1 SWC D1 R3 Forward 91274 81800 10,38 Reverse 91274 81800 10,38
F1 SWcC D2 R1 Forward 77658 75123 3,26 Reverse 77658 75123 3,26
F2 SCC Rz R1 Forward 194469 147747 2403 Reverse 194469 147747 2403
F2 SCC Rz R2 Forward 125418 111463 11,13 Reverse 125418 111463 11,13
F2 SCC Rz R3 Forward 141656 110191 22,21 Reverse 141656 10191 22,21
F2 SCC D1 R1 Forward 71564 60732 15,14 Reverse 71564 60732 15,14
F2 SCC D1 R2 Forward 156322 124199 20,55 Reverse 156322 124199 20,55
F2 SCC D1 R3 Forward 379114 296572 21,77 Reverse 379114 296572 21,77
F2 SCC [ R1 Forward 3373443 343630 89,81 Reverse 3373443 343630 89,81
F2 5CC D2 R2 Forward 434588 265400 38,93 Reverse 434588 265400 38,93
F2 SCC D2 R3 Forward 415978 373325 10,25 Reverse 415978 373325 10,25
F2 SWC D1 R1 Forward 37566 34901 7,00 Reverse 37566 34901 7,09
F2 SWC [ R2 Forward 246704 145055 41,20 Reverse 246704 145055 41,20
F2 SWC D3 R3 Forward 459881 406919 11,52 Reverse 459881 406919 11,52
F2 SWC D2 R1 Forward 557055 503269 9,66 Reverse 557055 503269 9,66
F3 SCC D1 R1 Forward 80666 60597 2488 Reverse 80666 60597 2488
F3 SCC D1 R2 Forward 58114 52596 9,50 Reverse 58114 52596 8,50
F3 5CC D1 R3 Forward 236316 172740 26,90 Reverse 236316 172740 26,90
F3 SCC D2 R1 Forward 104309 93100 10,75 Reverse 104309 93100 10,75
F3 SCC D2 R2 Forward 61492 56389 830 Reverse 61492 56389 8,30
F3 SCC D2 R3 Forward 106373 74146 30,30 Reverse 106373 74146 30,30
F3 SWC D2 R1 Forward 214118 148129 30,82 Reverse 214118 148129 30,82

Total 9951114 5468682 45,04 9951114 5468682 45,04
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Tabla Suplementaria 6 Filtracién con DADA2 y reconstruccion de ASVs
pe':: ?nnnge _ percentage
Finca Cultive Tipo Rep input  filtered denoised . . of input non-
passed chimeric . .
- chimeric
filter

F1 SCC ) R1 326434 132288 40,53 113912 91428 28,01
F1 SCC ) R2 72624 63359 87,24 60806 55348 76,21
F1 SCC D1 R3 127772 113112 88 53 110228 100721 7883
F1 SCC D2 R1 64916 59900 92 27 58769 58164 89,60
F1 SCC D2 R2 168033 146921 87,44 142673 118089 70,28
F1 SCC D2 R3 85333 77372 81,16 74302 67070 70,35
F1 SCC Rz R1 108491 89719 8270 78651 67068 61,82
F1 SCC Rz R2 144332 129676 89,85 126500 115608 80,10
F1 SCC Rz R3 418914 170454 40 69 1656261 113527 27,10
F1 SWC D1 R1 69277 59040 85,22 56311 40792 58,88
F1 SWC D1 R2 134533 118040 87,74 115441 72577 53,95
F1 SWC ) R3 81800 71103 86,92 69156 66085 80,79
F1 SWC D2 R1 75123 69827 92 95 68832 49131 65,40
F2 SCC D1 R1 60732 51587 84 94 49558 47507 7822
F2 SCC () R2 124199 103847 83,69 100155 91877 7398
F2 SCC ) R3 296572 249299 84,06 242995 218792 7377
F2 SCC D2 R1 343630 137240 39 94 124062 90405 26,31
F2 SCC D2 R2 265400 103811 39,11 90497 69878 26,33
F2 SCC D2 R3 373325 137704 36,89 124039 893868 23,94
F2 SCC Rz R1 147747 120257 81,39 114904 103548 70,08
F2 ScC Rz R2 111463 98711 88,56 96175 83653 75,05
F2 SCC Rz R3 110191 90199 81,86 86033 76986 69,87
F2 SWC ) R1 34901 31126 89,18 29328 28235 80,90
F2 SWC ) R1 145065 128482 88 57 123974 114403 7887
F2 SWC D1 R2 406919 159563 39,21 137712 103009 25,31
F2 SWC D2 R1 5032689 188583 37,47 164451 122055 24 25
F3 SCC ) R1 60597 51473 84 94 49392 44366 73,21
F3 SCC () R2 52596 46294 88,02 44044 43247 g2 22
F3 SCC () R3 172740 101867 58 97 93316 71689 41 50
F3 SCC D2 R1 93100 80752 86,74 78489 76848 82 54
F3 SCC D2 R2 56389 49670 88,08 47492 46542 82 54
F3 ScC D2 R3 74146 55873 75,36 53996 49899 67,30
F3 SWGC D2 R1 148129 82629 55,78 77493 65340 44 11
Total 5468682 3369878 62,28 3159947 2853275 19,10
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Tabla Anexo 2 Resultados prueba de Kruskal Wallis y prueba de rangos de Wilcoxon de
las propiedades fisicoquimicas del suelo

Arcillas

Finca pvalue 0.0007121
F1-F2 0,16150
F1-F3 0,00024
F2-F3 0,01235
Tipo pvalue = 0,0002413

FI1SCC_ FISWC F2S5CC  F2SWC F3SCC  F3SWC
F18CC 1,0000 0,037375 0979423 0.037573 0,016381 0,003378
F1SWC 0,037375 1,0000 0101103 0,029401 0.008438 0,02843
F25CC 0,979423 0,101103 1,0000 0,051999 0,024945 0,004317
F25WC 0,037573 0.029401 0,051999 1,0000 0.486854 0,079594
F3scC 0.016381 0,008438 0.024945 0.486854 10000 0.006774
F3sSwe 0.003378 0.02843 0004317 0.079594 0.006774 1.0000
Profundidad pvalue = 0,01184

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1 F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2S5CCRz F2SWCD1 F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWCD)

F1SCCD1 10000 07584 00785 01206 01716 03313 06082 06057 03041 01716 0,1047 05375  0.0181 0,1714
F1SCCD2 07584 1,0000 06428 01840 05000 06973  0.7000 1,0000 02683 05000 01667 04000 00765  0,500(
F1SCCRz 0,0785  0.6428 1,0000 06374 02482 05097 06428 01967 00636 02482 00256 00636 00593  0,248]
F1SWCD1 01206 01840  0.6374 10000 03458 0894 01840 01840 00765 03458 00372 00765 00722  0.3458
F1SWCD2 01716 05000  0.2482 03458 10000 02072 05000 05000 05000 10000 02857 05000 03458 1.000(
F25CCD1 03313 0,6973 05097  0.8964  0.2072 10000 03642 0,899 01539 02072 00303 02433 00269  0.207]
F2sCCD2 0.6082  0,7000  0.6428  0.1840  0.5000  0.3642 10000 07000 07000 05000 02997  1,0000  0,0765  0.,500(
F2SCCRz 0.6057  1.0000  0.1967  0.1840  0.5000  0.8963  0.7000 10000 02683 05000 01667 04000 00765  0.500(
F2SWCD1 0.3041 02683  0,0636  0,0765 05000  0,153%  0.7000  0.2683 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 01840  0,6374
F2swcDz2 01716 05000  0.2482 03458 1,0000 02072 05000 05000 1,0000 1,0000 02857 05000 03458 1,000(
F3sccD1 01047 01667  0,0256  0,0372 02857 10,0303 02997  0,1667  1,0000 02857  1,0000  0.,6041 0,0275  0,285]
F3sccD2 05375 04000 0,0636  0,0765  0.5000  0.2433 1,0000  0.4000 1,0000 05000  0.6041 1,0000 0,076  0,500(
F3SWCD1 0,0181 0,0765  0,0593  0,0722  0,3458  0,026%  0,0765  0,0765  0.1840  0,3458  0,0275  0.0765 1,0000 1,000(
F3SWCD2 01716 0,5000  0.2482  0.3458 1,0000 02072 05000 05000  0.6374 1,0000 02857  0.5000 1,0000 1,000(
Limos

Finca pvalue 3,627e-05
F1-F2 0,11300
F1-F3 0,0000073
F2-F3 0,00422
Tipo pvalue = 4,413e-05

F1SCC F1SWC F2SCC F2SWC F3SCC  F3swC
F1SCC 1,0000 0,0523 0,0386 017N 0,0003 0.0032
F1SWC 0,0523 1,0000 0,0244  0,8839 0,0062 0,0294
F2sCC 0,0386 0,0244 1,0000 00287 01324 0,0334
F25WC 01791 0.8839 0.0287  1.0000 0,0062 0.0294
F3scc 0,0003 0,0062 01324 0,0062 1,0000 0.,0704
F3SWC 0.0032 0.0294 0.0334  0.0294 0.0704 1.0000
Profundidad p-value = 0,0004655

F1SCCD1 F1SCCD2 FASCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F25WCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWCI
F1sCCM 1,0000 0,5308 01388 00228 0,8411 01524 0,0173 05347 01765 0,1661 0,0022 01215 0,0176  0,16(
F1sCcD2 0,5308 1,0000 0.6374  0,1642 1,0000 0,2956 00722 1,0000 1,0000 0,3458 0,0250 0,1840 0,0765 0,34/
F1SCCRz 0,1388 0,6374 10000 0.0636 0,2482 0,0250  0.0593 0,6428 0.6428 0.2482 0,0231 0,0636 0.0636 0,24
F1SWCD1 0,0228 0,1642 0.,0636 1,0000 0,5000 0,0275 00765 03687  0.5066 0.5000 0,0256 0,1000 0,1000 0,501
F1SWCD2 0,841 1,0000 0.2482  0,5000 1,0000 04492 03458 1,0000 0,6374 1,0000 0,1946 0,5000 0.5000 1,001
F2sCC 0,1524 0,2956 0,0250  0,0275 0,4492 1,0000  0,0269 0,3642 0,0684 0.2072 0,0143 0,5133 0,0275  0,20]
F2sCccp2 0,0173 0,0722 0,093 00765 0,3458 0,0269 1,0000 0,0765 0,0765 0,3458 0,2893 0,0765 1,0000 1,00(
F2SCCRz 05347 1.0000 0.6428 03687 1.0000 0.3642  0.0765 1.0000 1.0000 0.5000 0,0256 0.2683 0.1000  0.50(
F2SwCD1 0,1765 1,0000 0.6428 05066 0,6374 0.0684 00765 1,0000 1,0000 0.5000 0,0256 0,1000 0,1000 0,501
F25WCD2 0,1661 0,3458 0.2452 05000 1,0000 0,2072 03458 0,5000 0.5000 1,0000 0,1946 0.5000 0.5000 1,00(
F3sccmMm 0,0022 0,0250 0,0231 00256 0,1946 0,0143 02893 0,0256 0,0256 0,1946 1,0000 0,1056 0.2914 0,60
F3sccp2 0,1215 0,1840 0.0636  0,1000 0,5000 05133 00765 0,2683 0,1000 0.5000 0,1056 1,0000 0,1000 0,501
F3SwWCD1 0,0176 0.0765 0.0636  0.1000 0,5000 0.0275 1.0000 0,1000 0.1000 0.5000 0,2914 0.1000 1.0000 1,00(
F3SWCD2 0,1661 0,3458 0.2482 05000 1,0000 0.2072 1,0000 0,5000 0.5000 1,0000 0,6003 0,5000 1,0000 1.00(
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pH

Finca p-value 444507
F1-F2 0,00000
F1-F3 0,0000116
F2-F3 0,00008
Tipo p-value = 3,435e-06

F1SCC F1SWC F2SCC F2SWC F3SCC  F3swcC
F1SCC 1 0 53BE+01 0,004867 0000137 0.012526
F1SwC 2,94E+04 1 2198 0,028571 0 0057143
F25CC 5,38E+01 0,002198 1 1 0,374205 0,132967
F25WC 4,87E+03 0,028571 599E+05 1 1 0,028571
F3sCC 1,37E+02 0 3.74E+05 0.756973 1 0,006851
F3SWC 1.25E+04 0.057143 1.33E+05 0.028571 0.006851 1
Profundidad p-value = 0,0006566

F1SCCD1 F13CCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F23CCRz F2SWCD1F23WCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1F3SWC
F15CCM 10.0820326!0.6303030:0.1939393!0.6666667 0.002664010.0484848!0.0242424:0.0121212 0.4444444 0.002664010.0121212' 0.08484841 0.444444
F1SCCD2  0.0820326- 1 0.076522510.076522510.3457786 0.0275318! 0.076522510.076522510.07652251 0 3457786 0.0275318!0.076522510.07652251 034577
F1SCCRz  0.6303030:0.0765225 1 0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.10000001 0.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.50000
F1SWCD1 0.1939393!0.07652251 0.10000001 1 1 0.0238095:0.100000010.200000010.10000001 0.5000000 0.0238095.0.100000010.10000001
F1SWCD2 0.666666610.3457785!0.50000001 1 1 0.285714210.500000010.500000010.50000001 1 0.285714210.50000001 0.50000001
F2SCCD1  0.002664010.0275318!0.0238095: 0.0238095.0.2857143 1 0.1666666' 0.5476190!0.38095231 05714286 0.6991341!0.380952310.095238110.285714
F25CCD2  0.0484848:0.076522510.10000001 0.100000010.5000000 0.16666661 1 0.700000010.10000001 1 0.166666610.20000001 1 0.50000
F2SCCRz  0.0242424:0.076522510.10000001 0.200000010.5000000 0.5476190:0.70000001 1 0.70000001 1 0.7142857'0.70000001 0.70000001
F25WCD1 0.0121212'0.076522510.10000001 0.100000010.5000000 0.3809523: 0.100000010.7000000! 1 0.5000000 0.7142857 1 0.100000010.50000
F25WCD2  0.4444444.0.3457785:0.50000001 0.50000001 105714285 1 1 0.50000001 1 0.3129506°0.50000001 0.50000001
F3SCCD1  0.002664010.0275318!0.0238095: 0.0238095:0.2857143 0.6991341! 01666666 0.7142857 0.7142857 0.3129507 1 0.795418010.0238095. 0.285714
F3SCCD2  0.0121212 0.076522510.10000001 0.-100000010.5000000 0.3809523i 0.200000010.70000001 1 0.5000000 0.79541801 1 0.100000010.50000
F3SWCD1 0.0848484:0.076522510.100000010.100000010.5000000 0.0952380! 1 0.700000010.10000001 0.5000000 0.0238095:0.10000001 10.50000
F3SWCD2 0.4444444.0.3457785!0.50000001 1 1 0.28567142i 050000001 1 .0.50000001 1 0.2857142i0.50000001 0.50000001

Cd disponible

Finca pvalue 00001034
F1-F2 0.0002078059
F1-F3 0.0005977971
F2-F3 0.9267392522
Tipo p-value = 5.952e-06

F1SCC  F1SWC F25CC F28WC F3SCC  F3swc
F1SCC 1.0.00484471 5,07E+01 0.0034613: 7,11E+01 0.016815920
F1SWC 4 84E+03 1 849396 0.6445521° 378188 0.110210183
F2s5CC 5,07E+01 0.8493964 1 0.3751554. 1,67E+05 0.123891319
F25WC 3.46E+03 0.6445521 3 75E+05 1 1.000.000 0.029401048
F3scc 7.11E+01 0.3761882 1.67E+05 1 1.000.000 0.007406122
F3swc 1,68E+04 0.1102101¢ 1.24E+05 0.0294010: 7 41E+03 1
Profundidad p-value = 0.0008189

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1F3SWC
F1sCcco 1 0.8378927:0.0121212 0.0242424:0 2222222 0.0035274 0.031698510.0242424:0.0121212 0.2222222 0.0021568" 0.0186336 0.084848410 222221
F1SCCD2  0.8373927- 1 0.100000010.100000010.5000000 0.0488846.0.1840386.0.100000010.100000010.5000000 0.0218395 0.07652251 0.400000010.50000
F1SCCRz  0.0121212'0.1000000! 1 0.100000010.5000000 0.0256011:0.076522510.100000010.10000001 0.5000000 0.0218895 0.076522510.100000010.50000
F1SWCD1  0.0242424:0.100000010.10000001 1 0.6373512 0.5896385: 1 0.700000010.5065551°0.6373519 0.2030917:0.4795001:0.10000001
F1SWCD2 0.2222222:0.500000010.500000010.6373518! 105811694 1 0.500000010.6373518! 1 0.7551888! 1 0.50000001
F25CCD1  0.0035274°0.0488846.0.0256011. 0.5896385:0 5811695 1 101486347 1 05811695 0.5913701:0.8875370i 01486347 0.43638
F25CCD2  0.0316985:0.1840386. 0.07652251 1 1 1 1 0.6579050: 1 1 0.8780883 1 0.6579050
F25CCRz  0.0242424:0.100000010.10000001 0.700000010.5000000 0.1486347 0.6579050: 1.0.100000010.5000000 0.0218895 0.1840386.0.2000000!
F25WCD1  0.0121212'0.10000001 0.10000001 0.5065551° 06373519 1 1 010000001 1 0.6373519 0.88753701 1 0.100000010.50000
F2SWCD2 0.2222222:0.500000010.500000010.6373518! 105811694 1 0.500000010.6373518! 1 0.7551888! 1 0.50000001
F3SCCD1  0.0021568°0.0218895:0.0218895: 0.2030917:0.7551883 0.5913701: 0.8780883 0.02158895.0.8875370i 0.7551889 1 0.6780883 0.0218895.0.16783
F3SCCD2 0.018633610.07652251 0.07652251 0.4795001: 1 0.8875370i 1 0.1840386: 1 1 0.87808831 1 0.07652251
F3SWCD1  0.0848484i0.400000010.10000001 0.100000010.5000000 0.1486347 0.6579050;0.200000010.100000010.5000000 0.0218895 0.0765225! 10.50000
FISWCD2 0.2222222:0.500000010.50000001 1 10.4363852: 1 1.0.50000001 10.1678351! 1.0.50000000
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Cd total

Finca p-value 1.3e-05
F1-F2 0,00001
F1-F3 0002188538
F2-F3 0,06229
Tipo p-value = 3.733e-06

F18CC F1SWC F25CC F258WC F3SCC  F3SWC
F1SCC 1 0.0067390! 4,32E+01 0.0034781°0.0001367:0.221738854
F1SWC 6. 74E+03 1 103.297 0.1464891:0.0751768: 0.026571429
F25CC 4 32E+01 01032967 102120879 0.3024752°0.001098901
F25WC 3,48E+03 01464891 2 12E+05 105881274 0.0258571429
F3scc 1.37E+02 0.0751768! 3.02E+05 0.5881274 1 0.006773944
F3SWC 2,22E+05 0.0285714. 1,10E+03 0.0285714.0.0067739: 1
Profundidad p-value = 0,0008373

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1 F1SWCD2 F25CCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F25WCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3swCl
F15CCD1 1 0.4739519°0 0186336 0031698510 3308985 0.005457810.0186336 0. 031698510 0186336 0.1734417 0.0036010'0 031698510 4739519
F1SCCD2  0.4739519 1 0.100000010.100000010.5000000 0.0476190-0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.0275318!0.100000010.70000001
F1SCCRz  0.018633610.10000001 1 0.100000010.5000000 0.02358095:0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.0275315!0.100000010.10000001 0.500001
F1SWCD1 0.0316985:0.100000010.10000001 1 1 0.261904710.10000001 1 0.400000010.6373519 0.1538544.0.700000010.10000001 0.50000(
F1SWCD2 0.3308985-0.500000010.50000001 1 1 0.5714285 0.50000001 1 0.50000001 1 0.2071962!0.500000000.50000001
F23CCD1  0.005457810.0476190:0.0238095: 0.261904710.5714256 1 0.904761910.9047619 0.26190471 0.8571429 0.5745038 0.5476190:0.0238095: 0.285714
F28CCD2 0.0186336/0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.9047619 1 0.700000010.100000010.5000000 0.1538544.0.200000010.10000001 0.50000(
F2S5CCRz  0.0316985'0.100000010.10000001 1 1 0.904761910.70000001 1 1 1 0.89685061 1 0.100000010.50000(
F2SWCD1 0.0186336/10.100000010.10000001 0.400000010.5000000 0.261904710.10000001 1 1 1 0.5168531! 1 0.100000010.500001(
F2SWCD2  0.17344170.500000010.500000010.6373518! 1 0.8571428:0.50000001 1 1 108008381 1 0.50000001
F3SCCD1  0.0036010!0.0275318'0.0275318! 0.1538544.0.2071963 0.5745038 0.1538544. 0.8968506° 0.5168531: 0.8008362 1 0.7945723:0.0275318! 0.20719(
F3SCCD2 0.0316985!0.100000010.100000010.70000001 05000000 0.5476190: 0.20000001 1 1 107945723 1 0.100000010.50000(
F3SWCD1 0473951910 700000010.10000001 0.-10000001 0. 5000000 0.0238095: 010000001 0.100000010.100000010.5000000 0.0275318! 010000001 1 0.50000(
F3SWCD2 1 1.0.500000000.50000001 1.0.285714210.500000010.500000010.50000001 1.0.2071962!0.500000010.50000001

Ca

Finca p-value 7.341e-07
F1-F2 0.0000002
F1-F3 0.0000006
F2-F3 047526
Tipo p-value = 1.517e-05

F1sCC F1SWC F25CC F25WC  F3scc F3swcC
F1SCC 1 0.0464052; 6,21E+00 0.0006535! 2,94E+01 0.004575163
F1SWC 4,64E+04 1 19.780 0.0285714 5.594 0.028571429
F25CC 6,21E+00 0.0197802 1 068351641 9,72E+05 0316453516
F25WC 6,54E+02 0.0285714. 6,84E+05 1 825.175 0.0571423857
F3SCC 2,94E+01 0.00559441 9 72E+05 0.8251748: 1 0.260139860
FISWC 4. 58E+03 0.0285714. 3.16E+05 0.0571428: 2,60E+05 1
Profundidad p-value = 0.0004033

F13CCD1 FASCCD2 F1SCCRz F1SWCDA1 F1SWCD2 F25CCD1 F25CCD2 F25CCRz F23WCD1 F25WCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWC
F1SCCD1 1 0.7757575:0.0121212 0.37575751 0.6666667 0.001332010.0121212 0.1939393!0.0121212' 0.2222222 0.004662010.0242424:0.0848484: 0.22222]
F1SCCD2 0.775757% 1 0.200000000.100000010.5000000 0.0238095:0.10000001 0.100000010.100000010.5000000 0.0235095:0.100000010.10000001 0500001
F1SCCRz  0.0121212' 020000001 1 0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.10000001 0.500001(
F1SWCD1  0.3757575°0.100000010.10000001 1 1 0.0238095:0.1000000 1 0.100000010.5000000 0.0476190:0.100000010.10000001 0.500001
F1SWCD2 0.6666666/0.500000010.50000001 1 1 0.2857142i 0.50000001 1 050000001 1 0.2657142:0.500000010.50000001
F2SCCD1  0.001332010.0238095:0.0238095: 0.0238095: 02857143 1 0.1666666 0.0238095.0.904761910.2857143 0.6991341! 1 0.0476190: 0.85714
F25CCD2 00121212 0.100000010.10000001 0 100000010 5000000 01666666 1 0100000010 20000001 1 0261904710 40000001 010000001 0500001
F25CCRz  0.1939393'0.100000010.10000001 1 10.0238095:0.10000001 1 0.100000010.5000000 0.0952380!0.100000010.10000001 0.50000(
F2SWCD1  0.0121212'0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.904761910.20000001 0.10000001 1 0.5000000 0.904761% 10.10000001
F2SWCD2  0.2222222:0.500000010.50000001 0.50000001 10.28571421 1 0.500000010.50000001 1028571421 1.0.50000001
F3SCCD1  0.004662010.0238095:0.02380950.0476190:0.2857143 0.6991341!0.261904710.095238110.904761910.2857143 1 0.904761910.26190471 0.85714]
F35CCD2 0.0242424:010000001 0100000010 100000010.5000000 1 0400000010 10000001 1 109047615 1 0.70000001
F3SWCD1  0.0848484:0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.0476190-0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.261904710.70000001 1 0.50000(
F3SWCD2 0.2222222:0.500000010.500000010.50000001 1 0.8571428! 0.50000001 0.50000001 1 1 0.8571428! 1.0.50000001
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Mg

Finca p-value 0.7967
F1-F2 0.5232397
F1-F3 1,0000000
F2-F3 0.,64511
Tipo p-value = 0.5548

F1SCC F1SWC F25CC F28WC F35CC  F3sWC
F15CC 104255076 0.6250464 0.7905209 03609061 0.5589544
F1SWC 0.4255076 1 0.3164835 0.4857143 0.6429722 0.2000000
F25CC 06250464 0.3164835 1 0.3791209 0.2553545 0.8615385
F25WC 0.7905209 0.4857143 0.3791209 1 0.9398601 0.2453835
F3sCC 0.3609061 0.6429722 0.2553545 0.9398601 101482517
FIsSWC 0.5589544 0.2000000 0.8615385 0.2453835 0.1482517 1
Profundidad p-value = 0.01168

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F25CCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F25WCD2 F35CCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWC
F15CCD1 1 0.3757576 0.0186336 0.9212121 0.2222222 0.4908424!0.4969697 0.0121212 0.4969697 0.4444444 (.8518148!0.3757576 0.0121212 0.444444
F1SCCD2 03757575 1 0.0765225/0.4000000 0.5000000 01666666 0.7000000 010000001 0.2000000 0.5000000 0.7142857 1 0.100000010.50000
F1SCCRz 0.0186336 0.0765225 1 0.0765225 0.3457786 0.0275318!0.0765225 1 0.0765225 0.3457786 0.0275318!0.0765225 0.076522510.34577
F1SWCD1 0.9212121:0.4000000 0.0765225 1 0.5000000 0.7142857 0.7000000 0.100000010.4000000 0.5000000 0.795418010.7000000 0.100000010.50000
F1SWCD2 0.2222222:0.5000000 0.3457765!0.5000000 102857142 1 0.500000010.5000000 102857142 1 0.50000001
F2SCCD1  0.4908424!'0.1666667 0.0275318!0.7142857 0.2857143 10.3809524 0.0238095:0.9047619 0.2857143 0.699134210.2619048 0.1666666 0.285714
F25CCD2 0.496969710.7000000 0.076522510.7000000 1 0.3809523i 1 010000001 0.7000000 1 0.3809523:0.6247781 0.10000001
F25CCRz  0.0121212'0.1000000 1 0.1000000 05000000 0.0238095:0.1000000 101000000 0.5000000 0.0238095:0.1000000 0.100000010.50000
F25WCD1 0.496969710.2000000 0.076522510.4000000 0.5000000 0.904761910.7000000 0.1000000! 1 0.5000000 0.904751910.4000000 0.100000010.50000
F25WCD2  0.4444444.0.5000000 0.3457765!0.5000000 102857142 1 0.500000010.5000000 1 0.5714285 1 0.50000001
F3SCCD1  0.8518148:0.7142857 0.0275318!0.7954181 0.2857143 0.699134210.3809524 0.0238095:0.9047619 0.5714286 1 0.5476190 0.0476190:0.67142
F3SCCD2 03757575 1 0.0765225/0.7000000 1 0.261904710.8247781 0.100000010.4000000 1 0.5476190! 1 0.1000000!
F3SWCD1  0.0121212'0.1000000 0.076522510.1000000 0.5000000 0.1666666 0.1000000 0.100000010.1000000 0.5000000 0.0476190:0.1000000 10.50000
F3SWCD2 0.4444444.0.5000000 0.3457785!0.5000000 102857142 1 0.500000010.5000000 10.5714285 1 0.50000001

K

Finca p-value 0.978
F1-F2 0.8356351
F1-F3 0.9041857
F2-F3 0.9300933
Tipo p-value = 0.2612

F1SCC F1SWC F25CC F258WC F3SCC  F3swce
F1SCC 1 0.0476963.0.9794442 0.062149210.6132405 1
F15WC 0.0476963: 1 008837621 0.6611967 0.2787627 03094241
F25CC 0.9794442 0.0883762: 1 0.0784624:0.8073046 0.7703297
F25WC 0.0621492i0.6611967 0.0784624: 1 0.3954159 0.3807457
F3sCC 0.6132405:0.27876261 0.8078045! 0.3954159! 10.9396601
F3swC 1,00E+08 0.309424010.7703296 0.3807457.0.9398601 1
Profundidad p-value = 0.003494

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F2SWCD2 F38CCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3sWC
F15CCD1 1 0.7562196 0.0186336 0.256097910.1734417 0.1738187i 0.2185660:0.3572314 0.3561309 0.1734417 0.0600774.0.0186336 0.1009081 0.17344
F1SCCD2 0.7562196. 1 0.100000010.6423348.0.5000000 0.1948351:0.400000010.7000000 0.6579050 0.5000000 0.1197820:0.10000001 0.2000000 0.50000
F1SCCRz 0.0186336'0.1000000 1 0.076522510.5000000 0.1666666° 0.100000010.1000000 0.0765225 0.5000000 0.0238095:0.100000010.1000000 0.50000
F1SWCD1 0.256097910.6428348 0.07652251 1 03457786 0.0466846:0.6579050:0.5001843 0.6530951 0.3457766 0.0275318!0.07652251 0.0765225 0.34577
F1SWCD2 0.1734417 0.5000000 0.500000010.3457735! 1 0.2857142!0.500000010.5000000 0.3457786 10.2857142! 1 0.5000000
F25CCD1  0.1738187:0.1948351 0.1666666 0.0488846.0.2857143 1 01666666 0.7142857 0.1538544 02857143 0.8181818:0.0238095: 10285714
F25CCD2  0.2185660:0.4000000 0.100000010.6579050:0.5000000 0.1666666 102000000 1 0.5000000 0.0476190:0.200000010.1000000 0.50000
F25CCRz  0.357231410.7000000 0.10000001 0.500184210.5000000 0.7142857 0.20000001 10.1840386 0.5000000 0.5476190:0.100000010.7000000 0.50000
F25WCD1  0.3561309:0.6579050 0.076522510.6530951 03457786 0.1536544. 1 0.1840386 1 0.3457786 0.1538544.0.076522510.1840386 0.34577
F2SWCD2 0.1734417 0.5000000 0.500000010.3457735! 1 0.2857142!0.500000010.5000000 0.3457786 1 0.2857142!0.500000010.5000000
F35CCD1  0.0600774:0.1197821 0.0238095:0.0275318!0.2857143 0.8181818.0.0476190!0.56476190 0.1538544 02857143 1 0.0238095: 0.9047619 0.285714
F3SCCD2 0.0186336'0.1000000 0.100000010.07652251 10.0238095:0.200000010.1000000 0.0765225 0.5000000 0.0238095: 1.0.1000000 0.50000
F3SWCD1 0.1009081:0.2000000 0.10000001 0.076522510.5000000 1 0.100000010.7000000 0.1840386 0.5000000 0.904761910.10000001 1 0.50000
FISWCD2  0.1734417 0.5000000 0.500000010.3457785! 1.0.2857142:0.500000010.5000000 0.3457786 10.2857142:0.500000000.5000000
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Na

Finca p-value 0.1502
F1-F2 0.8075280
F1-F3 0.05892468
F2-F3 0.1532307
Tipo p-value = 2.224e-05

F1SCC  F1SWC F28CC F25WC F3SCC  F3swcC
F1SCC 1 0.0030406:0.9562159 0.0030562 0.0333161° 0.003040633
F1SWC 0.0030406: 1 0.0041756! 0.65631730!0.0067739:0.377821637
F25CC 0.9582159 0.0041756: 1 0.0042037'0.0745778:0.004175681
F25WC 0.0030562 0.6531730:0.0042037 1 0.006850510.765954830
F3sSCC 0.0333161°0.0067739:0.0745778: 0.0068504! 1 0.013171778
FISWC 0.0030406:0.37786216.0.00417561 0.7659546.0.0131717 1
Profundidad p-value = 0.0004602

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCDA1 FASWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWCI
F1SCCD1 1 0.1682475!0.0290086° 0.0175695°0.1679819 0.2133707! 0.9155911 0.0455927. 0.017833210.1679819 0.330250110.7539832 0.0175695°0.16798
F1SCCD2  0.1682475 1 0.1572992 0.072198210.3457786 0.3559380° 0.110148%: 0.3016995: 0.076522510.3457786 0.0905590!0.1840386 007219821 0.3457T{
F1SCCRz  0.0290086 0.1572992 1 0.072196210.3457766 0.0268830°0.072196210.6192567:0.076522510.3457786 0.0268630°0.0765225 0.07219821 0.34577
F1SWCD1 0.0175695 0.072198210.07219821 1 0.3457786 0.02688300.072198210.07219821 1 0.6170751 0.0268830°0.0765225 0.1101489; 0.34577{
F1SWCD2 0.167981810.3457785!0.3457785! 0.3457785! 1020719631 0.3457785! 0.3457785!0.6373518! 1 0.207196310.5000000 0.3457785!
F25CCD1  0.2133707'0.3559380°0.0268830 0.0268830°0.2071963 1 0.047912710.0268830°0.0275318!0.2071963 0.3768039.0.2976383 0.0268830°0.20719(
F25CCD2 09155911 0.1101489:0.072198210.072198210 3457786 0.04791271 1 0.072198210.076522510.3457786 0.8964169 1 0.07219821 0.34577{
F2SCCRz  0.0455927.0.3016995:0.6192567: 0.072198210.3457786 0.0268830°0.0721982/ 1 0.076522510.3457786 0.0268830°0.0765225 0.072198210.34577
F2SWCD1 0.017833210.076522510.07652251 1 0.6373519 0.0275318! 0.07652251 0.07652251 1 1 0.0275318'0.1000000 0.3536785:0.50000(
F2SWCD2  0.167981810.3457785!0.3457785! 0.61707501 1020719631 0.34577685! 0.3457785! 1 1 0.207196310.5000000 0.6170750:
F3SCCD1  0.330250110.0905590!0.0268830 0.0268830°0.2071963 0.3768039 0.8964169 0.0268830°0.0275318!0.2071963 1 0.8968507 0.0268830 0.61062
F3SCCD2 0.7539831:0.1840386.0.07652251 0.07652251 0. 5000000 0.2976383: 1 0.076522510.10000001 05000000 0.8968506 1 0.07652251 0.50000(
F3SWCD1 0.0175695°0.072198210.072198210.1101489: 03457736 0.0268830°0.072198210.072198210.3536785: 0.6170751 0.0268830°0.0765225 10.3457T74
F3SWCD2 0.167981810.3457785!0.3457785! 0.3457785! 1.0.207196310.34577685' 0.3457785! 0.50000001 1 0.6106295 0.5000000 0.3457785!

CICE

Finca p-value 2.166e-05
F1-F2 0.,0000051
F1-F3 0,0001289
F2-F3 068157
Tipo p-value = 2.844e-05

F18CC F1SWC F25CC F258WC F3SCC  F3SWC
F1SCC 1 0.0117647 0.0000200: 0.0006535! 0.0003377- 0.0006535948
F1SWC 0.01176471 1 026153841 0.0285714:0.8251748: 00571428571
F25CC 0.0000200:0.26153841 1 0.0131868 0.7020855.0.1329670330
F25WC 0.0006535!0.0285714:0.0131868 1 0.106293710.1142857143
F3scc 0.0003377:0.8251748.0.7020855. 0.10629371 10.4139860140
F3sSwC 0.0006535!0.057142810.1329670:0.11428567 0.4139860 1
Profundidad p-value = 0.002121

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1 F1SWCD2 F25CCD1 F28CCD2 F28CCRz F2SWCD1 F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWCI
F1SCCD1 1 0.7757575:10.0121212 0.1333333 0.4444444 0.001332010.0121212 0.2787879 0.0121212 0.2222222 0.0426240.0.0484848!0.0121212 0.22222]
F1SCCD2  0.7757575 1 0.100000010.1000000 0.5000000 0.0238095:0.100000010.4000000 0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.10000001 0.50000(
F1SCCRz  0.0121212'0.1000000! 1.0.1000000 0.5000000 0.0238095:0.100000010.1000000 0.100000010.5000000 0.0238095;0.100000010.10000001 0.50000(
F1SWCD1  0.1333333:0.100000010.10000001 1 1 0.1666666! 0.400000010.7000000 0.100000010.5000000 0.7142857 1 0.20000001 0.50000(
F1SWCD2 0.4444444.0.500000010.50000001 1 1 0.5714285 0.50000001 1 0.50000001 1 1 1 050000001
F25CCD1  0.001332010.0238095:0.0238095: 0.1666667 05714286 1 0.904761910.1666667 0.0238095:0.2857143 1 0.261904710.7142857 0.285714
F2SCCD2  0.0121212'0.100000010.100000010.4000000 0.5000000 0.9047619 1.0.4000000 0.70000001 1 0.5476190:0.400000010.70000001
F2SCCRz 027878758 0.400000010.100000010.7000000 1 0.16666661 0.40000001 1 0.100000010.5000000 0.3809523: 1.0.10000001 0.50000(
F2SWCD1  0.0121212°0.100000010.100000010.1000000 05000000 0.0238095:0.700000010.1000000 1.0.5000000 0.7142857 0.100000010.10000001
F2SWCD2 0.2222222:0.500000010.500000010.5000000 10.2857142: 1 0.5000000 0.50000001 1 0.285714210.500000010.50000001
F3SCCD1  0.0426240.0.0238095:0.0238095: 0.7142857 1 1 0.5476190:0.3809524 0.7142857 02857143 1 0.90476191 1
F3SCCD2  0.0484848.0.100000010.10000001 1 1 0.261904710.40000001 1 0.100000010.5000000 0.904761% 1.0.100000010.50000(
F3SWCD1  0.0121212 0.100000010.10000001 0.2000000 0.5000000 0.7142857 0.700000010.1000000 0.100000010.5000000 1 010000001 1 0.50000(
FISWCD2  0.22222220.500000010.500000000.5000000 1.0.28571421 1.0.5000000 1 1 1 0.500000010.5000000!
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P

Finca p-value 2.258e-06
F1-F2 0,0180957
F1-F3 0,0002125
F2-F3 0.00001
Tipo p-value = 5.003e-07

F1SCC F1SWC F2SCC F2S8WC F38CC  F3sWC
F1SCC 10.0034781°0.0001561:0.004866710.015246410.003478178
F1SWC 0.0034781 1.0.001098910.0285714.0.006850510.028571429
F25CC 0.0001561:0.0010989 1 0.31648350.0001427 0.001098901
F2swc 0.004866710.0285714.0.3164835 1 0.006850510.028571429
F3sCC 0.015246410.00685051 0.0001427 0.00685051 10816713852
F3swC 0.0034781°0.0285714.0.001098910.0285714.0.8167138! 1
Profundidad p-value = 0.0002579

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F23CCRz F2SWCD1F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 FISWCD1F3ISWC
F1sCccmMm 1 1 1,00E+07 0.0121212°0.2222222 0.00066601 0.0242424.0.0484848!0.0121212 0.2222222 0.1418581:0.1333333.0.0121212 0.22222]
F1SCCD2  1,00E+00 1 0.7000000 0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010-100000010-10000001 0.5000000 016666661 0.100000010-100000010.50000
F1SCCRz  1.00E+00 0.7000000! 1.0.100000010.5000000 0.16666661 0.200000010.700000010.200000010.5000000 0.261304710.200000010.100000010.50000
F1SWCD1 0.0121212'0.100000010.1000000 1 0.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.10000001 0.5000000 0.0238095;0.100000010.100000010.50000
F1SWCD2 0.2222222:0.500000010.5000000 0.50000001 1 0.2857142i 0.500000010.500000010.50000001 1 0.2857142i0.50000001 0.50000001
F25CCD1  0.000666010.0238095:0.1666667 0.0235095.0.2857143 10.7142857°0.0476190! 0.7142857 05714286 0.002164510.0238095: 0.0238095; 0.285714
F25CCD2  0.0242424:0.100000010.2000000 0.100000010.5000000 0.7142857 1 0.700000010.70000001 1 0.0238095:0.10000001 0.10000001 0.50000
F25CCRz  0.04843843:0.100000010.7000000 0.100000010.5000000 0.0476190- 0.70000001 1.0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.50000
F25WCD1  0.0121212'0.10000001 0.2000000 0.100000010.5000000 0.7142857° 0.70000001 010000001 1 0.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.50000
F2SWCD2 0.2222222:0.500000010.5000000 0.50000001 1 0.6714285 1 0.500000010.50000001 1 0.2857142i0.50000001 0.50000001
F3SCCD1  0.1418581.0.1666666 0.2619048 0.0238095:0.2857143 0.002164510.0238095:0.0238095:0.0238095; 0.2857143 1 1 1
F3SCCD2  0.1333333:0.100000010.2000000 0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.10000001 0.5000000 1 1 0.70000001
F3ISWCD1  0.0121212'0.100000010.1000000 0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.10000001 0.5000000 1 .0.70000001 10.50000
F3SWCD2 0.2222222:0.500000010.5000000 0.50000001 1 .0.285714210.500000010.50000001 050000001 1 1 1 0.50000001

Cu

Finca p-value 7.865e-06
F1-F2 0,0000103
F1-F3 0.0000483
F2-F3 045586
Tipo p-value = 2.105e-05

F1SCC  F1SWC F25CC F28WC F3SCC  F3swc
F1SCC 10.0026143 4,14E-01 0.0006535! 8,21E+01 0.0006535948
F1SWC 2,61E+03 1 598901 068571421 246 510 04857142857
F2s5CC 4,14E-01 0.5983010! 10.9527472¢ 319E+05 0.9527472527
F25WC 6,54E+02 0.6857142i 9,53E+05 1 699.282 0.8857142857
F3scc 8,21E+01 0.24650991 3.19E+05 0.6992823i 10.6992623818
F3swcC 6.54E+02 0.4857142i 9.563E+05 0.8857142i 6,99E+05 1
Profundidad p-value = 0.001785

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1F3SWC
F1sCco 1 1 0.6303030.0.0484548!0.2222222 0.001332010.0121212'0.0121212'0.0121212 0.2222222 0.0023880!0.0121212' 0.0121212 0.222221
F1SCCD2  1.00E+00 1 1.0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.0275318:0.100000010.100000010.50000
F1SCCRz  0.6303030: 1 1.0.100000010.5000000 0.0238095:0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.0275318!0.100000010.100000010.50000
FASWCD1  0.0484848:0.100000010.10000001 1 1 0.904761910.700000010.70000001 0.70000001 1 0.5168531!0.70000001 0.70000001
F1SWCD2 0.2222222:0.500000010.50000001 1 10.8571426! 1 0.50000001 1 1 0.449177210.50000001 1
F25CCD1  0.001332010.0238095: 0.0238095; 0.904761910.8571429 1 0.261904710.3809523: 10.2857143 0.092125110.26190471 10.285714
F25CCD2  0.0121212°0.100000010.100000010.70000001 10.26190471 1 0.700000010.200000010.5000000 0.89685061 1 0.40000001
F2SCCRz  0.0121212'0.100000010.10000001 0.700000010.5000000 0.3809523:0.70000001 1 0.70000001 05000000 1 1 0.700000010.50000
F2SWCD1  0.0121212 0.100000010.10000001 0.70000001 1 1.0.200000010.70000001 1 0.5000000 0.364150210.40000001 10.50000
F25WCD2 0.2222222:0.500000010.50000001 1 1 0.285714210.500000010.500000010.50000001 1 0.449177210.50000001 050000001
F3SCCD1  0.0023880:0.0275318!0.0275318! 0.5168531!0.4491772 0.092125110.8968506 10.3641502 0.4491772 1 1 0.2433046/0.44917
F3SCCD2  0.0121212° 010000001 0.10000001 0.700000010.5000000 0.26130471 1 1 .0.40000001 05000000 1 1 0.700000010.50000
F3SWCD1 0.0121212'0.100000010.10000001 0.70000001 1 1.0.400000010.70000001 1 0.5000000 0.2433045!0.70000001 10.50000
F3SWCD2 0.2222222:0.500000010.50000001 1 10.2857142: 1 0.500000010.50000001 1 0.449177210.50000001 0.50000001
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Fe

Finca p-value 0.8508
F1-F2 1,0000000
F1-F3 0.8257166
F2-F3 0,46927
Tipo p-value = 0.7968

F1SCC F1SWC F28CC F28WC F3SCC  F3SWC
F1SCC 1 05052288 0.4940133 0.5052288 04686907 0.7980392
F1SWC 0.5052288 1 0.7703297 0.3428571 0.9384134 0.6857143
F25CC 0.4940133 0.7703297 1 0.5208791 0.4136228 0.6835165
F28WC 0.5052288 0.3428571 0.52067H 102465100 0.8857143
F3sCC 0.4686907 0.9384184 0.4136228 0.2465100 10.6992824
F3sSwWcC 0.7980392 0.6857143 0.6835165 0.8857143 0.6992824 1
Profundidad p-value = 0.5002

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1 F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWCI
F1SCCD1 1 0.4969697 0.6303030 0.2787879 1,00E+07 0.5727606 0.3757576 0.4969697 0.1939394 0.2222222 0.3323897 0.7757576 0.4969697 0.22222]
F1SCCD2  0.4969697 1 1 1 10.7142857 1 1 0.4000000 1 1 102000000 0.50000(
F1SCCRz  0.6303030 1 10.7000000 1,00E+07 1 0.7000000 1 0.2000000 0.5000000 0.6973337 1.0.4000000 0.50000(
F1SWCD1 02787879 10.7000000 1 0.5000000 0.7142857 1 0.4000000 01000000 1 0.8968507 0.7000000 0.4000000
F1SWCD2 1E+07 1 1,00E+07 0.5000000 10.8571429 1 1 1 10.8008382 1 1
F25CCD1 05727606 0.7142857 1,00E+07 0.7142857 08571429 1 05476190 1 0.2619048 0.5714286 0.2971070 1 0.3809524 0.285714
F25CCD2  0.3757576 10.7000000 1 10.5476190 1 0.7000000 02000000 0.5000000 0.6973337 102000000 0.50000(
F2SCCRz  0.4969697 1 1 0.4000000 1 1 0.7000000 1 0.4000000 0.5000000 0.6973337 1.0.4000000 0.50000(
F2SWCD1  0.1939394 0.4000000 0.2000000 0.1000000 10.2619048 0.2000000 0.4000000 1 0.5000000 0.1538544 0.2000000 1 0.50000(
F2SWCD2 02222222 105000000 1 1 0.5714286 0.5000000 0.5000000 05000000 1 1 0.5000000 0.5000000
F35CCD1 03323897 1 0.6973337 0.8968507 0.8008382 02971070 06973337 0.6973337 0.1538544 1 1 05168532 0.2433046 0.20719(
F3SCCD2 0.7757576 1 10.7000000 1 1 1 1 0.2000000 0.5000000 0.5168532 104000000 0.50000(
F3SWCD1 0.4969697 0.2000000 0.4000000 0.4000000 10.3809524 0.2000000 0.4000000 105000000 0.2433046 0.4000000 1 0.50000(
FISWCD2 02222222 0.5000000 0.5000000 1 10.2857143 0.5000000 0.5000000 0.5000000 102071963 0.5000000 0.5000000

Mn

Finca p-value 0.0002321
F1-F2 0.0005962
F1-F3 0,0008277
F2-F3 022778
Tipo p-value = 0.001127

F1SCC F1SWC F25CC F25WC F3SCC  F3sSWC
F1SCC 1 0.1841216 0.0010862: 0.004866710.0002901.0.0293911
F1SWC 0.1841215: 1 0.5989010!0.3428571-0.4868542: 1
F25CC 0.0010882!0.5989011 1 0.861538410.5939124! 01703297
F25WC 0.004866710.3428571 0.8615384/ 1 0.5886419:0.3428571
F3sCC 0.0002901.0.4868543 0.5939124! 0.5886419; 10.3954159
F3SWC 0.02939111 10.1703296 0.3428571: 0.3954159: 1
Profundidad p-value = 0.04316

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1 F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWCI
F1SCCD1 1 0.357231410.2604860: 0.6090191 01734417 0.1061983 0.031696510.0186336 0.031698510.1734417 0.007992710.0186336' 0.1835734 017344
F1SCCD2  0.3572313 1 1 0.7000000 0.5000000 0.2619048 0.100000010.100000010.100000010.5000000 0.0518217!0.100000010.2000000 0.500004
F1SCCRz  0.2604860: 1 1 0.7000000 05000000 0.2619048 010000001 010000001 0.100000010.5000000 0.0518217!0.100000010.2000000 0.500001
F1SWCD1  0.609019110.70000001 0.70000001 1 10.9047619 1 0.700000010.700000010.5000000 0.5168531:0.70000001 1
F1SWCD2 0.173441710.50000001 0.50000001 1 10.8571429 1 1 1 1 1 1 1
F25CCD1  0.1061982 0.261904710.261904710.9047619 0.8571429 1054761901 0.7142857 102857143 0.9360746° 105476190 0.85714]
F2SCCD2  0.0316985!0.100000010.10000001 1 10.5476190 1 1 0.700000010.5000000 0.6973336 104000000
F2SCCRz  0.018633610.100000010.10000001 0.7000000 10.7142857 1 1 0.400000010.5000000 036415021 102000000 0.50000(
F2SWCD1  0.0316985:0.100000010.100000010.7000000 1 1 0.700000010.40000001 105000000 1 1.0.7000000
F2SWCD2 0.173441710.500000010.50000001 0.5000000 1 0.2857143 0.500000010.50000001 050000001 1 0.2071962!0.500000010.5000000
FISCCD1  0.007992710.0518217:0.0518217: 0.5168532 10.9360747 0.6973336' 0.3641502 102071963 1 0.8968506° 0.3641503
F3SCCD2  0.0186336/0.100000010.100000010.7000000 1 1 1 1 1 0.5000000 0.83968506! 10.7000000
F3SWCD1  0.1835733:0.200000010.20000001 1 105476190 0.40000001 020000001 070000001 0.5000000 0.364150210_70000001 1
F3SWCD2 0.173441710.500000010.50000001 1 10.8571429 1.0.50000001 1 1 1 1 1
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Zn

Finca p-value 0.00471
F1-F2 0,0098802
F1-F3 0,0047644
F2-F3 0.31304
Tipo p-value = 5.392e-05

F1SCC F1SWC F2SCC F2S8WC F38CC  F3sWC
F1SCC 1.0.0006535!0.0004112°0.0248366 8,21E+01 0.32745098
F1SWC 6,54E+02 1 0.4461538:0.2000000 588.642 0.11428571
F25CC 4 11E+02 0.4461538 10.7703297 2.75E+04 0.10329670
F2swc 2,48E+04 0.200000010.7703296 1 104.715 0.20000000
F3sCC 8E+01 0.5866419:0.0274887 0.1047145 10.01662064
F3swC 3.27E+05 0.1142857 0.103296710.2000000 1.66E+04 1
Profundidad p-value = 0.002653

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F23CCRz F2SWCD1F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 FISWCD1F3ISWC
F1sCccmMm 1 0.496969710.278787810.0121212 0.2222222 0.0126540 0.3757576 0.0484848!0.1939393!0.2222222 0.0023880:0.0121212 10.22222]
F1SCCD2 04969696 1 1 0.100000010.5000000 0.095238110.2000000 0.200000010.400000010.5000000 0.0275318: 010000001 0.700000010.50000
F1SCCRz  0.2787878 1 1.0.100000010.5000000 0.0238095:0.2000000 0.100000010.100000010.5000000 0.0275318!0.100000010.700000010.50000
F1SWCD1 0.0121212'0.10000001 0.10000001 1 10.2619047 1 0.700000010.1000000! 1 0.6973336 1.0.10000001
F1SWCD2 0.2222222:0.500000010.50000001 1 1 1 1 1 0.50000001 1044917721 1 0.50000001
F25CCD1  0.0126540 0.095238110.0238095:0.26190471 1,00E+07 10.7142857 0.904761910.38095231 02857143 0.0303479:0.29967711 0.0238095; 0.857144
F25CCD2  0.3757575°0.200000010.20000001 1 1 0.7142857 1 0.700000010.70000001 1 0.5168531! 1 0.70000001
F25CCRz  0.0484348.0.200000010.100000010.70000001 10.904761910.7000000 1.0.400000010.5000000 0.0919249:0.400000010.10000001
F2SWCD1 0.1939393:0.400000010.100000010.100000010.5000000 0.3809523: 0.7000000 0.4000000! 1 0.5000000 0.0275318!0.100000010.100000010.50000
F25WCD2 0.2222222:0.500000010.50000001 1 10.2857142: 1 0.500000010.50000001 1044917721 1 0.50000001
F3SCCD1  0.0023880:0.0275318!0.0275318! 0.6973336°0.4491772 0.0303479- 0.5168532 0.0919249:0.0275318! 0.4491772 10.6973336°0.0275318! 044917
F3SCCD2  0.0121212 0.100000010.10000001 1 1.0.29967711 1 0.400000010.10000001 1 0.6973336° 1 .0.10000001
F3ISWCD1 1 .0.700000010.700000010.100000010.5000000 0.0238095:0.7000000 0.100000010.100000010.5000000 0.0275316:0.10000001 10.50000
F3SWCD2 0.2222222:0.500000010.50000001 1 1.0.8571428! 1 1 .0.50000001 1044917721 1 0.50000001

B

Finca p-value 0.08383
F1-F2 00718055
F1-F3 0,0895590
F2-F3 0.97082
Tipo p-value = 0.06806

F1SCC  F1SWC F25CC F28WC F3SCC  F3swc
F1SCC 1.0.1027234 0.0235197-0.3506733 0.041591510.2433698
F1SWC 0.1027234: 1 0.6650055: 04532547 0.6170750i 04532547
F2s5CC 0.0235197.0.6650055 10.4595974 0.9444151'0.5270893
F25WC 0.3506732:0.4532547 04595973 1 0.6396669: 1
F3scc 0.041591510.6170751 0.9444151:0.5396669 1 0.5396669
F3swcC 0.2433698.0.4532547 0.5270892/ 1 0.6396668: 1
Profundidad p-value = 0.07497

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1F2SWCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1F3SWC
F1sCco 10.6005795 0.1191904 0.11915904 0.4184922 0.1157968 0.1191904 0.1191904 0.1191904 0.8438591 0.0630835.0.1191904 0.2390041 0.41849]
F1SCCD2  0.6005794 1 0.1967056 0.1967056 0.6373519 0.1250469 0.1967056 0.1967056 0.1967056 1 0.125046810.1967056 0.3536785 0.63735
F1SCCRz  0.119180310.1967056 1 1 1,00E+07 0.6373519 1 1 1.0.2482131 0.6373518! 10.5049851
FASWCD1 0.119190310.1967056 1,00E+07 1 10.6373519 1 1 1.0.2482131 06373518 1 0.5049851
F1SWCD2 0.4184922:0.6373519 1.00E+07 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
F25CCD1  0.115796710.1250469 0.6373519 0.6373519 1,00E+07 1 0.6373519 0.6373519 0.6373519 0.2059032 10.6373519 0.8596838
F25CCD2  0.119130310.1967056 1 1 10.6373519 1 1 1.0.2482131 06373518 10.5049851
F25CCRz  0.119180310.1967056 1 1 10.6373519 1 1 1.0.2482131 0.6373518! 10.5049851
F25WCD1  0.119190310.1967056 1 1 10.6373519 1 1 1.0.2482131 06373518 1 0.5049851
F25WCD2 0.8438591 10.2482131 0.248211 1.0.2059032 0.2482131 0.2482131 02462131 10.1189907:0.2482131 0.3457786
F3SCCD1  0.0630835:0.1250469 0.6373519 0.6373519 1 1 0.6373519 0.6373519 0.6373519 0.1189907 10.6373519 0.5958831
F35CCD2  0.119130310.1967056 1 1 106373519 1 1 102482131 06373518 1 0.5049851
F3SWCD1 0.2390041'0.3536785 0.5049851 0.5049851 10.8596838 0.5049851 0.5049851 0.5049851 0.3457786 0.5958830!0.5049851 1
F3SWCD2 0.4184922.0.6373519 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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co

Finca p-value 0.185
F1-F2 0,9864210
F1-F3 0.1574196
F2-F3 0,07546
Tipo p-value = 0.01202

F1sSCC F1SWC F25CC F2SWC  F3SCC F3swcC
F15CC 1 00117647 01447839 0. 9588235.0. 97541081 0101307190
F1SWC 0.0117647 1 0.0197802: 0.0285714. 0.0503496: 0.028571429
F25CC 0.1447839:0.0197802: 1 0.261535410.31002621 0004395604
F28WC 0.9588235.0.0285714. 02615384/ 1 0.8251748:0.114285714
F3sCC 0.975410810.0503496!0.3100261! 0.8251748: 10.050349650
F3SWC 0.1013071!0.0285714.0.00439561 0.1142857 0.0503496! 1
Profundidad p-value = 0.0006998

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1 F1SWCD2 F2SCCD1 F2SCCD2 F2SCCRz F2SWCD1 F25WCD2 F3SCCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3swCl
F1SCCD1 1 0.3757576 0.0121212 0.0484846: 02222222 (.2284382. 0.0121212 0.3757576 0.3757576 0.6666667 0.0126540 0.0121212 0.0121212' 0.66666(
F1SCCD2  0.3757575! 10.100000010.700000010.5000000 07142857 0.700000010.4000000 0.4000000 1 0.166666610.400000010.10000001
F1SCCRz  0.0121212 0.1000000 1 0.100000010.5000000 0.0235095:0.100000010.1000000 0.2000000 0.5000000 0.0952380'0.100000010.70000001 0.500001
F1SWCD1 0.0484848:0.7000000 0.10000001 1 0.5000000 0.0952380:0.700000010.1000000 0.1000000 0.5000000 0.0238095: 1 0.100000010.500001(
F1SWCD2  0.2222222:0.5000000 0.500000000.5000000 1 0.285714210.500000010.5000000 0.5000000 1 0.285714210.500000000.50000001
F25CCD1  0.2284382.0 7142857 002380950 095238110 2857143 1 01666666 0 0952381 01666667 0.8571429 0.004329010 0476190 0.0238095: 0 57142
F25CCD2 0.0121212'0.7000000 0.100000010.700000010.5000000 0.1666666! 1 0.1000000 01000000 0.5000000 0.0238095:0.200000010.10000001 0.50000(
F2SCCRz  0.375757510.4000000 0.100000010.100000010.5000000 0.0952380!0.10000001 1 1 0.5000000 0.261904710.100000010.1000000
F2SWCD1 0.375757510.4000000 0.200000010.100000010.5000000 0.16666661 0.10000001 1 1 0.5000000 0.904761910.100000010.10000001
F2SWCD2 0.6666666 1 0.500000010.5000000 1 0.8571428!0.500000010.5000000 0.5000000 1 0.285714210.500000000.5000000
F35CCD1  0.0126540 0 1666667 0095238110 0238095:0 2857143 0.004329010 0235095 02619048 0 9047619 0 2857143 1 0.0238095.0.0238095: 0 571424
F3SCCD2  0.0121212 0.4000000 0.1000000! 10.5000000 0.0476190: 0.20000001 0.1000000 0.1000000 0.5000000 0.0238095: 1.0.10000001 0.50000(
F3SWCD1  0.01212120.1000000 0.700000010.100000010.5000000 0.0235095: 010000001 0.1000000 0.1000000 0.5000000 0.0235095: 0.1000000! 1 0.50000]
F3SWCD2 _0.6666666 1.0.50000001 050000001 1 0.5714285 050000001 1 1 1.0.5714285 0.50000001 050000001

CT

Finca p-value 0.1563
F1-F2 0.7624955
F1-F3 0,1696978
F2-F3 0,04598
Tipo pvalue = 0.02957

F1SCC F1SWC F25CC F25WC  F3sSccC F3swcC
F1SCC 1 0.024836610.347445610.8784313 0.975410810.101307190
F1SWC 0.0248366 10.0391059:0.0285714.0.1482517:0.028571429
F25CC 03474457 0.0391059! 10224911670 2773177.0.007692308
F25WC 0.8784314 0.0285714.0.22491161 1 0.7104895 0.114285714
F3scCC 0.9754109 014825171 0.2773177.0.7104895 1 0.075524476
F3SWC 0.1013072 0.0285714.0.007692310.1142857 0.0755244i 1
Profundidad p-value = 0,0009224

F1SCCD1 F1SCCD2 F1SCCRz F1SWCD1 F1SWCD2 F25CCD1 F25CCD2 F25CCRz F25WCD1 F25WCD2 F35CCD1 F3SCCD2 F3SWCD1 F3SWC
F1SCCD1 1 0.4969697 0.0121212 0.084848410.2222222 0.4908424! 0.27687676/10.2787679 0.3757576 0.8668889 0.007992010.0121212 0.0121212 0.66666/
F1SCCD2  0.4969696! 1010000001 1 0.5000000 0.904761910.700000010.4000000 0.4000000 1 0.0952350!0.200000000.10000001
F1SCCRz  0.0121212 01000000 1 0100000010 5000000 0.0235095:0.100000010.1000000 02000000 0.5000000 0.166666610.100000010.70000001 0. 500001
F1SWCD1  0.0348484: 1010000001 1 0.5000000 0.1948351:0.700000010.1000000 0.1000000 0.5000000 0.0238095:0.200000010.10000001 0.50000(
F1SWCD2  0.2222222:0.5000000 0.500000000.50000001 1 0.285714210.500000010.5000000 0.5000000 1 0.2857142i0.500000010.5000000
F2SCCD1  0.4508424:0.9047619 0.0238095:0.1948351: 02857143 10.5476190:0.2619048 0.1948351 1 0.004329010.0476190:0.0238095: 0.85714
F2SCCD2  0.2787878 0.7000000 0.100000010.700000010.5000000 0.5476190- 1 0.1000000 0.1000000 0.5000000 0.0238095.0.100000010.100000010.50000(
F25CCRz 027873878 04000000 0.10000001 0 100000010.5000000 0.261904710.10000001 1 1 0.5000000 0.0952380!0.100000010.10000001
F2SWCD1 0.3757575°0.4000000 0.200000010.100000010.5000000 0.1948351-0.10000001 1 1 0.5000000 0.166666610.100000010.10000001
F2SWCD2 0.8888888: 1 0.500000010.50000001 1 1 0.500000010.5000000 0.5000000 1 0.2857142i0.500000000.5000000
F3SCCD1  0.007992010.0952381 0.1666666°0.0238095:0.2857143 0.004329010.0238095:0.0952381 0.1666667 0.2857143 1 0.0238095:0.0238095: 0.285714
F3SCCD2 0.0121212'0.2000000 0.100000010.200000010.5000000 0.0476190- 0.10000001 0.1000000 01000000 0.5000000 0.0238095: 1 0.100000010.50000(
F3SWCD1  0.0121212 0.1000000 0.70000001 0100000010 5000000 0.0238095: 010000001 0.1000000 01000000 0.5000000 0.0238095: 010000001 1 0.50000(
F3SWCD2 (.6666666! 1.0.500000000.50000001 1.0.8571428: 0.50000001 1 1 10.2857142:0.500000010.50000001
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Tabla Anexo 3 P. valores de correlacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo

A Ar pH | Cdt [ Cdd | Ca Mg K Na |CICE p Cu Fe Mn Zn B N CT | CO
1 [<0.01[<0,01] 1 | 1 | 1 |015] 1 |003]| 1 | 1 |<001 1 | 1 | 1 |079]| 1 |0,33/<0,01<0,01] Arenas
1 | 1 |045/018]007| 1 |<001/086] 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |038] 1 | 1 | 1 | 1 | Limes
T ] 1 | 1 | 1]051] 1 [ 1| 1] 1]o01] 1| 1] 1] 1] 1 056/<001<001| Arillas
1 |<0,01]<0,01]<0,01 1 |017|067|<0,01] 1 |001| 1 |0,05/<0,01066] 1 | 1 | 1 pH
1 [<001]<001] 1 |052] 1 | 1 | 1 |006] 1 | 1 |<001 1 | 1 | 1 | 1 |Cdtotal
1 <001 1 |0,73|093]082| 1 |<0,01 1 |<001]<001] 1 | 1 | 1 | 1 | Cddisp
1] 1 [ 1] 1 <001 1 005 1 |007]082] 1 | 1 | 1 | 1 Ca
1 [001]069]093] 1 | 1 | 1 | 1 ]o2] 1] 1| 1] 1 Mg
T 1 [ 1 | 1] 1 [ 11 |og7| 11|11 K
111 [ 1| 1] 11081111 Na
1] 1] 1| 1| 1 012/042] 1 | 1 | 1 | CicE
1 |094|066| 1 |029] 1 |0,08|<0,01002] p
1 [023<001]<0,01] 1 | 1 001 1 Cu
1] 1 [002] 1 | 1 |099] 1 Fe
1 [001] 1 |074]|013] 1 Mn
1 [059] 1 | 1 | 1 Zn
1 |062|0,76|0,74| B
1 [<001[0,01] N
1 <001 cT
1 co

Tabla Anexo 4 Dimensiones Analisis de componentes principales de las propiedades
fisicoquimicas del suelo discriminado por finca.

F1 F2 F3
Comp1 Comp2 Comp3 Comp1 Comp2 Comp3 Comp1 Comp2 Comp3
Arenas  -0,83612 0,27345 -0,36418 -0,81808 0,16700 0,01609 0,84875 -0,43821 -0,00147
Arcillas  0,81230 0,02433 0,05711 091441 0,16025 0,15287 -0,88456 0,40050 0,18528
Limos 0,51456 -0,50624 0,56987 0,03920 -0,68870 -0,33240 -0,32692 0,34726 -0,568304
pH -0,75270 -0,51890 0,16358 0,81364 0,39496 -0,34500 0,53691 0,55473 0,35231
Cd_disp -0,94121 0,14495 0,15626 0,63249 -0,62306 0,08441 0,91758 -0,07830 0,17875
Cd_total -0,86764 -0,04430 0,39940 0,20426 0,28434 -0,78156 0,91572 -0,26034 0,05025
Ca -0,76774 -0,52921 -0,10017 0,34862 0,23473 -0,77041 0,40450 0,85978 -0,15023
Mg -0,13784 0,62766 0,01811 0,39952 0,51031 -0,59656 0,71458 0,59316 0,33171
K -0,46320 0,58452 0,13747 0,60985 -0,63740 0,11204 -0,40125 0,04356 0,52178
Na 0,60081 -0,44017 -0,57795 -0,69591 -0,52448 -0,43676 0,87590 -0,18310 -0,25654
CICE -0,82832 -0,43074 -0,23826 0,05286 0,50475 0,68428 -0,11915 0,92303 0,32383
p -0,84706 0,35537 0,15505 0,09303 0,64102 -0,41834 0,46919 -0,16531 -0,43091
Cu 0,03954 0,43725 -0,14038 0,76980 -0,51417 -0,01961 0,55626 0,04324 -0,64383
Fe 0,01942 0,88189 -0,01413 -0,32474 -0,72648 0,04842 0,73276 0,11917 -0,11056
Mn -0,07055 -0,36623 0,26196 0,66340 -0,58516 -0,00561 0,41938 0,40209 -0,62924
n -0,60846 011174 0,45900 0,19993 -0,63752 -0,51132 0,96070 -0,00436 0,09055
B -0,72913 -0,22620 0,47151 0,03617 0,10607 0,58627 0,51575 023112 0,05965
N -0,38913 -0,00011 -0,78264 -0,88130 -0,22518 -0,28885 0,31405 0,82105 -0,17313
CT -0,86180 -0,15908 -0,32805 -0,98196 -0,00101 -0,11656 0,69285 -0,14612 0,54151
co -0,88166 -0,01943 -0,38295 -0,94728 -0,15021 -0,16597 0,87872 -0,12036 0,38512

Tabla Anexo 5 Contenido de Cd en tejidos
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Cd
Finca Tejido n mg kg™
Media sD
F1 Hojarasca 6| 7,26 1,73
F1 Hoja 6| 564 1,18
F1 Grano 61 1,80 0,65
F2 Hojarasca 6| 2894 1,26
F2 Hoja 6| 235 171
F2 Grano 6| 068 0,31
F3 Hojarasca 6 4,00 2,46
F3 Hoja 6| 274 126
F3 Grano 6| 088 0,45

Tabla Anexo 6 P. valores de correlacién de Spearman de los tejidos vegetales con las
propiedades fisicoquimicas.

cd cd cd cd|cd
Hojarasca| Hojas |Granos|CT |CO | P N Na |total|disp| Zn | Cu |[Limos(Mn | B |[CICE| pH [ Ca | Fe | K |Arcillas| Mg | Arenas
Cd Hojarasca <001 [<oot [ 1 [t [t [ 1 [ 1t 1111 1 [HIERE 1t [t [ 1 [ 1]oe7 [ 1 1
CdHejas | =001 <ot [ 1 [ 11T v [ 1 11021 1 Jozs[ 1 oot 1 [ 1 [ 1 [ 1]os7 [ 1] om
Cd Granos | <001 | <001 t [ 1 1] 1Jo03] 1 [ 1oz 1042016 1 [oo1]o03] 1 [ 1] 1] 030 [030] 056
Tabla Anexo 7 Valores indices de diversidad alfa
. . . Observed Features Shannon Gini-Simpson
Finea  Tipo  Profundidad ,  ia sd Media sd Media sd
Fl SCC Rz 1031 461,29 7,431 0,78 0,978 0,012
Fl SCC D1 910 160,50 7,437 0,78 0,974 0,015
Fl SCC D2 925 219,98 7,347 0,65 0,966 0,028
Fl SWC D1 656 7427 6,866 012 0,969 0,005
Fl SWC D2 191 5,093 0,933
Pv SCC Rz 983 325,01 7,574 1,05 0,977 0,016
Pv SCC D1 1104 393,63 7,749 0,19 0,980 0,003
Pv SCC D2 480 3573 6,420 0,29 0,958 0,011
Pv SWC D1 622 294 05 6677 0,50 0,962 0,020
Pv SWC D2 607 6,475 0,960
Cu SCC D1 726 159 58 7,593 0,69 0,983 0,009
Cu SCC D2 847 259,13 7,709 0,76 0,984 0,011
Cu SWC D2 548 6,297 0,947
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Tabla Anexo 8 Resultados prueba de Kruskal Wallis y prueba de rangos de Wilcoxon de
los indices de diversidad.

Observerd Features Shannon Gini-Simpson

H 17,248 H 17,219 H 14,945
Group1 — Group2 e 0,1405 pvalue 0142 p-value 0.2444

H p-value g-value H p-value g-value H p-value g-value
CuC2(n=1) CuSl(n=3) 180 0180 0,359 180 0.180 0359 180 0180 0412
CuC2(n=1) CuS2(n=3) 180 0,180 02359 180 0180 0359 180 0180 0412
CuC2(n=1) FIC1(n=3) 180 0180 0359 180 0180 0359 180 0180 0412
CuC2(n=1) FIC2(n=1) 100 0317 0495 100 0317 0527 100 0317 0563
CuC2(n=1) FIRZ(n=3) 020 0655 0740 180 0,180 0,359 180 0,180 0412
CuC2(n=1) FIS1(n=3) 180 0180 0359 180 0,180 0,359 180 0,180 0412
CuC2(n=1) FIS2(n=3) 1,80 0180 0,359 180 0,180 0359 020 0655 0751
CuC2(n=1) PvC1(n=3) 020 0655 0740 020 0655 0827 020 0855 0751
CuC2(n=1) PvC2(n=1) 100 0317 0495 100 0317 0527 100 0317 0563
CuC2(n=1) PvRz(n=3) 180 0180 0359 180 0180 0359 180 0180 0412
CuC2(n=1) PvS1(n=3) 180 0180 0359 180 0180 0359 180 0180 0412
CuC2(n=1) PvS2(n=3) 180 0180 0359 020 0655 0827 180 0180 0412
CuS1(n=3) CuS2(n=3) 043 0513 0635 005 0827 0827 005 0827 0827
Cus1(n=3) FIC1(n=3) 005 0827 0827 386 0050 0359 386 0050 0412
CuSt(n=3) FIC2(n=1) 1,80 0,180 0,359 180 0,180 0,359 180 0,180 0412
CuSt(n=3) FIRZ(n=3) 043 0513 0635 005 0827 0827 043 0513 0645
CuSt(n=3) FIST(n=3) 119 0275 0457 005 0827 0827 119 0275 0,524
CuSt(n=3) FIS2(n=3) 119 0275 0457 043 0513 0714 119 0275 0,524
CuSt(n=3) PvCi(n=3) 043 0513 0835 386 0050 0359 119 0275 0524
CuSt(n=3) PvC2(n=1) 020 0655 0,740 180 0180 0359 180 0180 0412
CuS1(n=3) PwRz(n=3) 119 0275 0457 005 0827 0827 043 0513 0645
CuS1(n=3) PvS1(n=3) 119 0275 0457 043 0513 0714 005 0827 0827
CuS1(n=3) PvS2(n=3) 386 0050 0359 386 0050 0359 386 0050 0412
CuS2(n=3) FIC1(n=3) 119 0275 0457 386 0050 0359 233 0127 0412
CuS2(n=3) FIC2(n=1) 1,80 0,180 0,359 180 0,180 0359 180 0,180 0,412
CuS2(n=3) FIRZ(n=3) 043 0513 0635 005 0827 0827 043 0513 0645
CuS2(n=3) FIST(n=3) 005 0827 0827 043 0513 0714 043 0513 0645
CuS2(n=3) FIS2(n=3) 005 0827 0827 043 0513 0714 119 0275 0524
CuS2(n=3) PvCi(n=3) 119 0275 0457 233 0127 0359 233 0127 0412
CuS2(n=3) PvC2(n=1) 180 0,180 02359 180 0180 0359 180 0180 0412
CuS2(n=3) PwRz(n=3) 043 0513 0635 005 0827 0827 043 0513 0645
CuS2(n=3) PvS1(n=3) 043 0513 0635 005 0827 0827 043 0513 0645
CuS2(n=3) PvS2(n=3) 386 0050 0,359 386 0050 0359 386 0050 0412
FIC1(n=3) FIC2(n=1) 180 0180 0,359 180 0,180 0,359 180 0,180 0412
FIC1(n=3) FIRZ(n=3) 043 0513 0635 043 0513 0714 119 0275 0524
FICT (n=3) FIS1(n=3) 386 0050 0,359 043 0513 0714 043 0513 0645
FICT (n=3) FIS2(n=3) 233 0127 0359 119 0275 0488 005 0827 0827
FIC1(n=3) PvC1(n=3) 043 0513 0835 005 0827 0827 043 0513 0645
FICT (n=3) PvC2(n=1) 020 0655 0740 180 0180 0359 180 0180 0412
FIC1(n=3) PvRz(n=3) 119 0275 0457 043 0513 0714 043 0513 0645
FIC1 (n=3) PvS1(n=3) 233 0127 0359 386 0050 0359 386 0050 0412
FIC1(n=3) PvS2(n=3) 386 0050 02359 386 0050 0359 119 0275 0524
FIC2(n=1) FIRZ(n=3) 180 0180 0,359 180 0,180 0,359 180 0,180 0412
FIC2(n=1) FIS1(n=3) 1,80 0,180 0,359 180 0,180 0359 180 0,180 0,412
FIC2(n=1) FIS2(n=3) 1,80 0,180 0,359 180 0,180 0,359 180 0,180 0,412
FIC2(n=1) PvC1(n=3) 180 0,80 0,359 180 0,180 0,359 180 0,180 0,412
FIC2(n=1) PvC2(n=1) 100 0317 0495 100 0317 0527 100 0317 0563
FIC2(n=1) PwRz(n=3) 180 0180 0,359 180 0180 0359 180 0180 0412
FIC2(n=1) PvS1(n=3) 180 0,180 02359 180 0180 0359 180 0180 0412
FIC2(n=1) PvS2(n=3) 180 0,180 0359 180 0180 0359 180 0180 0412
FIRZ(n=3) FIS1(n=3) 043 0513 0835 005 0827 0827 043 0513 0645
FRZ(n=3) FIS2(n=3) 043 0513 0635 005 0827 0827 005 0827 0827
FIRZ(n=3) PvC1(n=3) 2,33 0127 0359 119 0275 0488 119 0275 0524
FIRZ(n=3) PvC2(n=1) 020 0655 0740 180 0,180 0359 180 0,180 0,412
FRZ(n=3) PwRz(n=3) 005 0827 0827 005 0827 0827 005 0827 0827
FIRZ(n=3) PvS1(n=3) 005 0827 0827 005 0827 0827 005 0827 0827
FIRZ(n=3) PvS2(n=3) 233 0127 0359 233 0127 0359 233 0127 0412
FISt (n=3) FIS2(n=3) 005 0827 0827 005 0827 0827 005 0827 0827
FIST(n=3) PvC1(n=3) 119 0275 0457 119 0275 0488 043 0513 0645
FIST(n=3) PvC2(n=1) 180 0180 02359 180 0180 0359 020 085 0751
FIS1(n=3) PvRz(n=3) 005 0827 0827 005 0827 0827 043 0513 0645
FISt (1=3) PvS1(n=3) 043 0513 0635 005 0827 0827 043 0513 0645
FISt (n=3) PvS2(n=3) 386 0050 0359 233 0127 0,359 233 0127 0412
FIS2(n=3) PvC1(n=3) 233 0127 0359 119 0275 0488 005 0827 0827
FIS2 (n=3) PvC2(n=1) 1,80 0,80 0,359 180 0,180 0,359 020 0855 0751
FIS2 (n=3) PwRz(n=3) 005 0827 0827 005 0827 0827 043 0513 0645
FIS2 (n=3) PvS1(n=3) 043 0513 0835 043 0513 0714 043 0513 0645
FIS2(n=3) PvS2(n=3) 386 0050 0359 386 0050 0359 043 0513 0645
PvC1(n=3) PvC2(n=1) 020 0655 0740 020 0655 0827 020 085 0751
PvC1(n=3) PwRz(n=3) 233 0127 0359 119 0275 0488 043 0513 0645
PVC1 (n=3) PvS1(n=3) 233 0127 0359 386 0050 0359 043 0513 0645
PVC1 (n=3) PvS2(n=3) 005 0827 0827 043 0513 0714 005 0827 0827
PVC2 (n=1) PvRz(n=3) 1,80 0,180 0,350 020 0655 0827 180 0,180 0,412
PVC2 (n=1) PvS1(n=3) 1580 0,180 0,359 180 0,180 0,359 180 0,180 0,412
PVC2 (n=1) PvS2(n=3) 1580 0,180 0359 020 0655 0827 020 0855 0,751
PvRz (n=3) PvS1(n=3) 043 0513 0835 005 0827 0827 005 0827 0827
PvRz (n=3) PvS2(n=3) 386 0050 0359 233 0127 0359 233 0127 0412
PvS1(n=3) PvS2(n=3) 386 0,050 0,359 3,86 0,050 0,359 3,86 0050 0412
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Tabla Anexo 9 Dimensiones de PCoA de las muestras usando matriz de distancias de
Bray Curtis.

Muestra Axis,1 Axis,2 Axis,3

CuD1RA -0,053479 -0,20584 -0,014387
CuD1R2 -026721 0017895 -0,027821
CuD1R3 -0,19572 019686 -0,005468
CubD2CA1 -0,094767 0063149  -019171

CuD2RA1 -0,089009 -0,14813 -0.038351
CuD2R2 -0,1225  0,069096 -0,034191
CuD2R3 -019163 020121 -0,087448
FIRZR4 0025776 -0,32189 0,14864

FIRZRS 040631 -0011901 0076875
FIRzR2 00551056 -026174 021711

FID1C1 0,024864 -011163 -0,43575
FID1C2 0,050944 -0,093383 -045102
FID1C3 -0,12349 -0.034512 -029426
FID1R2 0,15141 -0,26351 0,12049

FID1R4 0,0080872 -0,33823 -0,11243
FID1REA -0.011695 -033522 0,055205
FID2C1 0043706 -0,07481 -0002814
FID2R2 0,0482 -0,27666 0,1239

FID2R4 0,023586 -0,29572 -0,070661
FID2R5 0,033673  -0,3391 0,13355

PvRzR1 -0,16832 0,077732 0,21998
PvRzR2 -0,22597  0,10063 0,18134
PvRzR3 -0,21218 013247 0,25099
PvD1C1 -0,26621 0,26972 -0,070678
PvD1C2 0,31633 0,31764 -0,070682
PvD1C3 -0,19872 0,2086 -0,13104
PvD1R1 -0,30302 017473 0,14964
PvD1R2 -0.31722  0,18954 0087923
PvD1R3 -0,33414  0,20956 0,098169
PvD2C1 0,4482 0,25702 0,018944
PvD2R1 0,52189 0,22133 0,035515
PvDZ2R2 0,49238 021124 0 066351
PvDZ2R3 0.52481 0,19387 0054067

Tabla Anexo 10 Resultados de analisis de abundancia diferencial usando edgeR
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Genus log2FC logCPM Pvalues FDR

Plectosphaerella 49467 13924 2178E-06 1,6E-05
Tetracladium 46357 99432 2182E-07 32E-06
Hypoxylon 44731 98335 553E-08 94E-07
Microdachium 36157 11,932 0,0001063 0,00051
Sarocladium 3,4888 9959 00015778 0,00447
Cylindrocladiella 34826 95128 0,000804 0,00273
KXylaria 209532 94765 00003176 0,00125
Bisifusarium 28948 92294 00010523 0,00324
Beauveria 28445 14341 00004296 0,00162
Cladosporium 27295 9149 00057502 0,0134
Cylindrocarpaon 26679 11,918 00028341 0,00723
Clonostachys 25743 10946 00010793 0,00324
Scytalidium 23926 98761 0019209 0,03842
Myrmecridium 22439 9909 0,002989 0,05646
Fusarium 22093 16,948 0,000278 0,00113
Pachonia 19774 94599  0,00605 0,01371
Rousscella 18842 14765 00016784 0,00463
Albifimbria 18394 11641 00057783 0,0134
Phialophora 1,7439 85181 0,0085283 0,01851
Acremonium 1,6364 12393 0,0005166 0,00091
Setophoma 1,3418 11,755 0,0005441 0,00093
Cordana 1,2425 1355 00018294 0,00279
Striaticonidium 1,1843 12998 00006138 0,00103
Paracremonium 1,0856 12,361 00013439 0,00208
Flabellascoma 098712 11,076 00019646 0,0029
Lasiodiplodia 096666 12676 00018769 0,00282
Arxiella 094857 11,907 00030166 0,00406
Xylodon 0,70521 86884 00030926 0,00406
Trametes 065391 94867 00044584 0,00538
Robillarda 064739 11,913 00043423 0,00534
ldriella 061492 11,388 00043396 0,00534
Bionectria 054469 11,285 00044861 0,00538
Clitopilus 053873 94703 00051959 0,00602
Stephanonectria 050784 81881 00048683 0,00577
Phaeoisaria 047933 84737 00051299 000601
Xylomyces 032475 11,179 00075661 0,00796
Chloridium 0,30047 14,592 00062451 0,00693
Trichoderma 026163 14,814 0,006848 0,00751
Annulohypoxylon 02226 91556 0,007424 0,00796
Acrocalymma 002109 11,481 00098312 0,00983
Mariannaea 001516 12377 00086673 0,00902
Pestalotiopsis 0,0697 10,092 00092134 0,0094
unidentified 0,06191 15458 00090518 0,00933
Cladophialophora 0,05807 92573 0,009334 0,00943
Parodiplodia 006172 10,793 00059578 0,00608
Neoidriella 005442 10025 00025438 0,00519
Gibberella 005316 12244 00034569 0,00207
Minutisphaera 0,05114 10,017 00016618 0,00848
Ceratocystis 0,04456 12856 00051881 0,00588
Cistella 004276 93565 0005012 0,00269
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Genus log2FC logCPM Pvalues FDR
Lipomyces -3,0964 10641 | 0,00029 000611
Westerdykella -2,6338 | 11,408 | 0,00097 0,00756
Ramicandelaber -2,6218 | 10,782 | 0,00045 0,00636
Trichosporon -2,3042 1 10,183 | 0,00731  0,03508
Pseudorobillarda -22513 | 95056 | 0,00073 0.00756
Saitozyma -2,2308 | 10,626 | 0,00383 0,02062
Berkleasmium -2,0606 @ 10,066 | 0,00859 0,03926
Pseudocercospora -1,9691 | 11,071 | 0,02265 0,08365
Arthrobotrys -1,7995 99846 | 000911 003973
Atractiella -1,7611 | 10,435 | 0,02918 0,09338
Pleuroascus -1,6861 | 99138 | 0,02519 0,08956
Penicillium -1,4121 0 12,445 | 0,11143 | 0,22761
Penicillifer -1,3667 | 10168 | 004425 012138
Talaromyces -1,3478 | 14,432 | 0,10585  0,22461
Apiotrichum -1,1711 0 10,033 | 0,14336 0,28673
Stephanonectria -1,0086 | 96,027 | 010763 022461
Conlarium -1.0977 10177 | 017208 0233039
Rhexodenticula -2,937 10,36 | 0,00032  0,00611
Migrospora -2,403 | 10,427 | 0,00387 0,02062
Chaetosphaeria -1,567 | 11,23 | 0,04984 0,00133
Chloridium -1184 1394 008134 00019
Mariannaea -0,9211 | 12194 | 0,0029 0,00467
Acremonium -0,8828 | 12322 | 0,00281 0,00465
Veronaeopsis -0.8424 | 93582 | 0,00196 0,00368
Coniochaeta -0,7998 | 93926 | 000279 000465
Pestalotiopsis -0,6126 = 10765 | 0,00444 0,00603
Flabellascoma -0,6062 @ 11274 | 0,00402 0,00577
Phialemaoniopsis -0,5353 | 96511 | 0,00425 0,00599
Gliocladiopsis 04803 | 12651 | 0,00658 000697
[driella -0,4363 | 11,62 | 000568 000699
Phaeoisaria -0,4239 | 96796 | 0,00559 0,00697
Purpureocillium -0,4233 | 12302 | 0,00559 0,00697
Paracremonium -0.3876 | 117683 | 0,00577 000701
Pyrenochaetopsis -0.3364 | 15615 | 0,00601 000713
Mot_Assigned -0,3243 | 19002 | 0,0048 0,00632
Migrograna -0,2517 | 93721 | 0,00843 0,00926
Entorrhiza -0,1907 | 95569 | 0,00769 0,00879
Colletotrichum -01578 | 10683 | 0,00858 000926
Diaporthe -0,1408 = 11658 | 0,00857 0,00926
Galactomyces -0,0231 | 14255 | 0,00933 0,00967
Setophoma -0,0017 | 11722 | 0,00961  0,00971
unidentified -0,0619 | 15458 | 0,00905 000933
Cladophialophora -0,0591 92573 0,00933 0,00943
Acrocalymma -0,0211 11,481 0,00983 0,00983
Paramicrothyrium 024179 95294 000757 0,00796
Pyrenochaetopsis 024346 1601 000712 000772
Colletotrichum 051621 97613 000542 0,00614
Phialemaoniopsis 055711 93024 000434 0,00534
Metarhizium 0,70884 14706 000311 0,00406
Purpureocillium 0765878 12119 000317 00041
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Genus log2FC logCPM Pvalues FDR
Arthrobotrys 0,79278 91585 0,00349 0,00445
Curvularia 093451 83316 0,00248 0,00351
Ganoderma 0,98424 12272 0,00239 0,00343
Phaeosphaeria 08966 10,121 0,00288 0,00397
Apiotrichum 099924 11,934 0,00306 0,00408
FPseudocercospora 0111 11,319 000271 000379
Entorrhiza -0,4526 8537 000054 0,00003
Coremiopassalora -06379 10,07 000123 000192
Periconia -0,5842 11,328 0,00113 0,00163
Penicillifer -0,7294 96658 000024 0,00047
Veronaeopsis -0,7979 7989 0.00017 000034
Cladorrhinum -0,2404 12275 000038 0,00069
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Tabla Anexo 11 Resultados de analisis de abundancia diferencial usando Aldex2

logfc  effect Pvalues Kingdom Phylum Class Order Family Genus Species
74679 -1,4496 000023 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes Minutisphaerales Minutisphaeraceae Minutisphaera unidentified
7,15997 -0,9024 00016 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales  Plectosphaerellaceae NA NA
6.74049 -0,9912 0,00854 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales Nectriaceae NA NA
661236 -1,0914 00004 Fungr  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_solani
643193 -0.5868 0,00323 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales Nectriaceae Cyberlindnera Fusarium_solani
625626 -1,1773 0,00028 Fungr  Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales  Plectosphaerellaceae Plectosphaerella  Plectosphaerella_cucumerina
6,2288 -1.1731 0,00252 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma NA
6226356 -1,185 0,00521 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Neoidriella NA
621959 126943 0,00017 Fungi  NA NA NA NA Ceratocystis NA
607104 112228 000587 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Sporormiaceae Beauveria Westerdykella_reniformis
591307 -1,1508 0,0055 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Microdochium NA
510502 -1,1347 (00023 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariaceae Hypoxylon Hypoxylon_investiens
482594 104953 000212 Fungi  NA NA NA NA Tetracladium NA
443211 -16044 2 4E-05Fungi  Ascomycota Lectiomycetes Helotiales Pezizellaceae Porodiplodia Porodiplodia_livistonae
43775 -0,9442 000427 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Bisifusarium NA
218584 -09405 0,00086 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes  Pleosporales Thyridariaceae Rousscella Roussoella_mexicana
441759 -16079 26E-05Fungi  Ascomycota Lectiomycetes Helotiales Pezizellaceae Porodiplodia Porodiplodia_livistonae
6,00914 -1,1927 000027 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales  Plectosphaerellaceae Plectosphaerella  Plectosphaerella_cucumerina
432107 -1,4169 00004 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes Minutisphaerales Minutisphaeraceae Minutisphaera unidentified
697663 -0,9168 000158 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales  Plectosphaerellaceae NA NA
6,24322 -1,2 0,00243 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma NA
7.24516 -0,9174 0,00389 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales NA NA NA
769488 -0,9589 0,00459 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusanum NA
562425 -0,7331 0,00504 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Microdochiaceae Wicrodochium NA
619092 -1.1664 0,00522 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae NA NA
6.65347 -1.1438 0,00671 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae NA NA
63167 -0,8901 0,00818 Fungi  NA NA NA NA NA NA
56,8588 -0,9773 0,00878 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales Nectriaceae NA NA
674371 -0,8874 0,00891 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Stachybotryaceae Straticonidium Striaticonidium_cinctum
734527 -0,9635 0,00932 Fungi  Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetal Dipodascaceae NA NA
686787 -0,7659 0,01025 Fungir  Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales  Plectosphaerellaceae A NA
814498 -0,7093 0,01028 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae NA NA
692549 07844 001156 Fungi  NA NA NA NA NA NA
554 -1,0011 0,01217 Fungi  Ascomycota Lectiomycetes Helotiales Hyaloscyphaceae Cistella unidentified
5565956 -0,8942 001291 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Xylariales_fam_Incertae_sedis Neoidriella Neoidriella_desertorum
638422 -1.0031 0,01468 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Volutella NA
671776 -09285 001515 Fungi  NA NA NA NA NA NA
508818 -0,8424 001623 Fungi NA NA NA NA NA NA
576243 -09568 001776 Fungi  Ascomycota Lectiomycetes Helotiales Helotiaceae Tetracladium Tetracladium_furcatum
7,15224 -0.8001 0,01786 Fungi  Basidiomycotz NA NA NA NA NA
530557 -0,8268 0,01858 Fungi  unidentified  unidentified unidentified unidentified unidentified unidentified
713292 -0.8174 0,02213 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales NA NA NA
568142 -08117 0,02229 Fungi  Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetal Phaffomycetaceae Cyberlindnera NA
5,19798 -0,6914 002272 Fungi  NA NA NA NA NA NA
620151 -0,8328 0,02316 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales Nectriaceae Bisifusarium Bisifusarium_dimerum
564962 -0,7738 002573 Fungi  NA NA NA NA NA NA
681885 -0.8438 003242 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales  Plectosphaerellaceae NA NA
7.00745 -0.8527 0,03402 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales  Plectosphaerellaceae Plectosphaerella  Plectosphaerella_cucumerina
958326 -0,6858 0,03577 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Sordariales Chaetomiaceae NA NA
614908 -0,8101 0,03795 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Campylospora NA
657777 -0,8369 003931 Fungi  NA NA NA NA NA NA
707649 -08388 0,03938 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium NA
6,19971 -0.8043 0,04075 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales NA NA NA
608738 -0,7984 004315 Fungi  NA NA NA NA NA NA
6,36565 -0.7844 0,04366 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Lophiostomataceae Flabellascoma unidentified
545244 -0,7324 004469 Fungi  NA NA NA NA NA NA
635528 -0.7662 0,04503 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Xylariales_fam_Incertae_sedis Neoidriella Neoidriella_desertorum
562492 -0,6526 004498 Fungi  NA NA NA NA NA NA
768032 -0,6563 0,04499 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Sordariales Sordariales_fam_Incertae_sedi NA NA
77364 -07142 004691 Fungi  Mortierellomyc Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella NA
853114 -05114 0,04899 Fungi  Basidiomycotz Agaricomycetes  Polyporales Ganodermataceae Ganoderma NA
641987 -05634 004777 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Xylariaceae Kylaria Xylaria_cubensis
594746 -06206 0,04101 Fungi  Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae NA NA
6,48818 -0,6065 004208 Fungi  Ascomycota Pezizomycotina_cls Pezizomycotina_ Pezizomycotina_fam_Incertae_Ciliophora unidentified
6.02778 -06847 00436 Fungi  Basidiomycotz Agaricomycetes  Cantharellales  Ceratobasidiaceae NA NA
574567 -06394 0,04474 Fungi  Ascomycota NA NA NA NA NA
673794 -0.6689 0,04005 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Gliocladiopsis NA
806432 -06015 0,04267 Fungi  Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma NA

Tabla Anexo 12 P. valores de correlacién de Spearman de los indices de diversidad alfa
con las propiedades fisicoquimicas, discriminado por finca.
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Todas
Observed | g nnon | O |ascillas| pH | % | ca | Mg | K | Na |cicE| P | Cu| Fe | Mn | zn | B | CO |Arenas|Limos| &4 | w | cT
Features Simpson total disp
Observed Features <0,01 0.03 1 0,89 1 1 1 1 002) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Shannon <001 <001 1 0,32 1 1 1 1 0.45 1 1 1 1 1 1 1 1 089 | 0.78 1 1 0.48
Gini-Simpson 0,03 =001 1 02 1 087 1 1 1 1 1 1 1 1 082 1 1 068 | 096 1 1 081
F1
Cizzuad Shannon o Arcillas| pH & Ca | Mg K Ma |CICE| P Cu | Fe | Mn | Zn B CO |Arenas| Limos 9" N CT
Features Simpson total disp
Observed Features 0,75 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.99 1 1 1
Shannon 075 0.04 0,06 1 1 1 053] 1 012)059|007]011]029)/091/009] 1 0.06 1 0.69 1 091 1
Gini-Simpson 0,04 039 | 0.2 1 096/ 073)065]| 03 |[086]014/034/019)078)041|058(0,13 1 0.91 1 0,64 1
F2
Sizzned] Shannon £ Arcillas| pH el Ca | Mg K Na [CICE| P Cu | Fe | Mn | Zn B CO |Arenas| Limos e N CT
Features Simpson total disp
Observed Features = 0,01 1 1 1 0,67 1 1 0,12 1 1 0,68 1 071 1 1 1 1 0,05 1 1 0,76 1
Shannon < 0,01 < 0,01 0,33 1 0,29 1 1 0,01 1 0,13 065|069 | 087 | 04 1 1 031] 02 035 | 053]083 1
Gini-Simpson 1 =001 0,99 1 024] 1 1 0,01 1 1 028] 1 059] 1 1 1 1 0,57 1 1 0.75 1
F3
Observed| g nnon | . 8 |arcilas| pH | % | ca | Mg | K | Na |cIcE| P | Cu| Fe | Mn | zn | B | CO |Arenas|Limos| &4 | n | cT
Features Simpson total disp
Observed Features 0,11 0.62 1 0,34 1 1 07 [064|004) 1 1 1 0761038] 1 1 1 1 1 1 1 1
Shannon 0,11 0.11 0,04 | 053 1 064)/048|059[005[{029] 1 064 059| 064|064 1 088 003 | 035 1 1 07
Gini-Simpson 0,62 011 001 [059/043) 07 [ 043]043]004)025 1 094078053048 | 066]064| 005 | 059 | 046(043|048
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Tabla Anexo 13 Resultados de prueba de mantel, usado para analisis de redundancia

by_group Variables i:::::it;?‘: p.value p.adjusted Significance
Arcillas 0179222676 0048 01600000
pH 0.076668378 0200 04444444
Cd_total -0.200849259 0.991  0.9980000
Ca 0.199810647 0.004 0.0250000 *
Mg -0.164046018 0974 09980000
K -0.124146996 0.934 0.9980000
Na 0.154139954 0.010  0.0400000 *
CICE 0.272161871 0.002 0.0250000 *
P -0.029809855 0619 09523077
phylum Cu 0.125700590 0.083 02075000
Fe 0.046062552 0.302 05981818
Wn 0161241514 0.077 02075000
Zn 0.037304821 0329 05981818
B -0 009349868 0495 08250000
CcO -0.252867902 0.998 0.9980000
Arenas 0.239124883 0.005 0.0250000 *
Limos 0.240785929 0.005 0.0250000 *
Cd_disp -0.266647872 0.998 0.9980000
N -0.192309383 0974 09980000
CcT -0.175630263 0.960 09980000
Arcillas 0.179222676 0.051 01700000
pH 0.076668378 0176 03911111
Cd_total -0 200849259 0882 10000000
Ca 0.199810647 0.005 0.0300000 *
Mg -0.164046018 0.967 10.000.000
K -0.124146996 0.908 10.000.000
Na 0.154139954 0.006 0.0300000 *
CICE 0.272161871 0.001  0.0100000 =
P -0.029809855 0594 09138462
Orden Cu 0.125700590 0.077 02150000
Fe 0.046062552 0.294 0.5880000
Wn 0161241514 0086 02150000
Zn 0.037304821 0.355 (0.6454545
B -0.009349868 0517 08616667
cO -0.252867902 1.000 10.000.000
Arenas 0.239124883 0.008 0.0320000 *
Limos 0.240785929 0.001  0.0100000 =
Cd_disp -0.266647872 0.998 10.000.000
N -0.192309383 0.984 10.000.000
CT -0.175630263 0.854 10.000.000
Arcillas 0.179222676 0.041 0.1366667
pH 0.076668378 0.165 0.3666667
Cd_total -0.200849259 0.994 10.000.000
Ca 0.199810647 0.004 0.0250000 *
Mg -0 164046018 0871 10000000
K -0.124146996 0917 10.000.000
Na 0.154139954 0.010  0.0400000 *
CICE 0.272161871 0.002 0.0250000 *
P -0.029809855 0.585 0.9000000
Género Cu 0.125700590 0.092 02300000
Fe 0.046062552 0.293  0.5860000
Wn 0161241514 0.088 02300000
Zn 0.037304821 0332 06036364
B -0 009349868 0537 08950000
cO -0.252867902 0.996 10.000.000
Arenas 0.239124883 0.004 0.0250000 *
Limos 0.240785929 0.005 0.0250000 *
Cd_disp -0.266647872 1.000 10.000.000
N -0.192309383 0.987 10.000.000
cT -0.175630263 0.966 10.000.000
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