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Resumen.

La presencia de cadmio (Cd) en suelos de cultivos cacaoteros representa una amenaza para
la salud publica al ser absorbido por la planta de cacao y llegar a la cadena alimenticia a
través del consumo directo del grano o sus productos derivados. La identificacién y el estudio
de microorganismos cadmio-tolerantes que habitan naturalmente en los suelos contaminados
proporciona un aporte para el desarrollo de estrategias biotecnolégicas y competitivas para
limitar la transferencia trofica del metal pesado. En este trabajo, setenta y tres morfotipos
bacterianos provenientes de muestras de suelo rizosférico de una finca cacaotera ubicada en
el Uraba antioquefio con presencia de Cd, fueron aislados y purificados. Posteriormente
fueron criopreservadas e incluidos en el cepario del Laboratorio de Biologia Animal y
Vegetal de la Universidad EAFIT. Cinco de los morfotipos aislados (VT012, VT018, VTO019,
VT021 y VTO051) fueron seleccionados e identificados molecularmente a través del gen 16s
rRNA. El andlisis de las secuencias genéticas coincidié con las especies Bacillus cereus y
Priestia aryabhatthai, siendo el primer reporte de la especie Priestia aryabhatthai en suelos
cacaoteros de Colombia. Adicionalmente, se realizd una evaluacion de la dindmica de
crecimiento de los cinco morfotipos bacterianos a 2, 4, 6, 8 y 10 mg/mL de Cd, el cual mostro6
que todos los morfotipos fueron capaces de crecer en presencia de las concentraciones de Cd
evaluadas. Siendo los morfotipos VT018 y VT051 de P. aryabhatthai y B. cereus
respectivamente, los que mostraron la menor afectacion en su crecimiento en presencia del
metal.
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1. Introduccion.

Los recursos minerales y metales del suelo desempefian un rol importante en la
socioeconomia mundial y la agricultura (Dubinski, 2013). No obstante, aunque se encuentren
de manera habitual en los suelos, derivado de procesos naturales como la erosion,
meteorizacion de rocas, erupciones volcénicas e incendios forestales (Bradl, 2005), la
extraccion y el uso de estos en practicas agricolas e industriales causan graves contingencias
ambientales, especialmente en términos de contaminacion de aguas y suelos por metales
pesados (Singh & Steinnes, 2020). Debido a la toxicidad y persistencia de dichos metales en
el ecosistema, éstos son una amenaza potencial para la salud humana y el ambiente (Shahid
et al., 2017). Metales pesados como el zinc, cromo, hierro, magnesio, cobre y niquel, son
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necesarios como micronutrientes en los organismos vivos. Sin embargo, pueden generar
efectos nocivos a altas concentraciones (Alloway, 2013). Otros metales pesados como el
cadmio (Cd) reciben gran atencion en la ciencia de suelos ya que no cumplen ninguna funcién
bioldgica en los organismos vivos y pueden llegar a ser absorbidos por cultivos de interés
agronomico, afectando su rendimiento y llegando a la cadena alimenticia a través del
consumo directo de las plantas contaminadas o sus derivados (frutos, semillas o la mezcla de
estos con otros componentes para generar un producto final) (Tran & Popova, 2013; Page &
Feller, 2015). Esto puede afectar la salud humana bajo una frecuencia de consumo al
acumularse en el cuerpo y ocasionar un efecto adverso en 6rganos como los rifiones y los
huesos (Eriksson & Skerfving, 2005; Food & Authority, 2012; Oskarsson et al., 2004). El
cadmio no es biodegradable y puede sufrir cambios quimicos al interactuar con diferentes
propiedades del suelo como el pH, la materia orgénica disponible y los microorganismos, lo
que determinara su acumulacion, movilidad y biodisponibilidad hacia otros componentes del
ecosistema (Borsari, 2011, 2014).

La presencia de cadmio en frutos y granos de alto interés agrondmico, por efecto de la
traslocacion desde el suelo hasta las diferentes partes de la planta, despierta una gran
preocupacion en el sector agricola, pues su acumulacion podria afectar la venta y
comercializacion de derivados vegetales para el consumo humano (Santos et al., 2010). Uno
de los productos mayormente afectados es el grano de cacao proveniente de la planta
Theobroma cacao L (Gramlich et al., 2017; Ramtahal et al., 2016), del cual se deriva uno de
los alimentos méas consumidos a nivel mundial, el chocolate. Para el afio 2019 el cultivo conto
con una produccién de 5.59 millones de toneladas de mazorcas a nivel mundial (Faostat,
2021), donde Colombia aport6 a dicha produccion con un total de 59708 toneladas de
mazorcas y un aproximado de 175000 hectéareas sembradas a lo largo del territorio nacional
(Fedecacao, 2019). En el pais existe una presion creciente de aumentar el rendimiento en la
produccion de cacao debido a que es uno de los cultivos mas representativos a nivel nacional,
y por su potencial para sustituir cultivos ilicitos en zonas rurales (Abbott et al .,2018). Sin
embargo, se ha detectado la presencia de cadmio en suelos cacaoteros a concentraciones que
oscilan entre 1y 10 mg/Kg (Daniel Bravo et al., 2021), lo que podria impactar negativamente
la economia de los productores y la salud de los consumidores.

Debido a que la ingesta de Cd en pequefias cantidades por los humanos es inevitable, ya que
los productos agricolas son la fuente principal de su consumo (Ramtahal et al., 2016), se han
planteado estrategias para disminuir su absorcion por parte de las plantas, siendo una de ellas
el uso de bacterias que estan presentes naturalmente en los suelos contaminados (Beltran
Pineda & Gomez, 2016) y que puedan tener algun potencial de bioremediacion sobre los
suelos cacaoteros. El uso de bacterias se justifica debido a que son los microorganismos mas
abundantes del suelo y cumplen un rol fundamental en la nutricion de las plantas al
determinar la biodisponibilidad y la transformacion de nutrientes esenciales y otros
compuestos para que puedan ser asimilados por la materia vegetal (Hayat et al., 2010; Jacoby
etal., 2017; Llado et al., 2017). Entre las funciones realizadas por las bacterias habitantes del
suelo estan: la fijacion de nitrégeno y carbono, la descomposicién de la materia organica, y
la solubilizacion de compuestos inorganicos (Jacoby et al.,, 2017). Mas alld de ser



imprescindibles para el desarrollo y crecimiento de las plantas, las bacterias poseen la
habilidad de adaptarse a factores de estrés como la presencia de metales pesados en el suelo
donde habitan, a través de mecanismos como la bioacumulacién y la biotransformacion.
Dichos mecanismos se refieren a la capacidad bacteriana de unir los iones metalicos a la
pared celular o de transportarlos a su interior, donde pueden ser retenidos o modificados a
compuestos insolubles (Beltrdn Pineda & Gomez, 2016; Gadd, 2010; Nies & Silver, 1995).
Como resultado se limita la biodisponibilidad de los metales para ser absorbidos por las
plantas. Por esto, el conocimiento y la caracterizacion de las comunidades bacterianas que
habitan naturalmente en los suelos de los cultivos afectados, es fundamental para comprender
su rol ecoldgico en la interaccion con el cadmio y detectar aquellas que posean potencial
cadmio tolerante, de tal manera que se genere un aporte para el desarrollo de estrategias que
limiten la transferencia trofica de cadmio (Paul et al., 2005).

En Colombia, se ha reportado el aislamiento de bacterias cadmio tolerantes de los géneros
Bacillus sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp., y Pseudomonas sp. a partir de suelos
cacaoteros con presencia de Cd provenientes de los departamentos de Arauca, Boyaca,
Cundinamarca y Santander (D. Bravo et al., 2018; Cordoba-novoa et al., 2021). Antioquia, a
pesar de ser el segundo departamento en aportar a la produccién de cacao nacional, por debajo
de Santander, no cuenta con registros suficientes de concentracion de cadmio en suelos de
fincas cacaoteras comparado con departamentos como Tolima, Huila y Meta (Fedecacao,
2019; Daniel Bravo et al., 2021). Ademaés, el conocimiento de la diversidad taxondmica de
bacterias cultivables asociadas a este cultivo y sus mecanismos fisiologicos de tolerancia al
Cd son escasos.

En este trabajo se aislaron bacterias cultivables provenientes de seis muestras de suelo de una
finca cacaotera en el Uraba antioquefio con presencia de Cd, y se evaluo su tolerancia al metal
a través del seguimiento de la tasa de crecimiento a 2, 4, 6, 8 y 10 mg/L de cadmio por tres
dias consecutivos con el fin de determinar cudl tiene el mayor potencial cadmio tolerante
dentro del rango de concentraciones evaluadas.

2. Metodologia.

2.1 Procesamiento de muestras de suelo y aislamiento de bacterias cultivables.

Se procesaron un total de seis muestras de suelo rizosférico proveniente de una finca
cacaotera del Uraba Antioquefio con concentraciones de Cd que oscilan entre 1y 2.2 mg/Kg
de suelo. Cada una de las muestras fue tomada a una profundidad promedio de 30 cm de la
zona rizosférica de las plantas de cacao. Las muestras fueron codificadas como S01, S02,
S03, S04, S05 y S06 y las respectivas concentraciones de cadmio natural para cada una (2.2
mg/kg, 1.69 mg/kg, 2.16 mg/kg, 1.63 mg/kg, 1.70 mg/kg y 1.71 mg/kg respectivamente)
fueron proporcionadas por el programa de Tecnologias convergentes en Cacao como parte
de sus resultados preliminares. Con respecto a los clones de cacao, las muestras S01 y S03
provienen del suelo rizosférico del clon LK40, las S02 y S06 del clon TSH565 y las muestras
S04 y S05 del clon 1CS39.



De cada muestra de suelo se pesaron 5 gramos, los cuales fueron macerados hasta obtener
una consistencia homogeénea. Posteriormente, las cantidades pesadas y maceradas de cada
muestra se diluyeron por separado en 45 mL de agua destilada estéril y se agitaron a 200 rpm
durante media hora para completar la dilucion y desprender los microorganismos de las
particulas de suelo.

Posteriormente, de cada solucién madre se tom6 1 mL y se realizaron diluciones seriadas
hasta 1x107. Se sembraron 100 pL de la dilucion seleccionada por triplicado en cajas de Petri
con medio Luria Broth (LB) suplementado con 0.5 mg/mL y 1 mg/mL de Cd, para un total
de 6 inoculaciones por muestra de suelo. Como control de viabilidad del medio se inocul6 E.
coli en medio LB sin suplementacién de cadmio y como control negativo se dejo una caja de
medio para cada concentracion del metal sin ningun indculo. Las muestras se incubaron a
30°C por un maximo de 48 horas hasta observar crecimiento bacteriano.

2.2 Conteo vy descripcion morfologica de bacterias cultivables.

La concentracion de 0.5 mg/mL escogida para el aislamiento se selecciond con el fin de
recoger una muestra amplia de la diversidad de morfotipos bacterianos cultivables del suelo.
También se usé la concentracion mas alta de 1 mg/mL para ver si variaba la cantidad de
dichos morfotipos ante condiciones ambientales més selectivas.

Una vez que se observo crecimiento bacteriano en las cajas de Petri con la dilucion inoculada,
se realizo un registro de la cantidad de morfotipos por caja, que se clasificaron teniendo en
cuenta los siguientes criterios: bordes, color, elevacion, opacidad y textura de la superficie.
Esta informacidn permiti6 identificar cuéles eran las morfologias que se repetian y cudl era
la proporcion en la que se encontraban dentro de cada muestra de suelo. La informacion
obtenida fue debidamente registrada para analisis estadisticos.

2.3 Purificacién y criopreservacion de bacterias cultivables.

Luego del conteo y la descripcién morfolégica, cada colonia se inoculd por separado en cajas
Petri con medio LB suplementado con 0.5 mg/mL de cadmio, con la finalidad de obtener
colonias puras que permitieran la posterior criopreservacion de las mismas. Paso seguido, se
realizaron tinciones de Gram para verificar la pureza de cada uno de los morfotipos aislados
y caracterizar por medio de la membrana si las células bacterianas eran Gram positivas o
Gram negativas.

Para el proceso de criopreservacion, cada colonia purificada se inoculd en 10 mL de caldo
BHI y se incubd a 30°C por 48 horas. Posteriormente, a cada indculo se le adicionaron 1.3
mL de glicerol estéril al 40% y 2 mL de Skin Milk estéril al 15% (Cody et al., 2008). Luego,
se dispuso de a 1 mL de la mezcla en tubos Eppendorf de 1.5 mL hasta completar cinco
replicas por cada morfotipo purificado y se almacenaron en una caja de criopreservacion a -
80°C en el Laboratorio de Biologia Animal y Vegetal de la Universidad EAFIT.



2.4 Identificacién molecular de los morfotipos bacterianos seleccionados a través del gen
marcador 16s rRNA.

Se seleccionaron cinco morfotipos presentes y predominantes entre las muestras de suelo
procesadas y se reactivaron a partir de los tubos de criopreservacion sembrando 500 uL de
cada uno en 10 mL de LB por duplicado. Adicionalmente, se hizo una siembra de cada aislado
en cajas de Petri con medio LB suplementado con 0.5 mg/mL de cadmio para corroborar que
las morfologias coincidieran con la descripcion inicial al momento de aislarlos y no tuvieran
presencia de contaminantes, paso seguido se incubaron a 30°C por 48 horas.

Los morfotipos VT012 y VTO051 se seleccionaron debido a su prevalencia en las seis muestras
de suelo rizosférico. EI morfotipo VT018, estuvo presente en las muestras S02, S03, S04 y
S06; el morfotipo VT019 fue hallado en las muestras SO1, SO02 y S06. Por dltimo, el
morfotipo VT022 estuvo presente en las muestras SO1 y S03. La Figura 3 muestra las
imagenes correspondientes a cada morfotipo bacteriano seleccionado.

Se realizd extraccion de DNA gendmico a cada una de las cepas seleccionadas basado en el
método fenol cloroformo descrito por Michael R. Green & Joseph Sambrook en 2012 con
algunas modificaciones (Green & Sambrook, 2012). EI DNA obtenido se analizd en
NanoDrop para determinar la concentracién en ng/uL y observar la pureza a través de la
relacion 260/280. Adicionalmente se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1%
para observar la integridad del material genético obtenido.

Una vez se obtuvo el material genético se procedidé con una PCR para amplificar el gen
marcador ribosomal bacteriano 16S rRNA usando los primers universales 8F (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3°)y 1492R (5- CGGTTACCTTGTTACGACTT-3")y
continuar con la identificacién molecular a través de la secuenciacion Sanger. Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con la base de datos del NCBI a través de la herramienta
BLAST.

2.5 Evaluacion del crecimiento de los morfotipos bacterianos seleccionadas en presencia de
diferentes concentraciones de cadmio.

Con la finalidad de determinar la capacidad que tenian los morfotipos bacterianos para tolerar
mayores concentraciones de cadmio, se procedio a evaluar el crecimiento de cada uno de
ellos por tres dias consecutivos a 2, 4, 6, 8 y 10 mg/L de Cd. Se eligid este intervalo de
concentraciones de Cd debido a que en Bravo et al, 2021 reportaron que estos valores
correspondian a concentraciones halladas en un amplio rango de fincas cacaoteras dentro del
territorio nacional.

La evaluacion del crecimiento bacteriano se realizé a través de la medicion de la densidad
Optica a 595.0 nm en platos para cultivo celular de 96 pozos para cada uno de los morfotipos
seleccionados, siendo un total de cinco platos. Para el desarrollo del experimento, se reactivo



cada morfotipo inoculando 500 pL de un tubo de criopreservacion en 10 mL de medio LB,
y se incubaron a 30°C por 24 horas A 150 rpm. Posteriormente se tomaron 2.5 mL de los
morfotipos previamente reactivados y se inocularon en 50 mL de medio LB. Inmediatamente
después del indculo se tomd 1mL, el cual se dispuso en una cubeta y se midié la densidad
Optica a 600 nm en el espectrofotometro (Thermo Genesys 180). Las mediciones se
continuaron cada media hora hasta alcanzar una OD de 0,8 para cada morfotipo. Una vez se
alcanzd la densidad 6ptica mencionada se utilizaron estos indculos bacterianos para proceder
con el montaje e inoculacion en los platos de 96 pozos. La plantilla del disefio experimental
que se utilizd en los platos de cultivo celular se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de los tratamientos y su distribucion en los platos ELISA de 96 pozos. EI nombre de cada columna
indica el tratamiento que se dispuso en los ocho pozos que la componen.

Las primeras seis columnas del plato no contaron con indculo bacteriano y se dispusieron de
la siguiente manera: La primera columna se llené con 200 pL de medio LB sin
suplementacion de Cd, las columnas siguientes fueron llenadas con 200 uL de medio LB
suplementado con las distintas concentraciones de Cd propuestas y funcionaron como
blancos de lectura. Las seis columnas restantes se llenaron en el mismo orden mencionado
para los medios sin inoculo, con un volumen de 150 uL, el cual fue completado con la adicién
de 50 pL de in6culo bacteriano, con el objetivo de que todos los morfotipos comenzaran el
crecimiento con una absorbancia de 0.2 (D. Bravo et al., 2018). El volumen final de todos
los pozos de plato fue de 200 pL y cada tratamiento cont6 con un total de ocho replicas. Los
cinco platos se incubaron a 30°C y 70 rpm. La densidad Optica se midi6 en el
espectrofotometro iMark™ Microplate Absorbance Reader desde el tiempo cero para
verificar la absorbancia inicial y se continuaron las mediciones cada 90 minutos por tres dias




consecutivos. La ecuacion de Monod (1949) fue utilizada para calcular la tasa de crecimiento
bacteriano.

2.6 Andlisis estadistico de resultados

Los datos colectados a partir del registro de morfotipos aislados fueron analizados por medio
de una prueba no paramétrica de Wilcoxon utilizando el programa estadistico JMP. Por su
parte, los célculos de los valores de las tasas de crecimiento se obtuvieron a partir de la
ecuacion de Monod, 1949. Adicionalmente se realiz6 la prueba de permutacion CGCC (Elso
et al., 2004) para comprar los valores de absorbancia entre los morfotipos sin presencia de
cadmio y los tratamientos con las diferentes concentraciones del metal.

3. Resultados y discusion.

3.1 Aislamiento de bacterias cultivables presentes en las muestras de suelo.

Se obtuvo un total de 84 morfotipos bacterianos cultivables entre las seis muestras de suelo
evaluadas, de los cuales pudieron ser purificados y criopreservados 73. Los demas morfotipos
no pudieron ser purificados porque no lograron crecer de forma individual, por tanto, no fue
posible incluirlos en el cepario. Con respecto a la caracterizacion con tincion de membrana,
se obtuvo que 67 aislados fueron Gram positivos y 6 Gram negativos, siendo los gram
positivos los mas abundantes en las muestras de suelo analizadas. La cantidad de morfotipos
obtenidos por muestra de suelo se ilustra en la Figura 2. Del total de morfotipos obtenidos
por muestra, lograron ser purificados y criopreservados 11 para la muestra S01, 13 para la
muestra S02, 9 para la muestra S03, 15 para la muestra S04, 11 para la muestra S05 y 14 para

la muestra S06.
) SO01 S02 S03 S04 S05 S06

Muestra

Nimero de morfotipos
10 15 20 25 30
L

5
|

Figura 2. Cantidad de morfotipos totales presentes en cada muestra de suelo. Los morfotipos totales son la suma de los
morfotipos diferentes obtenidos entre las concentraciones 0.5 y 1 mg/mL de Cd para cada muestra de suelo.



Dado que las muestras de suelo procesadas contaban con un reporte de concentracion de
cadmio natural, se quiso discutir si habria una mayor variabilidad de morfotipos bacterianos
cultivables en aquellas muestras que de manera natural tuviesen menor concentracion de
cadmio, y de manera opuesta que aquellas muestras de suelo con una concentracién natural
de cadmio superior tendrian menor cantidad de morfotipos bacterianos cultivables. Esto
debido a que se ha demostrado que el estrés generado por la presencia de metales pesados en
el suelo da como resultado una disminucién de la diversidad, la biomasa y la actividad
bacteriana (Baath, 1989; Roane & Pepper, 1999).

La prueba estadistica Wilcoxon bajo un nivel de significancia de 0.05, permitié comparar la
cantidad de morfotipos cultivables obtenidos para las réplicas de cada concentracion utilizada
(0.5y 1 mg/mL), y también permitié comparar la cantidad de morfotipos cultivables entre
las dos concentraciones. Los resultados mostraron que no hubo diferencia significativa entre
la cantidad de morfotipos cultivables creciendo a 0.5 mg/mL de Cd (p-value = 0.2862). Por
el contrario, para las réplicas de la concentracion de 1 mg/mL arrojo una diferencia
significativa (p-value = 0.0445). Sin embargo, al comparar la cantidad de morfotipos
cultivables entre ambas concentraciones, no se observo una diferencia significativa (p-value
= 0.847), por lo que las diferencias estadisticas en la concentracién de 1 mg/mL de Cd se
asociaron a un error en la manipulacion de las muestras en el momento de la inoculacién para
observar el aislamiento.

Debido a que la comparacion de los morfotipos cultivables entre ambas concentraciones no
arroj6 una diferencia significativa, se sugiere que la concentracién natural de Cd presente en
las muestras de suelo no vario lo suficiente como para tener un impacto sobre la cantidad de
dichos morfotipos como se ha demostrado en otros estudios (Roane & Pepper, 1999). Se debe
tener en cuenta que, aunque el cadmio es el factor de seleccion, la capacidad microbiana para
el crecimiento in vitro no solo se ve influenciada por la presencia del metal, sino también a
factores como: 1) la cantidad de biomasa en el in6culo correspondiente a cada morfotipo
bacteriano y 2) la capacidad fisioldgica de las bacterias para crecer en condiciones ajenas a
su ambiente natural, donde hay diferentes tipos de nutrientes, limitacion de los mismos, y
variacion de temperatura 'y pH (Felske et al., 1999).

Teniendo en cuenta que las muestras de suelo usadas en este trabajo provenian de la rizosfera
de clones de cacao, es importante que en futuros estudios se analice si las comunidades
bacterianas cultivables asociadas a los diferentes clones varian o no. Por lo que se considera
apropiado el andlisis molecular de todos los morfotipos que se lograron criopreservar, para
asi examinar que géneros o especies bacterianas se comparten entre los clones de cacao y en
qué proporcion.

3.2 Identificacion molecular de las morfologias bacterianas seleccionadas.

El analisis de las secuencias del gen 16s rRNA revel6 que los aislados VT018, VT019 VT021
coinciden en un 100% con Priestia aryabhatthai. EI género Priestia es un género nuevo que
surgid luego de que se esclarecieran relaciones evolutivas entre las especies de Bacillus
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(Gupta et al., 2020). Actualmente, el género comprende diez especies verificadas, de las
cuales Priestia aryabhatthai y Priestia megateriums han sido previamente caracterizadas
como tolerantes a metales pesados, entre ellos el cadmio. En un estudio realizado sobre
Priestia aryabhatthai se evidenci6 una tasa de bioacumulacion de cadmio del 41.1% a una
concentracion de 800 mg/mL de Cd?** (Liu et al., 2019). Por otro lado, para Priestia
megateriums, se observo un 43.11% del Cd?* adsorbido intracelularmente y una tolerancia al
metal a 14 mg/mL (Chi et al., 2020), ademas, otro estudio revel6 que la cepa denominada
como Al4 de esta especie contrarrestd la acumulacion de Cd en mani (Yao et al., 2021).

Para las cepas VT012 y VT051, los andlisis de las secuencias del 16s rRNA también arrojaron
un 100% de similitud de secuencias, pero con Bacillus cereus. Esta especie también cuenta
con antecedentes cadmio tolerantes ( e, g Ahmad et al., 2014; W. Huang & Liu, 2013). Un
ejemplo del potencial de B. cereus se evidencia en el estudio de Huang et al., 2014, donde se
mostré que el principal mecanismo de tolerancia en la cepa B. cereus evaluada fue la
acumulacién intracelular de cadmio a concentraciones menores a 20 mg/mL, e incluso sugirié
que la bacteria implementa otros mecanismos cadmio tolerantes cuando se somete a
concentraciones mas altas del metal. La implementacion de diferentes mecanismos cadmio
tolerantes por parte de las bacterias también se ha reportado en Roane & Pepper, 1999.

Estudios previos realizados en suelos cacaoteros de Colombia, también han reportado cepas
cadmio tolerantes del género Bacillus. En D. Bravo et al., 2018, se aislo la cepa Bacillus sp.
CdDB70, la cual mostro una buena capacidad de inmovilizar Cd soluble. Por otro lado, en
Cordoba-novoa et al., 2021 se reporta la presencia de cepas de Bacillus sp. y Bacillus flexus
en aislados de suelos cacaoteros con presencia de Cd. Sin embargo, aln no cuentan con
estudios in vitro que muestren su capacidad cadmio tolerante. En cuanto a nuestro hallazgo
de aislados del género Priestia, no hay antecedentes en Colombia que denoten su presencia
en suelos cacaoteros, por lo tanto, este seria el primer reporte de dicho género.

La revision de estos antecedentes en la literatura sugiere que los morfotipos aislados en este
trabajo podrian tener tolerancia al metal. Adicionalmente, dado que los resultados muestran
que tres de los aislados evaluados, VTO018, VT019 y VT021 pertenecen a Priestia
aryabhatthai, y dos, VT051 y VT018 a Bacillus cereus, exhibiendo secuencias genéticas
idénticas del gen 16s rRNA con respecto a dichas especies, es pertinente aclarar que los cinco
aislados presentan caracteristicas morfoldgicas distintas (Tabla 1) y que el gen 16s rRNA, a
pesar de ser ampliamente usado para la caracterizacion taxondémica debido a que esta
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altamente conservado entre las especies bacterianas, no permite la identificacion de
capacidades funcionales entre especies, o entre aislados dentro de la misma especie, por ende
el hecho de que tengan secuencias idénticas de este gen con respecto a las especies
referenciadas, no es suficiente para afirmar que los morfotipos analizados pertenecen a un
mismo aislado y que exhiben funciones ecoldgicas o fisiologicas similares (Johnson et al.,
2019; Jordan et al., 2002).

Anteriormente se han reportado casos donde los aislados bacterianos exhiben secuencias
idénticas del 16s rRNA con respecto a una referencia, lo que sesga la diferenciacion entre
cepas dentro de la misma especie a través de dicho gen. Incluso los analisis gendémicos de los
aislados bacterianos que arrojaron secuencias del ARNr SSU 100% idénticas con respecto a
una referencia terminaron siendo especies diferentes (Antony-Babu et al., 2017). Por esto es
pertinente implementar experimentos que permitan una caracterizacion gendémica y
metabolica de los aislados para una identificacion mas especifica que posibilite evidenciar
las relaciones evolutivas entre las cepas de estudio y las diferencias fisiologicas

Morfotipo Descripcion morfoldgica

Color rosa, superficie brillante y lisa, sin opacidad, textura cremosa, borde

VTBO051 entero, presencia de halo, elevacion convexa. Bacilo gram positivo-endospora.

Color blanco, superficie matizada, con opacidad, textura seca, bordes

VTB012 irregulares filamentosos, sin elevacién. Bacilo-gram positivo-endospora.

Color blanco, superficie brillante, sin opacidad, textura cremosa y lisa, borde

VTB018 entero, presencia de halo, elevacion convexa. Bacilo gram-positivo-endospora.

Color blanco, superficie matizada, con opacidad, borde entero, sin halo,

VTB019 presencia de hebras en relieve, sin elevacion. Bacilo gram positivo-endospora.

Color beige, superficie brillante, sin opacidad, textura cremosa y lisa, borde

VTB021 entero, sin halo, sin elevacion. Bacilo gram positivo-endospora.

Tabla 1. Descripcion morfoldgica de los cinco morfotipos seleccionados.

3.3 Evaluaciéon del crecimiento de las morfologias bacterianas seleccionadas entre las
muestras de suelo evaluadas a diferentes concentraciones de cadmio.

Las curvas de crecimiento de los cinco morfotipos seleccionados a diferentes
concentraciones de Cd se muestran en la Figura 4. Todos los morfotipos evaluados en este
trabajo fueron capaces de crecer a las diferentes concentraciones de cadmio. Incluso, luego
del tercer dia las cepas continuaban en crecimiento exponencial.
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Figura 4. Curvas de crecimiento bacteriano para los morfotipos seleccionados.
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De forma general, se logra percibir en los graficos que a medida que incrementa la
concentracion de cadmio hay una disminucion del crecimiento bacteriano. Este
comportamiento se evidencio a través de los valores de las tasas de crecimiento para cada
tratamiento (Figura 5), lo que confirma que el crecimiento es reducido a concentraciones de
Cd més altas. Particularmente, para el morfotipo VTO051 de B. cereus las tasas de crecimiento
del control y los tratamientos a 2, 4 y 6 mg/mL de Cd son muy similares y, ademas, superan
el valor de la tasa de crecimiento de los otros morfotipos en estas mismas concentraciones
(Figura 5). Este comportamiento también se puede apreciar visualmente en la curva de
crecimiento, donde las lineas correspondientes al control y los tratamientos 2, 4 y 6 mg/mL
de Cd se solapan entre si. Esta conducta sugiere que el crecimiento del morfotipo VT051 est&
presentando un menor efecto sobre el crecimiento a dichas concentraciones.

La prueba de permutacion CGCC (Elso et al., 2004), permitio la comparacion de los valores
de absorbancia obtenidos con respecto al control y los tratamientos con Cd para cada
morfotipo. Este analisis evidencid que, de manera general, el valor del p-value asociado a
diferencias entre los valores de absorbancia disminuye a medida que aumenta la
concentracion de Cd en el tratamiento; es decir, se presentan diferencias con mayor nivel de
significancia entre el tratamiento y el control a medida que incrementa dicha concentracion,
mismo comportamiento que se evidencia con los valores de las tasas de crecimiento y que se
aprecia visualmente en los graficos. Lo que se observa en el grafico del morfotipo VT051 es
consistente con lo descrito anteriormente, pues los valores de p-value para los primeros 3
tratamientos con Cd cuando se comparan con el control no presentan diferencias
significativas (0.74825, 0.59975 y 0.25200 respectivamente), indicando que la bacteria se
comporta de manera muy similar a como creceria sin presencia de Cd cuando se somete a 2,
4y 6 mg/mL del metal.

Sin embargo, el morfotipo con mayor tolerancia a las concentraciones de Cd evaluadas es
aquel cuyas tasas de crecimiento para los tratamientos con Cd tuvieran la menor perdida
porcentual con respecto a la tasa de crecimiento de su control. EI morfotipo cuyas tasas de
crecimiento para los tratamientos 2, 8 y 10 mg/mL de Cd arrojaron el menor porcentaje de
pérdida (0.957%, 13.968% y 21.943% respectivamente) con respecto a la tasa de crecimiento
de su control fue el VT018. Por otro lado, para los tratamientos 4 y 6 mg/mL de Cd, el
morfotipo VTO051 fue quien arrojo el menor porcentaje de perdida con respecto a su control
de crecimiento comparado con los deméas morfotipos (6.855% y 6.948% respectivamente).
Este andlisis también fue soportado por la prueba de permutacion CGCC (Elso et al., 2004)
donde se evidencid que no habia diferencias significativas entre dichos tratamientos para
ambos morfotipos con respecto a sus controles.

Las diferencias en el crecimiento de los cinco morfotipos evaluados sugiere que podria
tratarse de aislados diferentes dentro de las especies B. cereus y P. aryabhatthai. Sin
embargo, como se menciond en la seccion de la identificaciébn molecular, es pertinente
realizar mas estudios que corroboren esta sugerencia. Si bien en este estudio no se evidencia
el mecanismo de tolerancia que podrian estar implementando los morfotipos, es importante
resaltar que los cinco corresponden a bacterias Gram positivas, las cuales se caracterizan por
tener una membrana celular formada de una capa gruesa de peptidoglicano (Ghuysen &
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Hakenbeck, 1994). Se ha demostrado que esta capa puede restringir el ingreso de metales
pesados al interior de la célula (Morozzi et al., 1986), lo que sugiere que los mecanismos de
tolerancia que predominan este tipo de células son mecanismos pasivos como la union del
Cd*? a la pared celular bacteriana (Abbas et al., 2018).

Debido a que este trabajo se enfocO en la caracterizacion preliminar de cinco de los
morfotipos aislados a partir de las muestras de suelos cacaoteros, y se evidencid que todos
toleran las concentraciones de cadmio evaluadas, especialmente los morfotipos VT018 y
VTO051, sera importante que en futuros trabajos se evalGe la respuesta de dichas bacterias al
metal pesado durante mas tiempo y se investiguen los mecanismos que les permiten subsistir
bajo la presencia del elemento quimico. Esto permitiria establecer qué fase del crecimiento
bacteriano es méas dptima para la remocion de Cd en cada morfotipo; pues se ha demostrado
que dicha fase de crecimiento puede variar dependiendo de la concentracion inicial del metal
a la que se somete el crecimiento bacteriano (F. Huang et al., 2014). Igualmente, es
importante establecer qué morfotipo exhibe los mecanismos mas eficientes en términos de
remocion de cadmio.

0.08

1949)

.06 Tratamiento
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2 mg/mL

0.04 4 mg/mL
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8 mg/mL
10 mg/mL

Tasa de crecimiento (Monod.
o
1=}
IS

S
=3
S

VTO012 VTO18 VTO19 VT021 VTO51
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Figura 5. llustracion de los valores de las tasas de crecimiento para los morfotipos seleccionados.

4. Conclusiones.

Un total de 73 morfotipos bacterianos fueron aislados y purificados a partir de suelos
cacaoteros en presencia de cadmio, los cuales hacen parte del Laboratorio de Biologia
Animal y Vegetal de la Universidad EAFIT. La importancia de tener estos aislados a partir
de dichos suelos radica en la posibilidad de realizar una mejor caracterizacion de sus
propiedades fisioldgicas, permitiendo tener claridad de sus roles en el ecosistema y de su
interaccidn con cadmio. El crecimiento de los cinco de los morfotipos bacterianos evidencid
que todos toleraron las concentraciones del metal evaluadas. No obstante, el analisis de las
tasas de crecimiento y el analisis de la comparacion de las curvas mostrd que los morfotipos
VTO018 y VTO051 de Priestia aryabhatthai y Bacillus cereus respectivamente tuvieron el

comportamiento mas similar a sus controles, mostrando la menor afectacion por la presencia
del Cd.
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Informacién Complementaria.

Morfotipo Control (0 2 mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL
mg/mL Cd) Cd Cd Cd Cd Cd
VT012 0,0805053 0,0777708 0,0697791 0,0689050 0,0660974 0,0539690
VT018 0,0716176 0,0709320 0,0667076 0,0666411 0,0616136 0,0559024
VTO019 0,0784281 0,0761438 0,0666251 0,0677098 0,0645207 0,0599601
VT021 0,0777752 0,0715958 0,0695409 0,0685286 0,0636551 0,0574558
VTO051 0,081289%4 0,0788439 0,0797817 0,0762009 0,0577272 0,0503706

Valores de las tasas de crecimiento de cada tratamiento para cada morfotipo (Monod,1949).
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CGGC: Compare groups of Growth Curves
Morfotipos | Control + 2 Control +4 Control + 6 Control +8 | Control + 10
mg/mL Cd mg/mL Cd mg/mL Cd mg/mL Cd mg/mL Cd
VTO012 0.1202 0.0442 0.0220 0.0010 0.0090
VT018 0.1403 0.1300 0.1020 0.0170 0.0015
VTO019 0.00050 0.01075 0.00000 0.00075 0.00000
VT021 0.39500 0.24650 0.02100 0.00325 0.01000
VTO051 0.74825 0.59975 0.25200 0.00400 0.00175

Valores de p-value arrojados por la prueba de permutacion CGGC para la comparacion de las curvas de crecimiento de los
controles de cada morfotipo (0 mg/mL de Cd) y con respecto a los diferentes tratamientos con Cd. Se realizé bajo un nivel
de significancia de 0.05.
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