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EVALUACION DEL USO DEL GLIFOSATO SOBRE LA MICROBIOTA DEL
SUELO, EN LA ZONA DE AMORTIGUACION DEL PARQUE NACIONAL
NATURAL PARAMILLO, EN CORDOBA, COLOMBIA.

RESUMEN

El glifosato es un herbicida de amplio espectro utilizado para la erradicacion de
cultivos ilicitos y para el control de malezas en cultivos licitos de importancia
agricola. En Colombia, en los ultimos afos, su uso ha tenido un gran auge,
debido al incremento de cultivos de coca, marihuana y amapola, ocasionando
variaciones en la microbiota presente en el suelo, de acuerdo con
investigaciones previas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del uso
de glifosato sobre la diversidad de poblaciones microbianas presentes en el
suelo de la zona de amortiguacion del pargue Nacional Natural Paramillo,
Coérdoba, Colombia. La metodologia incluyé la recolecciébn de muestras de

suelo de dos zonas diferentes del parque: suelo impactado con glifosato y
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suelo sin contacto previo con glifosato, para esto se tuvo en cuenta el formato
de concepto técnico sobre dafio ambiental emitido por el Parque Nacional
Natural Paramillo. Se realiz6 extraccion de ADN mediante el kit comercial
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep, el cual fue analizado mediante la plataforma
de secuenciacion de segunda generacion lllumina Mi Seq, a partir de las region
16S del rRNA de procariotas. Para el suelo con glifosato se obtuvieron 55414
secuencias crudas 'y 219 OTU y para el suelo sin glifosato se obtuvieron 56656
secuencias crudas y 405 OTUs, respecto a los parametros taxondmicos
predominantes se encontré: Filo Proteobacterias (30.8% y 34.9%), Clase
Alphaproteobacteria (18.27% y 24.56%), Orden Rhizobiales (12.2% y 15.2%),
Familia Xanthomonadaceae (2.9% y 0.0%), Género Acidothermus (4.2% vy

4.5%) y finalmente Especie defluvii-equi-niigatensis (2.0% y 0.9%).

SUMMARY

Glyphosate is a broad-spectrum herbicide used for the eradication of illicit crops
and for the control of weeds in licit crops of agricultural importance. In
Colombia, in recent years, its use has had a great boom, due to the increase in
coca, marihuana and poppy crops, causing variations in the microbiota present
in the soil, according to previous research. The objective of this work was to
evaluate the effect of the use of glyphosate on the diversity of microbial
populations present in the soil of the buffer zone of the Parque Nacional Natural
Paramillo, Cordoba, Colombia. The methodology included the collection of soil
samples from two different areas of the park: soil impacted with glyphosate and
soil without previous contact with glyphosate, for this the format of the technical
concept on environmental damage emitted by the Parque Nacional Natural
Paramillo was taken into account. DNA extraction was carried out using the
commercial kit ZymoBIOMICS ™ DNA Miniprep, which was analyzed using the
second generation sequencing platform lllumina Mi Seq, from the 16S region of
prokaryotic rRNA. For the soil with glyphosate 55414 crude sequences and 219
OTU were obtained and for the soil without glyphosate 56656 crude sequences
and 405 OTUs were obtained, with respect to the predominant taxonomic

parameters found: Phylum Proteobacteria (30.8% and 34.9%), Class
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Alphaproteobacteria ( 18.27% and 24.56%), Order Rhizobiales (12.2% and
15.2%), Family Xanthomonadaceae (2.9% and 0.0%), Genus Acidothermus
(4.2% and 4.5%) and finally Species defluvii-equi-niigatensis (2.0% and 0.9% ).

PALABRAS CLAVES: Glifosato, sistemas agroforestales, microbiota,
metagendmica, ARN, secuenciacion de segunda generacion, ilumina, Parque

Nacional Natural Paramillo.

Estudiantes Ingrid Daniela Aguilar Lopez
Debbye Carolina Castafieda Neuta
Angélica Maria Contreras Garzon

Docentes Ligia Consuelo Sanchez Leal

Fecha 2019-| Institucion UCMC
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INTRODUCCION

El glifosato es un herbicida no selectivo de amplio espectro utilizado a nivel
mundial desde los afios 70, principalmente para el control de malezas o
arvenses en diversos cultivos de importancia agricola como el arroz, oliva, cafia
de azucar, sorgo, entre otros (1). Algunas investigaciones afirman, que se han
producido dafios irreversibles en el ambiente, como la contaminacion de
fuentes hidricas, disminucion de la biodiversidad de flora y fauna presentes en
las zonas; afectando la salud de los pobladores, en especial a los cultivadores
poniendo en peligro la seguridad alimentaria al afectar los cultivos
comerciales(2). Todo esto implica una alteracién en el ecosistema del suelo
debido al efecto directo sobre varios componentes del microbioma, como
bacterias, hongos y actinomicetos, las cuales son comunidades esenciales
porque son los encargados de los ciclos biogeoquimicos. En este sentido, el
uso del glifosato afecta las reacciones bioquimicas propias de cualquier planta,
incidiendo en el desarrollo y la nutricién vegetal (3). Por otro lado, también se
han reportado beneficios en el uso del glifosato para la produccion de cultivos
importantes para consumo humano, ya que asegura la eliminacion de las
malezas invasivas y nocivas que afectan o disminuyen su rendimiento (4). Sin
embargo, los residuos de glifosato en cualquier alimento no presentan riesgos
para los consumidores siempre y cuando cumplan con las tolerancias
establecidas por la EPA (Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados
Unidos)(5).

Al respecto, un estudio realizado en plantaciones de olivo, en la provincia de
Codrdoba, Argentina demuestra que la aplicacion de glifosato puede producir
una rapida y duradera reduccion de la actividad microbiana total y alterar su
estructura, con un mayor impacto en suelos sin historial de aplicacion de
herbicidas (6). La metagendmica es una herramienta de ultima generacion que
se utiliza en la actualidad para realizar el analisis de las diferentes especies
gue conforman un nicho ambiental, sin utilizar un proceso de aislamiento y

recuperacion por microbiologia tradicional. Los datos que se obtienen permiten

16



construir librerias para la identificacion de nuevos microorganismos y los ya

descritos, mediante técnicas de secuenciacion.

De acuerdo con los datos recolectados para esta investigacion, el dia 12 de
enero del afo 2013, la Direccion Nacional de Estupefacientes realizd por
primera y Unica vez la fumigacion aérea con glifosato en la vereda Tuis Tuis del
municipio de Tierralta, donde fueron afectadas areas de establecimiento de
sistemas agroforestales en la finca Tuti Fruti, ubicada en la zona de
amortiguacion del Parque Nacional Natural Paramillo. Los cultivos que ha
producido esta finca, son variedades forestales maderables de gran valor
comercial, forestales no maderables y varias plantaciones frutales. En total, el
area afectada fue de aproximadamente 2 hectareas y se registraron en total mil
seiscientos cincuenta (1.650) arboles afectados. Dichos datos obtenidos a
partir del inventario forestal realizado por el Parque Nacional Natural Paramillo,
constituyen la justificacion para la presente investigacion. El objetivo fue
evaluar el efecto que tiene el uso de glifosato sobre la diversidad de
poblaciones microbianas en suelos de dos zonas diferentes de la finca Tuti
Fruti; 1) zona con vegetacién, animales y suelo impactado con glifosato por
error, en proceso de reforestacion desde el afio 2014 y 2) zona sin impacto con
glifosato, mediante analisis metagendmico. Para determinar la diferencia entre
los dos suelos se tuvo en cuenta el concepto técnico sobre dafio ambiental
ocasionado por la fumigacion aérea con glifosato sobre &area con sistemas
agroforestales, emitido por la oficina de Tierralta del Parque Nacional Natural
Paramillo, donde se realiz6 un inventario forestal al cien por ciento, para tener
precision de la cantidad de arboles afectados y los datos silviculturales de cada

uno de ellos.

Los resultados del analisis metagendmico permiten establecer que para la
muestra de suelo con glifosato y suelo sin glifosato, predominan los Filos
Proteobacteria (30.8% y 34.9%), Acidobacteria (15.7% y 33.0%) vy
Actinobacteria (13.9% y 8.7%), a nivel de Clase se presento alta abundancia de
Alphaproteobacteria (18.3% y 24.6%), Acidobacteria (14.7% y 32.7%) y
Actinobacteria (11.3% y 7.1%), a nivel de Orden tuvo mayor relevancia
Acidobacteriales (5.7% y 10.6%), Rhizobiales (12.2% y 15.2%) vy
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Rhodospirillales (5.8% y 9.0%), en el caso de las familias se encontré en mayor
cantidad Xanthobacteraceae (4.8% y 8.2%), Planctomycetaceae (7.1% y 3.9%),
a nivel de género predominé Acidothermus (4.2% y 4.5%) y Solibacter (1.1% y
4.6%) y finalmente las especies mas representativas fueron defluvii-equi-
niigatensis (2.0% y 0.9%) y paradoxus (0.1% y 1.8%).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto que tiene el uso de glifosato sobre la diversidad de
poblaciones microbianas presentes en el suelo de la zona de amortiguacion del

Parque Nacional Natural Paramillo, en Cérdoba, Colombia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar las diferentes comunidades procariotas presentes en el
suelo de areas de establecimiento de sistemas agroforestales, de la
zona de amortiguacién del Parque Nacional Natural Paramillo, en
Cérdoba, Colombia por medio de metagenomica.

e Relacionar las propiedades fisicoquimicas de los diferentes suelos: suelo
impactado con glifosato y suelo sin contacto previo con glifosato, con los
resultados obtenidos del analisis metagendmico.

e Comparar la microbiota presente en el suelo con previa exposicion a
glifosato, frente a la microbiota presente en el suelo que no ha sido

tratado con dicho herbicida.
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1. ANTECEDENTES

El uso de herbicidas para control de malezas es reconocido ampliamente a
nivel mundial, en el manejo de cultivos de importancia para el consumo
humano desde hace mas de 30 afios. Dentro del grupo de los herbicidas, el
mas importante y de mayor uso es el glifosato (2). Diversos estudios han
centrado sus investigaciones en evidenciar el impacto que tiene el uso del
glifosato sobre los seres vivos y en particular en las comunidades microbianas
presentes en el suelo. Los interrogantes sobre si este herbicida altera o no la
microbiota ha sido tema de diversas discusiones, debido a los diferentes
resultados y conclusiones de los investigadores.

Malty JS, Siqueira JO, Moreira FMS en 2006 (7) centraron sus investigaciones
en el efecto que tiene la aplicacion in vitro de glifosato en concentraciones
crecientes (0—454 uM) sobre Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium japonicum
y sobre tres especies de hongos micorrizicos arbusculares (AMF): Gigaspora
margarita, Glomus etunicatum y Scutellospora heterogaman, donde se
encontré que el glifosato inhibid el crecimiento de las cepas de Bradyrhizobium
spp Y AMF en los medios de cultivo solo cuando las concentraciones fueron

mayores a 7uM, concentracion recomendada para el uso en el campo.

Un estudio realizado en Colombia por Cuervo Andrade JL en 2007 (1),
demostré la interaccion del glifosato con la microbiota del suelo y su
comportamiento en suelos utilizados para fines agricolas en el departamento
del Tolima. Este estudio se realizé por microbiologia convencional en materas y
bajo condiciones de invernadero que simulaban las condiciones de uso del
herbicida en cultivos de arroz. Como resultado se obtuvo que las bacterias
fueron el grupo mas sensible al glifosato en comparacion con los hongos y
actinomicetos, aunque diversos morfotipos bacterianos fueron tolerantes al
compuesto, a concentraciones mas altas del herbicida, las poblaciones
microbianas se redujeron de manera considerable y en muchos casos

desaparecieron.

Por otra parte, Martinez Nieto P, Bernal Castillo J, Fonseca Agudelo E, Bernier
Lopez S. en 2012 (8), evaluaron la degradacion del glifosato y la resistencia
gue presentan determinadas bacterias a diferentes concentraciones de este
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compuesto, como Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Burkholderia gladioli y Flavimonas oryzihabitans, mediante técnicas analiticas
como la curva de crecimiento bacteriano, prueba turbidimétrica, pruebas de
antagonismo, toxicidad y cromatografia. En este estudio, se obtuvo como
resultado diferentes patrones de tolerancia al herbicida; en el caso de P.
aeruginosa se obtuvo un 10%, P. fluorescens y B. gladioli un 2.0 % y para F.
oryzihabitans 0.25%. En el caso de los consorcios B. gladioli + P. fluorescens +
F. oryzihabitans se observé una tolerancia del 20% en relacion al consorcio P.

fluorescens + P. aeruginosa, el cual presento una tolerancia del 30%.

Un estudio similar, ejecutado por Chaves Bedoya G, Ortiz Moreno ML, Ortiz
Rojas LY en 2013 (9), en cultivos de arroz en los Llanos orientales de
Colombia, demostr6 que la aplicacion de glifosato, asi como de otros
agroquimicos, pueden impactar de diferentes maneras los microorganismos
que se encargan de la descomposicion de la materia organica en el suelo. En
el caso del suelo con glifosato, se encontré6 que poblaciones como los
actinomicetos no fueron afectadas de forma negativa, en comparacién con los
microorganismos solubilizadores de fosforo, los cuales disminuyeron su
abundancia cuando se comparé el suelo control (8X10°UFC/g) con el suelo
tratado con glifosato (<1X10°UFC/g). Por otro lado hongos como Penicillium y

Fusarium fueron eliminados completamente por este herbicida.

Uno de los puntos mas importantes que parece tener mucha importancia por la
toxicidad que se produce, es la tolerancia que presentan ciertos cultivos a
herbicidas como el glifosato, ya sea a su ingrediente activo o a la formulacion
comercial. A partir de esta premisa, Allegrini M, Zabaloy MC, Gémez Edel V.
en 2015 (10) evaluaron la tolerancia al glifosato por parte de la microbiota
mediante la extraccion y cuantificacion de ADN, PCR en tiempo real y
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE). Se encontrd, que
en suelos con previa exposicién al herbicida existe una mayor tolerancia al

glifosato en comparacion con suelos sin historial de exposicion.
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Aunque se han llevado a cabo investigaciones sobre la respuesta a corto plazo
al glifosato, aun se dispone de poca informacion sobre los efectos a largo
plazo, es por esto que Newman MM, Hoilett N, Lorenz N, Dick RP, Liles MR,
Ramsier C, etal. en 2016 (11) investigaron los cambios en la comunidad
bacteriana de la rizosfera después de la aplicacion de glifosato a largo plazo en
plantas de maiz y soja de invernadero, haciendo uso de secuenciacion de
proxima generacion en la que se compard la composicion bacteriana entre
rizosferas tratadas y no tratadas con glifosato, después de 4 periodos de
crecimiento. Se encontré que en microorganismos como las Proteobacterias su
abundancia aumentd, mientras que en las Acidobacterias la abundancia

relativa, disminuyo, en las rizosferas tratadas con glifosato

Como se puede evidenciar, hay diferencias entre los resultados obtenidos en
las distintas investigaciones. La investigacion realizada por Nguyen DB, Rose
MT, Rose TJ, Morris SG, van Zwieten L. en 2016 (12), en donde se hizo un
meta-analisis, y se evaluaron variables como: la concentracion de glifosato, el
pH del suelo, el carbono organico (CO), presencia o ausencia de plantas y
ademas, si el experimento se realiz6 en campo abierto o maceta. Los
resultados obtenidos en ese estudio, no pudieron confirmar que el glifosato
tenga un impacto positivo o negativo en las comunidades microbianas del
suelo, pero se determind, que el impacto del glifosato sobre la microbiota
presente en el suelo y su respiracion es muy variable y depende de parametros
experimentales especificos, como la dosis de glifosato aplicado, el tiempo de

incubacion y las caracteristicas del suelo, incluyendo carbono organico y pH.

En paises como Dinamarca, el uso del glifosato representa el 35% de todos los
pesticidas utilizados con fines agricolas. Imparato V, Santos SS, Johansen A,
Geisen S, Winding A en 2016 (13), evaluaron el efecto indirecto del glifosato en
las plantas y comunidades microbianas de la rizosfera en plantas de cebada. El
estudio se llevd a cabo mediante la utilizacién de diferentes técnicas, que van
desde cultivo microbiolégico tradicional hasta técnicas moleculares como el
analisis del gen ARNr 16S por medio de la electroforesis de gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE). Como resultado se obtuvo que las raices se ven

afectadas con la aplicacion de este herbicida; por otro lado, se evidencio que la
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aplicacion foliar del herbicida a concentraciones idéneas duplico la abundancia

tanto de bacterias como de protistas cultivables en la rizosfera.

El desarrollo de la metagendmica, metatranscriptbmica y metaboldmica como
parte de las técnicas moleculares permite tener una informacion a través de la
cual se realiza el analisis del material genético total (metagenoma) de las
comunidades pertenecientes a un nicho ambiental especifico, su distribucién y
funcionalidad. Estas nuevas tecnologias estudian la interaccion de diferentes
compuestos con la cantidad y diversidad de microorganismos que se

encuentran en el suelo.

Por su parte, Newman MM, Lorenz N, Hoilett N, Lee NR, Dick RP, Liles MR,
etal. en 2016 (14) investigaron los cambios en la expresion de genes
bacterianos de microorganismos presentes en la rizosfera, después de la
aplicacion de glifosato en plantas de maiz tolerantes al herbicida y plantas de
soja como respuesta a un tratamiento de largo plazo en condiciones de
invernadero, por medio del analisis de acidos grasos derivados de fosfolipidos
(PLFA) a partir de 2g de suelo, utilizando una mezcla de una sola fase de
cloroformo, metanol y tampdén de citrato acuoso para su extraccion,
posteriormente dichos lipidos fueron separados por medio de columnas de
acido salicilico y analizados por Cromatografia de Gases (CG) y andlisis de
ARN-Seq . Como resultado se encontré6 que, el tratamiento con glifosato
aumento la expresion de 22 genes relacionados con el metabolismo de
aminodcidos y carbohidratos; sin embargo, se evidencio una disminucion de los
biomarcadores bacterianos (PLFA) y de todos los hongos después del

tratamiento con dicho herbicida a largo plazo.

Por otra parte, una de las investigaciones mas recientes realizada por Zabaloy
MC, Allegrini M, Tebbe DA, Schuster K, Gomez Edel V. en 2017 (15)
evaluaron el efecto del glifosato en la actividad microbiana global y la actividad
de nitrificacion de los microorganismos presentes, mediante la extraccion de
ADN vy el uso de técnicas como PCR cuantitativa y electroforesis. En este
estudio, se determind que las procariotas nitrificantes no se vieron afectadas
por la aplicacion de glifosato, ni por el tiempo de incubacién al que fue
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expuesto; por el contrario, el tiempo de incubacién mostré una interaccion
significativa de los microorganismos con el herbicida, que influyd en la

abundancia de bacterias oxidantes de amoniaco y Arqueas.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Municipio de Tierralta

El Municipio de Tierralta estd ubicado en la parte sur-occidental del
Departamento de Cérdoba, Colombia (Figura 1); por el norte, con una latitud de
8° 10" y por el oeste con una longitud 76° 04" del meridiano de Greenwich.
Presenta una altitud de 51 metros sobre el nivel del mar y una superficie
territorial de 5.079 km?, lo que lo convierte en el municipio mas extenso del

departamento (16).

El Municipio se encuentra en la zona de influencia de la cuenca alta del rio
Sind, el cual, en su recorrido, es alimentado por sus principales afluentes: El
Rio Verde, El Rio Esmeralda y el Rio Manso (17).

El B()ngoj

Providencia

Figura 1. Mapa del municipio Tierralta, Cérdoba, Colombia (18)
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2.1.1 Parque Nacional Natural Paramillo

El Parque Nacional Natural Paramillo es una de las 59 areas protegidas del
Sistema de Parques Nacionales Naturales de Colombia, creada en el afio
1977, reservandose 460.000 ha. Este parque busca conservar la diversidad
bioldgica, el patrimonio cultural y los servicios ambientales de la nacion y en
particular de la region noroccidental de Colombia. Tiene una ubicacion
privilegiada pues alli nacen los rios Sinu y San Jorge, con ecosistemas de
paramo, ciénagas, entre otros. Recibe su nombre de Paramillo, debido al area
protegida de paramos que se encuentra en Antioquia, mas especificamente en

el municipio de Ituango y que hace parte del parque (Figura 2) (19).
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Figura 2. Mapa del Parque Nacional Natural Paramillo, Cérdoba, Colombia(20)

El parque Paramillo integra diversidad de ecosistemas y concentracion de

biodiversidad, siendo una de las mas importantes del pais. Tiene elementos de
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ecosistemas ubicados en el Caribe y Chocé. Se destaca su importancia para la
cultura al estar en el punto exacto de la union entre centro y Suramérica, la
dltima ramificacion de los Andes y ser una conexion entre Oriente y Occidente
colombiano. Aunque es un pargue muy especial e importante para Colombia,
es uno de los menos conocidos del pais, de los menos estudiados y con mas
probleméticas de tipo ambiental como la mineria, ocupacion campesina, entre
otras (19).

2.1.2 Vereda Tuis Tuis, finca Tuti Fruti

La finca Tuti Fruti (Figura 3) se encuentra ubicada en la Vereda Tuis Tuis
(Figura 4), del municipio de Tierralta en el departamento de Cérdoba, haciendo
parte de la zona amortiguadora del Parque Nacional Natural Paramillo, la cual
es considerada una de las reservas forestales turisticas mas visitadas de la
region. En la actualidad la vereda Tuis Tuis, junto con los demas
corregimientos del municipio se encuentran inmersos en el Plan de Desarrollo
Municipal 2016-2019 y el anterior Plan de Desarrollo Ambiental 2012-2015, los
cuales se vienen trabajando en los ultimos afios con el fin de reconocer,
indagar y dar solucion a los diferentes problemas tanto socioeconémicos como

ambientales del municipio.

Figura 3. Mapa de la finca Tuti Fruti
Foto Tomada del cuaderno topografico de la vereda

27



Tiemralta
El Pital
Piru

Nochebuena
Pueblo Nuevo

Pasacaballos 9

El Paraiso  Guanimal

Figura 4. Mapa de la Vereda Tuis Tuis (21)

2.1.3 Zona de amortiguacion Pargue Nacional Natural Paramillo

“Las areas de amortiguacion son zonas externas, aledafas y circunvecinas a
las areas protegidas del Sistema de Parques Nacionales Naturales para el caso
de Colombia. Tienen un régimen de uso y manejo diferente, con el fin de
atenuar las perturbaciones causadas por la actividad humana en las zonas
circunvecinas de las areas protegidas, para impedir que se causen disturbios o

alteraciones en la ecologia o en la vida silvestre” (22)

Las areas protegidas tiene como objetivo conservar una gran diversidad
biologia de los recursos naturales de la zona, por medio de la implementacién
de acciones de control y vigilancia, debido a los procesos de degradacion
ambiental causados por el hombre. La zona amortiguadora del Parque
Nacional Natural Paramillo se localiza en la jurisdiccion de once municipios; 3
localizados en el departamento de Cdérdoba y ocho en Antioquia. Para el plan
de manejo se identifican trece areas dentro de la zona propuesta como
amortiguadora de los once municipios: Tierralta, Puerto Libertador,
Montelibano, Taraza, ltuango, Peque, Dabeiba, Mutata, Chigorodo, Carepa y
Apartadé. Se trabaja con las autoridades ambientales regionales como:

Corporaciéon Autonoma Regional de Los Valles del Sinu y el San Jorge- CVS-,
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La Corporacion para el Desarrollo Sostenible del Uraba-Corpouraba- y la

Corporacion para el Desarrollo del Centro de Antioquia-Corantioquia- (23).

2.2 Generalidades de Glifosato

El glifosato (N-fosfonometil glicina) con formula molecular C3H8NO5P, es un
herbicida de amplio alcance utilizado especialmente por los agricultores para
erradicar plantas consideradas maleza y cultivos ilicitos que puedan crecer en
el area rural (24). Las plantas absorben el glifosato y dejan de producir
aminoacidos que son esenciales para su crecimiento como: Tirosina,
fenilalanina y triptéfano; de esta manera, el producto impide el desarrollo de la
planta (25). Dicho herbicida es formulado comercialmente como sal
isopropilamina (Figura 5) y pertenece al grupo de las glicinas, esta constituido
por tres componentes basicos: 1) Sal isopropilamina de glifosato, que es su
ingrediente activo, 2) Un agente tensoactivo, donde el mas comun es el POEA

(Polioxietil amina) y 3) agua (1).

o o
1l il HO-C-CH,-NH-CH,-B-O- 5 ¢Hs
HO-C-CH,-NH-CH,-P-OH 2 o P H,N-gH
OH H,

Glifosato sal 1sopropil amina de glifosato

Figura 5. Formula estructural de Glifosato y sal isopropil amina de glifosato (1).

El glifosato fue patentado por primera vez por la compafia estadounidense
Stauffer Chemical en 1964, era utilizado como un quelante de metal para la
limpieza y descalcificacion de calderas comerciales y tuberias que eliminaban
minerales como: calcio, magnesio, manganeso, cobre y zinc (26). En 1970 fue
patentado por la empresa Monsanto de origen estadounidense; su uso se
incrementd sustancialmente a través del tiempo, principalmente por la aparicion
de las semillas de soya transgénicas que son resistentes a este producto (27).
La empresa Monsanto aplicé un audaz plan de negocios con su producto

estrella: el glifosato, para lo cual invirtieron en innovaciébn de semillas
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transgénicas de diversos rasgos genéticos; éstas debian ser resistentes al
plaguicida para asegurar la venta tanto de las semillas como del glifosato. Es
por esto que Monsanto se conocié por mucho tiempo como el “zar de los

transgénicos y del glifosato” (28).

El uso de este tipo de productos se debe al crecimiento demogréafico que
conlleva a la necesidad de mas alimentos por lo que los productores deben
asegurar el éxito de sus cosechas y el rendimiento de la produccion para evitar
pérdidas tanto econdmicas como de alimentos. En este sentido, el glifosato es
utilizado como uno de los métodos de prevencién y/o emergencia contra plagas
que permitan satisfacer la demanda de productos agricolas (8).

Sin embargo, la preocupacién por los efectos que puedan causar estos
plaguicidas en la salud de forma directa o indirecta ha venido en aumento en
los ultimos afios. Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud en el afio
2015 reclasific6 el glifosato como probablemente cancerigeno para los
humanos (29). En 2016 un Tribunal de San Francisco, California, condené a la
compafiia Monsanto, quien produce el conocido Round up (nombre comercial
del glifosato) por 286 millones de délares, al encontrar que la linea de atencién
médica de Monsanto habia ignorado las solicitudes de informacién sobre la
relacion del glifosato y el cancer de linfoma no hodgkiniano que hizo Dewayne
Johnson, un jardinero que usé el producto durante dos afios. “Una vez
diagnosticado, Johnson siguié usando el producto, lo que segun el dictamen
meédico agravo su estado de salud y derivd en que su cancer pasara de tratable
a terminal” (30). Para el afio 2018 un estudio realizado por la Universidad de
Oxford encontré que personas con una exposicion continua al glifosato mayor a
108 dias tienen mayor riesgo de desarrollar leucemia mieloide aguda (31). En
el ultimo comunicado de prensa publicado por la EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estado Unidos) el dia 30 de Abril del afio 2019, se declara
que el glifosato no presenta ningun riesgo para la salud publica, siempre y
cuando sea utilizado de la forma correcta, siguiendo las especificaciones

descritas en el producto (32).
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2.2.1 Mecanismo de accién

“El glifosato es una sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, con un peso
molecular de169.073 g/mol , el cual es un herbicida no selectivo, sistémico de
accion foliar” (2), por lo que es absorbido por la planta mediante sus hojas y

una vez dentro, se desplaza por el tejido vegetal donde es poco metabolizado.

El mecanismo de accion del glifosato consiste principalmente en la inhibicion
de la biosintesis de aminoacidos aromaticos (triptéfano, fenilalanina y tirosina)
en las plantas, ademas de inhibir la enzima 5-enolpiruvil- shikimato-3-fosfato-
sintetasa (EPSPS), disminuyendo la produccion y desarrollo de proteinas.
Posteriormente, se altera el proceso de catdlisis por la enzima EPSPS en la via
del shikimato, reduciendo la biosintesis de otros compuestos tales como;

tetrahidrofolato, ubiquinona y vitamina K (Figura 6) (2).

HERBICIDA POTENTE Y CONTROVERTIDO
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mata la mayoria
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7\
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Figura 6. Mecanismo de accion del glifosato (33)

Esto puede explicar, por qué las plantas a las que se les aplican herbicidas tipo
glifosato no contindan el proceso de fotosintesis, incluso antes de que la
inhibicion de la sintesis de aminoacidos sea descubierta. Todos estos procesos
en conjunto son los que originan poco a poco la muerte de las plantas que son
expuestas al glifosato, primero muestran clorosis y luego necrosis.
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2.2.2 Toxicidad

“En el aspecto regulatorio la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos de América (EPA) considera al glifosato como de toxicidad clase I,
toxicidad aguda dérmica y oral relativamente baja (los quimicos de clase I, son

los de mayor toxicidad en la escala de | a V)" (34).

En el uso de glifosato, la verdadera toxicidad la causa el surfactante con el cual
se mezcla para ser aplicado en las plantas. El surfactante mas utilizado es el
POEA que desacopla elementos de la fosforilacion oxidativa, provocando

estrés oxidativo (2).

Por otro lado, un estudio realizado por Camacho A. y Mejia D (35), donde
analizaron un conjunto de datos recopilados por el Ministerio de Salud,
demostr6 el aumento en el nuimero de consultas médicas asociadas a
problemas dermatoldgicos, respiratorios y abortos involuntarios. Estos
problemas se han relacionado con el dafio en el material genético de los
individuos, desencadenando mutaciones involucradas en el desarrollo de
cancer y aborto. Asi mismo, diferentes investigaciones han basado sus
estudios en el surfactante POEA, ya que puede causar dafio gastrointestinal,
dificultad para respirar, afecciones al sistema nervioso central y destruccion de

eritrocitos (2)

Si bien el glifosato y sus metabolitos han demostrado tener potencial toxico de
manera individual, también es conocido que las preparaciones comerciales si
son mas citotoxicas que el glifosato como tal, lo cual refuerza la idea de que
son los aditivos que componen las formulaciones comerciales los que
aumentan la toxicidad que se le atribuye a los productos herbicidas a base de

glifosato (2).
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2.3 Historia en Colombia

El gobierno de Colombia desde el afio 2000 ha estado utilizando fumigaciones
con herbicidas a gran escala con el propésito de acabar con los cultivos
ilegales de coca y plantas de amapola. Sin embargo, este mecanismo ha sido
ampliamente cuestionado, principalmente desde la perspectiva de los derechos
humanos. El inicio fue con el Plan Colombia del presidente Pastrana quien
queria lograr la paz mediante las negociaciones. Ademas, su plan de Gobierno
contemplaba una lucha antinarcéticos en todas las fases de este negocio,
desde la produccion hasta la comercializacién. Por ello, un mecanismo fue la
fumigacion de los cultivos con herbicidas, asegurando que si destruyen la
materia prima, reduciria el suministro o la produccion. Posteriormente, con la
llegada de Alvaro Uribe a la presidencia, el Plan Colombia inicia otra etapa,
pues, aunque no se logré la paz negociada, si se logré una lucha contra el
narcotrafico, especialmente de drogas ilicitas. Asi, en el gobierno de Uribe, se
aumento la erradicacion de estos cultivos, mediante fumigacion aérea y manual

por parte de los campesinos que accedian de manera voluntaria (36).

Més de 1.8 millones de hectareas de coca han sido fumigadas con glifosato en
el pais desde 1994, y 282.075 hectareas en el Departamento del Putumayo
desde 1997. Las variaciones climaticas, la velocidad del avion, errores
humanos y tecnoldgicos, junto con otros factores, hicieron que bosques,
suelos, pastos, animales, cuencas, cultivos de consumo propio y personas
fueran constantemente rociados con glifosato en Colombia. Respecto a la
normativa en Colombia en la Resolucion 1065 del 26 de noviembre de 2001, el
entonces Ministerio del Medio Ambiente, impuso el Plan de Manejo Ambiental
presentado por la Direccion Nacional de Estupefacientes (DNE), para la
actividad denominada “Programa de Erradicacién de Cultivos llicitos mediante
la Aspersion Aérea con el herbicida Glifosato (PECIG), en el territorio nacional.
De acuerdo con los datos aprobados por el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA), el Ministerio acogio la dosis de 8 Litros/ha de la mezcla (Roundup 480

SL + Cosmoflux 411), siendo la méxima dosis a aplicar. De acuerdo a los
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estudios realizados por el ICA, la DNE repetia la evaluacién a los dos, tres, y
seis meses siguientes a la aspersion, con el fin de observar el estado de
recuperacion de las plantas (37).

Mediante la Resolucion 1214 del 30 de septiembre de 2015, la Autoridad
Nacional de Licencias Ambientales (ANLA), ordend la suspension del
Programa de Erradicacion de Cultivos llicitos mediante la aspersion aérea con
Glifosato, en el territorio nacional. Sin embargo, en el afio 2016 mediante la
Resolucién 708 del 11 de julio, la ANLA, modificé el Plan de Manejo Ambiental
impuesto a la DNE en el sentido de autorizar la inclusion de una intervencion
piloto inicial del Programa de Erradicacion de Cultivos llicitos mediante
Aspersion Terrestre con el Herbicida Glifosato (PECAT), en las zonas
focalizadas por la Direccion de Antinarcéticos de la Policia Nacional, en los
departamentos de Antioquia, Cordoba, Norte de Santander, Santander, Bolivar,
César, Caquetd, Putumayo, Valle del Cauca, Cauca, Narifio, Choc6, Guaviare,
Meta y Vichada. El producto comercial a utilizar para el PECAT es el herbicida
CUSPIDE 480 SL, con base en el ingrediente activo grado técnico Glifosato. La
erradicacion de cultivos por aspersion terrestre se realizara una vez al afio por
lote, y sera desarrollada por fases, definidas como: “FASE: periodo de trabajo
establecido para realizar la erradicacion de cultivos ilicitos por un término de 60
dias.”. La dosis a utilizar en la aplicacion no superara los 10,4 L/ha de producto
formulado, la cual es la autorizada en el registro del producto CUSPIDE 480
SL, en las modalidades: aspersora de espalda y aspersora Estacionaria y
EATBAND(38)(25).

Para el afio 2017 el personero del municipio de Névita en Choco, interpuso una
tutela (sentencia T-236 de 2017) en la que se reclamé la proteccion de los
derechos humanos, a la salud, a la identidad cultural y étnica y a la libre
determinacion de los pueblos indigenas y afrodescendientes asentados en
varios corregimientos del municipio, ya que estas poblaciones fueron afectadas
por la aspersion aérea de glifosato que se venia desarrollando en el
departamento, debido a su presentacién comercial en estado liquido, este por
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medio de vientos y lluvia “van a parar a los cultivos licitos, de los agricultores, a

las fuentes hidricas y a las zonas habitadas” (39).

En la actualidad, la sentencia T-236 DE 2017 sigue en proceso de investigacion
por la Corte Constitucional, encargada de discutir el grado de avance en la
implementacion de la misma, verificando el cumplimiento de las 6rdenes para
la reanudacion correcta del PECIG (Programa de Erradicacion de Cultivos
llicitos mediante la aspersion aérea con el herbicida Glifosato) en Colombia.
Por dltimo, se encontré que la audiencia publica realizada el 7 de marzo del
2019 llevada a cabo en la Corte Constitucional, consider6 que los derechos de
los pueblos indigenas, afro descendientes y campesinos de Novita, Chocé

fueron vulnerados (39).

2.4 Generalidades del suelo

El suelo es la capa superficial que envuelve la corteza terrestre, siendo uno de
los recursos naturales mas importantes en el planeta. Se forma a partir de la
meteorizacidon de las rocas a lo largo del tiempo, bajo condiciones ambientales
determinadas y sometido a la actividad de organismos vivos. Su importancia
radica en que es un elemento natural vivo y dinamico que constituye la interfaz
entre la atmésfera, litosfera, biosfera y la hidrosfera, sistemas con los cuales
mantiene un continuo intercambio de materia y energia. Asi mismo, se
considera como un elemento fragil del medio ambiente, un recurso natural no
renovable ya que su velocidad de formacién y regeneracion es muy lenta,
mientras que los procesos que contribuyen a su degradacion, deterioro y
destruccion son mucho mas rapidos, por lo tanto, es clave en el desarrollo de
los ciclos biogeoquimicos, ademas de contribuir a elementos ambientales,

ecoldgicos, econdmicos, sociales y culturales (40).
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2.4.1 Propiedades fisicas del suelo

Las propiedades fisicas del suelo pueden observarse y medirse sin alterar
guimicamente la composicion del suelo, son el resultado de la interaccién con
diversos elementos por ejemplo agua y aire, estas condiciones determinan la
rigidez, fuerza de sostenimiento, facilidad para la penetracion de las raices,
aireacion, capacidad de drenaje y de almacenamiento de agua, plasticidad, y la

retencion de nutrientes (41).

Una de las principales propiedades fisicas del suelo es su estructura, la cual
hace referencia a la disposicion fisica de las particulas (arena, limo y arcilla),
los poros que pueden ser macroporos o microporos y a la capacidad de las
particulas para formar agregados (42). Dicha estructura se encuentra
estrechamente relacionada con la textura del suelo y la disponibilidad de agua.
Otra caracteristica fisica importante en el suelo, es el color, el cual puede
usarse para identificar algun tipo de suelo, esta relacionado con los procesos
de pedogénesis y depende de factores como humedad, humus, materia
organica, compuestos minerales como: oOxidos, sulfuros, sulfatos, carbonatos

gue pueden estar presentes (41).

2.4.2 Propiedades quimicas del suelo

Las propiedades quimicas de los suelos son importantes para su fertilidad; por
ejemplo, la disponibilidad de nutrientes y la capacidad de intercambio de
cationes como: calcio, potasio y magnesio. Ademas, caracteristicas quimicas

de la solucién del suelo llegan a afectar el pH y la salinidad del mismo(43).

En relacion con el pH, su funcidbn es medir la concentracion de iones de
hidrégeno cargados positivamente (H+) en la solucion del suelo en una escala
logaritmica que va de 0 a 14. La solucion del suelo puede ser neutra, acida o
alcalina; cuando una solucién de suelo contiene mas iones H+, es acida y

cuando hay menos iones H+ y hay mas iones hidroxilo (OH-) la solucion del
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suelo es alcalina. El nivel de acidez o alcalinidad en un suelo afecta la
disponibilidad de nutrientes, la actividad de los microorganismos del suelo y el
nivel de aluminio intercambiable(43)(44).

Por otro lado, se encuentra la materia organica que incluye residuos vegetales
y animales en diferentes estados de descomposicidn, tejidos y células de
organismos que viven alli y sustancias producidos por estos. La materia
organica interviene en procesos como el suministro de elementos nutritivos, la
liberacion de nitroégeno, fosforo, azufre y micronutrientes disponibles para las
plantas; asi mismo contribuye a la estabilizacion de la acidez del suelo por su
poder amortiguador, regulariza la disponibilidad de nutrientes principales y
elementos menores (45). Dentro de los procesos que se dan en el suelo, uno
de los mas importantes es el intercambio i6nico, es por esto que la capacidad
de intercambio cationico (CIC) representa la cantidad de cationes que la
superficie total puede retener como calcio, potasio, sodio, magnesio, entre
otros (45).

Por dltimo, se encuentran los nutrientes del suelo, divididos en dos categorias:
macronutrientes, los cuales se dividen en nutrientes primarios y secundarios, y
los micronutrientes o microelementos. Dentro de los macronutrientes primarios
se encuentra el nitrogeno, fésforo y potasio, respecto a los nutrientes
secundarios esta el magnesio, azufre y calcio. (46). Los micronutrientes o
microelementos son el hierro, el manganeso, el zinc, el cobre, el molibdeno, el
cloro y el boro, estos son absorbidos en cantidades mindsculas, su
disponibilidad en las plantas depende principalmente de la reaccion del suelo.
Algunos microelementos pueden ser toxicos para las plantas en
concentraciones mayores a lo normal. En la mayoria de los casos esto ocurre

cuando el pH es bajo o muy bajo (46).

2.4.3 Microorganismos del suelo

Los efectos de los microorganismos en numerosas propiedades del suelo son

de gran alcance, representan el grupo bidtico mas diverso, con una estimacion
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de un millon a unos mil millones de microorganismos por gramo de suelo. La
microbiota ayuda a la estructura del suelo al rodear fisicamente particulas y
'‘pegarlas’ a través de la secrecion de compuestos orgénicos, principalmente
azucares. Los microbios del suelo incluyen bacterias, protozoos, algas, hongos

y actinomicetos (47).

2.4.3.1 Bacterias

Las bacterias poseen una gran variedad de funciones en el suelo. La
descomposicion de animales, plantas y residuos microbianos es llevada a cabo
por bacterias heterétrofas. Estas bacterias tienden a ser los miembros mas
numerosos de la comunidad microbiana y su selectividad de los sustratos varia
de una especie de bacteria a otra. Las bacterias quimioautétrofas del suelo,
juegan un papel importante en los ciclos de nutrimentos. La composicion de la
poblacidén bacteriana del suelo frecuentemente puede indicar las condiciones

fisicas y quimicas del mismo (3)(48).

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB)

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) se asocian con todas
las especies de plantas, y se encuentran presentes en una gran variedad de
ambientes. El grupo mas estudiado de PGPB son las llamadas PGPR’s (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) que colonizan la superficie de la raiz y el
suelo adherido denominado rizésfera. Estas bacterias pueden ser de vida libre
0 asociativas; aerobias, anaerobias o facultativas y, generalmente, han sido
aisladas de suelos y de climas en donde predomina la vegetacién graminea,
como pastos de zonas tropicales, templadas, de suelos salinos y pastizales de

zonas aridas, asi como de gramineas cultivadas (49)

Cuando se reconoci6 el papel de las bacterias de la rizdsfera en la promocion
del crecimiento vegetal, su efecto se atribuy6 a su facultad para fijar nitrégeno.
Sin embargo, en las ultimas décadas se ha destacado su importancia como

promotoras del desarrollo debido a su capacidad para sintetizar sustancias
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reguladoras del crecimiento, llamadas fitohormonas. Estas sustancias son
compuestos naturales que afectan los procesos metabdlicos de las plantas a
concentraciones mas bajas de las que presentan los nutrientes o las vitaminas.
Entre los principales géneros bacterianos pertenecientes a este grupo tenemos
a: Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Enterobacter, Bacillus,
Alcaligenes, Klebsiella, Azotobacter, Pseudomonas, Rhizobium,

Bradyrhizobium, Beijerinckia y Clostridium, entre otros (49).

2.4.3.2 Actinomicetos

Muchos de los actinomicetos del suelo, son saprdfitos de vida libre, capaces de
descomponer una gran cantidad de sustratos carbonados. Tienen la habilidad
para degradar compuestos altamente recalcitrantes tales como quitina, celulosa
y hemicelulosa, en condiciones particulares de valores altos de pH del suelo, lo
que hace que los actinomicetos sean altamente especializados (48). En el
suelo, el tamafio y numero de la comunidad de actinomicetos depende de
diversos factores, principalmente de las caracteristicas fisicas y quimicas como
pueden ser la textura, humedad, pH y contenido de materia organica. Cuando
se aislan actinomicetos del suelo mediante medios de cultivo, el género
predominante suele ser Streptomyces, con el 70 al 90% de las colonias,
seguido por Nocardia con 10 a 30%, y el tercero puede ser Micromonospora
gue constituye del 1 al 15% de actinomicetos (50). Entre los actinomicetos del
suelo se encuentran especies patdgenas, como es el caso de Streptomyces
scabies (48).

2.4.4 Grupos funcionales presentes en el suelo

2.4.4.1 Microorganismos fijadores de nitrégeno

Las bacterias en simbiosis con una planta hospedante fijan el nitrégeno del
aire, es decir, originan compuestos solubles por las plantas, como amoniaco,
entrando en la cadena alimenticia mediante su incorporacion a los aminoacidos

y proteinas. El proceso de fijacion lo realizan organismos procariontes, que son
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capaces de reducir el nitrégeno molecular a amonio, tanto en vida libre como
en simbiosis con organismos superiores como: Clostridium, Desulfotomaculum,
Desulfovibrio, Methanosarcina, Chromatium, Thiopedia, Ectothiorhodospira,
Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Badilas, Propionibacterium,
Rhodospirillum, Rhodopseudomonas , Azospirillum, Aquaspirillum, Azotobacter
Azomonas, Beijerinckia, Derxia, Rhizobium, Agrobacterium, Thiobacillus,
Corynebacterium, Gloeocapsa, Anabaena, Calotrhix, Nostoc, Spirulina,

Oscillatoria, Lyngbya, entre otras (51).

2.4.4.2 Microorganismos celuloliticos

La celulosa es un importante constituyente carbonado de las plantas superiores
y probablemente el compuesto organico mas abundante en la naturaleza,
debido a que gran parte de la vegetacién que pasa a formar parte del suelo es
celulésica, la descomposicién de este carbohidrato tiene una importancia muy
especial en el ciclo biolégico del -carbono, consecuentemente los
microorganismos del suelo que catabolizan la hidrélisis del material vegetal
influyen en el flujo de energia desde este hasta la formacién de CO2 y su

liberacion a la atmosfera (52).

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias,
aerobios y anaerobios, mesofilicos y termofilicos. Entre los hongos celuloliticos
se destacan: Trichoderma reesei, Phanerochaete chrysosporium, Fusarium
solani, Penicillum funiculosum, Trichoderma koningii, Sporotrix sp., Alternaria
sp., Geotrichum sp., Rhizoctonia sp., Trametes sp., Paecilomyces sp., Mucor
sp., Cladosporium sp., Bulgaria sp., Chaetomium sp., Helotium sp., Aspergillus
sp., Las bacterias mas abundantes y conocidas son las aerobias entre las
cuales estan: Cellulomonas sp., Microbi sp orabispora, Thermomonospora sp.,
Cytophaga sp., Corynebacterium sp., Vibrio sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Thermobifida sp. Ademas, se encuentran algunas anaerobios como: Acetivibrio
cellulolyticus, Butiri vibrio sp., Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides
succionogenes, Clostridium  cellulovorans, Clostridium  thermocellum,

Ruminococcu salbus, Tuminococcus flavefaciens (52).
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2.4.4.3 Microorganismos amiloliticos

El almidén y la celulosa son las dos fuentes de carbono mas distribuidas en la
naturaleza. Estos polimeros estan compuestos de unidades de glucosa y se
requieren de diferentes sistemas enzimaticos para degradarlos. Los grupos
microbianos con actividad amilolitica juegan un papel fundamental en el ciclaje
de nutrientes a nivel de suelo, pues actian sobre el almidon gracias a la
produccion de enzimas extracelulares denominadas amilasas, liberando
glucosa que es un sustrato mas facilmente asimilable por el resto de las

poblaciones heterotrofas de microorganismos (53).

Los microorganismos degradadores de almidén incluyen diversos grupos de
hongos y bacterias en los que se encuentran: Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Aspergillus sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Trichoderma sp.,
Paecilomyces sp., Penicillium sp., Monilia sp., Curvularia sp. y Cladiosporium
sp., y Bacillus sp., Klebsiella sp., Micrococcus sp., Lactobacillus sp.,

respectivamente (54).

2.4.4.4 Microorganismos proteoliticos

Los microorganismos proteoliticos fragmentan las proteinas en unidades
menores hasta aminoacidos libres. Esta etapa se puede considerar como un
primer paso dentro del complejo proceso de la degradacién de la materia
organica, en el que interviene una amplia variedad de microorganismos con
actividades enzimaticas dispares y especificas para cada sustrato organico. La
microflora proteolitica actia en las etapas iniciales de la mineralizacion de los
compuestos organicos nitrogenados y a continuacion participan los
microorganismos amonificantes que rinden amonio como producto final del
proceso degradativo. Existen bacterias y hongos que poseen enzimas
proteoliticas como: Bacillus, Pseudomonas, Clostridium, Serratia vy
Micrococcus, Alternaria, Aspergillus, Mucor, Penicillum y Rhizopus,

respectivamente (55)
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2.4.4.5 Microorganismos solubilizadores de fosfato

La solubilizacién del fosforo en el suelo es el proceso por el cual las reacciones
de precipitacion se revierten, liberando foésforo en la solucién del suelo,
mediado generalmente por la accion metabdlica de los microorganismos y las
raices de las plantas. Dentro de las bacterias solubilizadoras de fosfato estan:
Pseudomonas sp., Burkholderia cepacia, Burkholderia gladioli, Xanthomonas
sp., Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea agglomerans , Chromobacterium
sp. Entre los hongos solubilizadores de fosfato se encuentra: Penicillium sp., P.
implicatum, P. citreo-viridae, Paecilomyces sp., Aspergillus niger, A. fumigatus,

Scopulariopsis sp., Moniliella sp. y Mortierella sp. (56).

2.4.5 Via del shikimato

La via del shikimato es comun en las bacterias, hongos y plantas, pero no se
encuentra en los animales. Se caracteriza por convertir dos metabolitos, el
fosfoenolpiruvato (PEP) de la via de la glucdlisis y el eritrosa 4- fosfato (E4-P)
proveniente de la ruta de la pentosa fosfato, en corismato. La conversion de
PEP y E4-P en corismato comprende siete reacciones catalizadas por seis
enzimas (Figura 7). La primera enzima de la via es la 3-deoxy-d-arabino-
heptulosonato-7-fosfato sintasa (DAHPS) convirtiendo PEP y E4-P en 3-deoxy-
d-arabino-heptulosonato-7-fosfato, la segunda enzima de es la 3-dihidroquinato
sintasa, que convierte el 3-deoxy-d-arabino-heptulosonato-7-fosfato en 3-
dihidroquinato. Los pasos enzimaticos tercero y cuarto son catalizados por la
enzima bi-funcional 3-dihidroquinato deshidratasa / shikimato 5-dihidrogenasa
(DHQ / SD), lo que lleva a la formacion de shikimato. El quinto paso enzimatico
es catalizado por shikimato quinasa (SK), que convierte shikimato en shikimato
3-fosfato. La sexta etapa enzimatica es catalizada por 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintetasa (EPSPS) lo que conduce a la sintesis de 5-
enolpiruvilshikimato 3-fosfato (EPSP). El paso final en la ruta del shikimato es

catalizado por corismato sintasa (CS), que convierte EPSP en corismato (57).
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Fosfoenolpiruvato Eritrosa-4-fosfato Shikimato
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H20 3-deoxy-d-arabino-heptulosanato-7-
o fostato sintasa Shikimato 3-fosfato
i :
fosfoenolpiruvato 5-enolpiruvilshikimato 3-
3-deoxy-d-arabino-heptulosanato-7-fostato pi «~] fosfato sintasa
) 3-dihidroquinato sintasa o
Pi 5-enolpiruvilshikimato 3-fosfato
3-dihidroquinato
Pi corismato sintasa
(/l 3-dihidroquinato deshidratasa
-
3-dihidro shikimato Biosintesis del Corismato

Shikimato 5-dihidrogenasa
NADP*

Shikimato

Figura 7. Ruta del Shikimato (57)

El corismato, es el metabolito terminal de la via del shikimato sirve como
metabolito iniciador para la sintesis de aminoacidos aromaticos como:
fenilalanina, triptéfano y tirosina, sirviendo de sustrato de dos enzimas la
Antralinato sintasa y Corismato mutasa que acttan para definir diferentes rutas
especificas terminales que conducen a la formacion de dichos aminoéacidos.
(Figura 8) (58).

corismato
Antralinato sintasa / \:.‘orfsmata mutasa
antralinato prefenato
| I \
| | \
v \’ \

L-triptéfano L-fenilalanina L-tirosina

Figura 8. Ruta de corismato (58)
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2.5 MetagenOmica como alternativa para conocer el microbioma de

un ambiente

La metagendmica es una rama de la gendmica que se encarga del aislamiento
y estudio del metagenoma asociado a un determinado ambiente natural (59)
Tradicionalmente, los estudios utilizados para caracterizar la diversidad
bacteriana en diferentes ambientes, se basaban principalmente en el cultivo
microbioldgico; sin embargo, soélo entre el 0.1 y el 10% de las bacterias del
ambiente son cultivables (60), ademas, hay microorganismos que a pesar de
ser cultivables, por estrés ambiental pueden no recuperarse por cultivo,

denominandose “viables pero incultivables” (61).

El hecho de que la mayoria de microorganismos del suelo (mas del 90%) no
sea cultivable, se ha relacionado principalmente con el hecho de que no se
conocen los requerimientos nutricionales y ambientales especificos necesarios
para su aislamiento y posterior crecimiento. Por otro lado, se cree que los
organismos desarrollan una relacion simbidtica con otros microorganismos y
con su microambiente, lo que genera un desequilibrio al ser aislados
individualmente, esto obstaculizara su cultivo y desarrollo in vitro, y por ende,

los procesos del laboratorio (62).

El analisis metagendmico tiene como objetivo analizar fragmentos de ADN
contenidos en las muestra de suelo, previamente sometidos a un proceso de
extraccion, con los cuales se espera secuenciar todos los genomas a la vez, y
en algunos estudios, compararlas con huella genéticas o también llamadas

librerias metagendmicas, almacenadas en diferentes bases de datos (63)

El uso de la metagendmica como herramienta de identificacion molecular
basada en el analisis del ADN, permite obtener informacion de la composicion
genética y filogenética de la comunidad de microorganismos que habitan en el
lugar muestreado, sin importar si son cultivables o no (64). Una de las

caracteristicas de la utilizacion de la metagendmica, es que se pueden obtener
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genes de microorganismos al azar, provenientes de ambientes extremos, sin la
necesidad de identificar previamente el tipo de microorganismos, estos genes
posteriormente podrdn expresarse y obtener de esta manera una proteina
especifica, mediante la clonacion de vectores, lo que es de ayuda en diversos

procesos biotecnoldgicos y de biorremediacion (65).

2.5.1 Pasos de la metagendémica

La metagendmica se desarrolla en una serie de pasos secuenciales, que dara
como resultado una caracterizacion apropiada y confiable de los
microorganismos presentes en una muestra estudiada. Por lo general, el
proceso metagenomico, inicia con la elecciébn del sitio de muestreo y la
recoleccion del espécimen a estudiar; en segunda instancia la muestra se
somete a los procesos propios del laboratorio. Finalmente, las secuencias
obtenidas en los procedimiento se comparan con distintas bases
bioinforméticas o se procede a la construccion de una libreria metagenémica
(66).

2.5.1.1 Extracciéon de ADN metagenémico

La extraccion de ADN es el primer paso en el analisis molecular de una
muestra. Para obtener el ADN a estudiar, se cuenta con diferentes técnicas que
tienen como objetivo separar los componentes celulares, para finalmente
obtener una muestra de alta pureza, integridad y calidad (67), para esto se
debe seguir cuatros pasos esenciales: ruptura celular, remocion de proteinas y
ARN, concentraciéon de ADN y determinacion de la pureza y calidad del ADN
(68). Dentro de los métodos utilizados para la extraccion de ADN encontramos
métodos fisicos y quimicos. Existen diferentes métodos fisicos empleados para
la extraccion de ADN, tal es el caso de la congelacion-descongelacion,
homogeneizacion en una base de perlas, ultrasonicacion, entre otros; sin
embargo, los tratamientos fisicos pueden fragmentar el ADN en tamafios de 5-
10 kb e incrementar el riesgo de la formaciébn de quimeras durante la

subsecuentes PCR. Los métodos quimicos incluyendo el SDS (dodecilsulfato
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sbdico) proporcionan un mayor rendimiento de ADN en comparacion con
algunos métodos fisicos. La combinacién de métodos quimicos Yy fisicos indica
un mayor rendimiento en la extraccion de ADN, dependiendo del hébitat natural

y de la diversidad microbiana presente (66).

El proceso de extraccion de ADN variard de acuerdo a la muestra y a la
investigacion que se esté llevando a cabo; sin embargo, se recomienda que la
muestra se seque en un lugar fresco y con ausencia de luz durante 24 horas.
Adicionalmente se recomienda homogenizar la muestra y eliminar los restos de
tejidos vegetales, insectos y piedras. Posteriormente, se realiza la extraccion
de ADN, por cuestiones de facilidad y calidad, en la mayoria de
investigaciones, se utiliza un kit comercial siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Finalmente para verificar la extraccion exitosa y cantidad del ADN
metagendémico, se somete el ADN extraido a una electroforesis en gel de
agarosa (69)(70).

2.5.1.2 PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccion enzimatica in
vitro que tiene como objetivo obtener la mayor cantidad de copias de un
fragmento de ADN a partir de un minimo, donde la secuencia blanco es
copiada fielmente (71). EI ADN metagenomico que se aisla en las diferentes
muestras, se utiliza como molde para amplificar, alguna regién especifica en el
genoma, para esto se utilizan cebadores o primers universales, los cuales son
secuencias de ADN cortas que se utilizan para hibridar el ADN de la muestra y
definir la region del ADN que sera amplificada. También se utiliza una
polimerasa termoestable, que es capaz de sintetizar la cadena complementaria

de cada una de las hebras de ADN, a partir de los primers.

Para la realizacion de la PCR se necesita un termociclador, el cual permite la
repeticion de ciclos de: desnaturalizacion, hibridacion y polimerizacién del ADN,
lo que genera la separacion y amplificacién del ADN en millones de copias del

fragmento inicial (72). La PCR varia de acuerdo al tipo de microorganismo
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(bacterias, virus u hongos) y al tipo de la muestra que se esté trabajando o que

sean de interés para el investigador (73).

2.5.1.3 Electroforesis

La electroforesis es la técnica que permite la migracion de solutos bajo la
influencia de un campo eléctrico; estas particulas (proteinas, aminoéacidos,
péptidos, nucledtidos, acidos nucleicos) migran hacia el catodo (-) o &nodo (+),
dependiendo de factores como su carga, peso molecular y estructura
tridimensional. El tipo de electroforesis que mas se utiliza es la zonal, que es
atil para separar componentes de mezclas complejas; para la utilizacion de
esta técnica se requiere un soporte (celulosa, almidén, poliacrilamida, agarosa,
acetato de celulosa, entre otros) y una solucion tampon. El soporte por lo
general esta constituido por polimeros, los cuales forman un gel poroso que
limita el movimiento de las moléculas durante la electroforesis (74). Al generar
un campo eléctrico en el gel, las moléculas empiezan a desplazarse en forma
de pequeias bandas (zonas), dependiendo de su tamafio, forma, carga y peso
molecular, generando asi patrones de diferentes tamafos y distancia en el gel.
La distancia recorrida por la molécula, es inversamente proporcional al peso
molecular. Para la medicién de los patrones observables sobre el gel, es
importante utilizar marcadores de tamafios ya conocidos, que servirdn de
puntos de referencia y ayudaran a calcular los pesos moleculares de la muestra

problema (72),

Existen diferentes tipos de electroforesis, entre ellas se encuentra la
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) que permite la
separacion de fragmentos de ADN del mismo tamafio, pero con diferentes
secuencias nucleotidicas, lo que permite obtener un perfil representativo de las
comunidades analizadas, puesto que habrad una separacién por la secuencia

nucleotidica de la muestra (73).

Sin importar el tipo de electroforesis que se utilice, es de suma importancia

comprobar el producto de la PCR por medio de la electroforesis en gel,
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asegurando la presencia de un unico fragmento y del tamafio adecuado, para

la realizacion de los subsecuentes pasos en el andlisis metagenomico (74).

2.5.1.4 Secuenciacién de préxima generacién

La secuenciacion de proxima generacion (NGS, por sus siglas en inglés: Next-
Generation Sequencing) es una herramienta emergente para estudiar
comunidades de microorganismos no-cultivables; por su capacidad de
obtener grandes volimenes de datos de secuencia, con lo cual aumenta la
accesibilidad de los recursos genéticos contenidos, por ejemplo, en un suelo.
Los estudios con plataformas de NGS en acidos nucleicos extraidos de
rizosfera proveen un amplio espectro de los microorganismos que la habitan,
ademas de obtener y amplificar fragmentos a partir del DNA gendmico de
la comunidad y ser analizados por técnicas cultivo-independientes,
capaces de mostrar la composicibn de la microbiota bacteriana en la
rizosfera (75).

La secuenciacion de préxima generacion ha abierto la posibilidad de detectar
de manera répida y eficiente el genoma de microorganismos, de forma
simultanea, masiva y con bajos costos (76); esta metodologia permite la
produccion de grandes volimenes de datos de secuencias nucleotidicas en
magnitud de que pueden alcanzar un terabytes de informacion para una sola

muestra de suelo (77).

- Illumina

llumina es la tecnologia de secuenciacion basada en pirosecuenciacion, mas
utilizada hoy en dia debido a que ofrece plataformas efectivas (MiniSeq o
HiSeq XTen, entre otras) capaces de ofrecer resultados competentes a precios
razonables. Esta metodologia se caracteriza por eluso de nucledtidos
marcados con fluoréforos que bloquean de forma reversible la elongacién de la
cadena. De tal modo, tras la deteccion de la incorporacion del fluoroforo, y la

eliminacién del mismo, es posible continuar con un nuevo ciclo de adicion de
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un nuevo nucledétido esto se conoce como secuenciacion por sintesis. lllumina
ha permitido disminuir los costes y ofrecer lecturas mas largas, sin embargo,
se requiere de una gran inversion inicial y de mantenimiento, para poder

adquirir y mantener uno de los equipos que ofrece (78).

- llumina Miseq

El sistema lllumina MiSeq es una herramienta de secuenciaciéon de préxima
generacion, que realiza diferentes procesos de manera répida, integral y
rentable; tiene la capacidad de combinar la generacién de grupos, la
amplificacion, la secuenciacion y el analisis de datos en un Unico instrumento.
El sistema illumina Miseq utiliza la tecnologia de secuenciacién por sintesis
(SBS) de illumina, la cual se basa en terminadores reversibles que detectan
bases a medida que se incorporan a cadenas de ADN masivamente paralelas.
Los colorantes fluorescentes de los terminadores se fotografian con la adicion
de cada dNTP y se eliminan para permitir la incorporacion de la siguiente base.
El resultado es una secuenciacion base por base que elimina los errores
especificos del contexto de la secuencia. El sistema Miseq puede secuenciar
bibliotecas rapidamente, producir cientos de Gb de datos y realizar analisis de
datos en una uUnica ejecucidén de secuenciacion integrada. Una sola ejecucion
puede producir datos de salida de hasta de 15 Gb en tan solo 4 horas de
tiempo de ejecuciéon, dependiendo de las longitudes de lectura, y puede
generar hasta 25 millones de lecturas Unicas y 50 millones de lecturas de

extremo pareado(79)(80).

2.6 ldentificacion Procariota por ARNr 16S

El ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1500 nucleotidos
codificado por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S. El ARNr
16S se pliega y adquiere una estructura secundaria que se identifica por tener
segmentos de doble cadena que permiten la formacion de asas y hélices. Se
caracteriza por presentar regiones comunes a todos los organismos, pero

contienen ademas variaciones que se concentran en zonas especificas. El
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ARNr 16S contiene nueve regiones (V1-V9) menos conservadas o
hipervariables, que son las que aportan informacién util para estudios de
filogenética y taxonomia (Figura 9). Las regiones conservadas son de gran
ayuda para disefiar iniciadores universales que permitan la amplificacion de
diversas regiones hipervariables de la gran mayoria de los ARNr 16S de los

microorganismos presentes en una comunidad (81).

68 136 433 576 821 980 117 1243 1435

V1i V2 V3 V4 i i Vs | V6 | V7 | V8 V9 |
vV1-V3 ~510 bp for Roche 454
V3-V4 ~428 bp for MiSeq PE
V3-V5 ~548 bp for Roche 454
V4 ~252 bp for HiSeq
~562 bp for Roche 454 V6-V9

V1-V9 (Full-length)

Pacific Biosciences

Figura 9. Regiones encontradas en el ARNr 16S.

En color rojo se evidencian las regiones hipervariables y en azul las regiones
conservadas. Por otro lado, se evidencian las regiones necesarias para las

diversas técnicas de secuenciacion (82).

El acido ribonucleico ribosomal 16S, fue presentado por Pace et al. en 1986
(83), como una buena opcion para la clasificacién de bacterias y Archaea, esto
ha permitido que las secuencias del ARNr 16S sean utilizadas como una
herramienta importante en la reconstruccion de relaciones filogenéticas. Pese a
algunas controversias y dificultades técnicas, el ARNr 16S sigue siendo

utilizado como un excelente marcador molecular.
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2.7 Bioinformética

La bioinformatica es una ciencia interdisciplinaria, donde se combina diferentes
areas como biologia, matematicas, informética y estadistica para desarrollar
métodos de almacenamiento, recuperacion y analisis de datos. El término
"Bioinformatica” fue utilizado por primera vez en 1970 por el biélogo Holandés
Paulien Hogeweg, refiriéendose al uso de la tecnologia de la informacién para
estudiar sistemas biologicos (84). Sin embargo, uno de los primeros
acercamientos a la bioinformética se le atribuye al trabajo de Margaret O.
Dayhoff, Richard V. Eck y Robert S. Ledley, quienes produjeron la primera
coleccion de secuencias de proteinas basada en computadora, publicaron en
1965 una compilacion de secuencias de aminoacidos, con el nombre de Atlas
of Protein Structure and Sequence, como resultado de recolectar, comparar y
analizarlas computacionalmente, cuyo fin era producir conocimiento sobre la

estructura, funcién y evolucion de las proteinas (85).

2.7.1 BLAST

BLAST o “Basic Local Alignment Search Tool” es un programa informatico que
permite el alineamiento de secuencias problema (secuencias query o blanco)
frente a secuencias caracterizadas con anterioridad (secuencias target u
objetivo) que se encuentran en una base de datos, permitiendo inferir
relaciones funcionales, estructurales o evolutivas entre dos secuencias. La idea
fundamental del algoritmo BLAST es que, en cualquier alineamiento
estadisticamente significativo, suelen existir pares de segmentos muy similares
(denominados como HSPs o High Scoring Pairs). BLAST busca todos los HSP
entre la secuencia de busqueda y las secuencias de la base de datos, utiliza el
algoritmo Smith-Waterman para que el alineamiento encontrado sea éptimo,
ademas de utilizar matrices tipo BLOSUM o PAM que permite a BLAST dar una
puntuacion a los alineamientos que realiza, ya sea un nucle6tido o un
aminoacido (86) (87).
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2.7.2 QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)

Es una aplicacion de software de codigo abierto que por sus siglas traduce
"conocimientos cuantitativos sobre ecologia microbiana”, realiza el analisis de
las comunidades microbianas interpretando datos de secuencias de acidos
nucleicos de comunidades de hongos, virus, bacterias y arqueas. Se basa
principalmente en datos de secuenciacion de amplicones de alto rendimiento
generados en una variedad de plataformas, pero también en analisis de otros

tipos de datos, como los datos de metagendmica balistica (88)

Un analisis QIIME estandar comienza con datos de secuencia de una o0 mas
tecnologias de secuenciacion, como Sanger, Roche / 454, Illumina u otras. El
uso de QIIME para analizar datos de comunidades microbianas consiste en
escribir una serie de comandos en una ventana terminal y luego ver la salida
gréfica y textual, con el fin de proporcionar un flujo de trabajo de principio a fin,
comenzando con lecturas de secuencias multiplexadas y terminando con
perfiles taxonémicos, filogenéticos y comparaciones de las muestras en el
estudio. Con esta informacion, es posible determinar factores bioldgicos vy

ambientales que alteran la ecologia de la comunidad microbiana (89).

2.7.3 DADA2

“Divisive  Amplicon Denoising Algorithm” Es un paquete de software que
implementa un algoritmo el cual modela y corrige los errores generados
durante la secuenciacion de amplicones realizado por lllumina, utiliza ese
modelo de error para deducir la verdadera composicion de la muestra. DADA2
reemplaza el paso tradicional de "seleccion de OTU" en los flujos de trabajo de
secuenciacion de amplicones, generando en su lugar tablas de mayor

resolucion de variantes de secuencias de amplicones (ASV) (90).

El punto de partida de DADA2 es un conjunto de archivos demultiplexados
fastg correspondientes a las muestras estudio de secuenciacion, esperando
que haya un archivo individual para cada muestra. Una vez que los archivos

demultiplexados fastg sin nucleétidos no biolégicos estan disponibles, el
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programa procede de la siguiente manera: 1) Filtrar y recortar, 2) Deduplicar, 3)
Conocer las tasas de error, 4) Inferir composicion de la muestra, 5) Fusionar
lecturas pareadas, 6) Hacer tabla de secuencias, 7) Remover las quimeras.
Como resultado se obtiene una tabla de caracteristicas de variantes de
secuenciacion de amplicones (una tabla de ASV), esta tabla es analoga a la

tabla OTU tradicional con una resolucion més alta (91).
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion

Estudio cuantitativo, de tipo descriptivo exploratorio.

3.2 Universo, poblacion, muestra

3.2.1 Universo

Suelo del departamento de Cérdoba, Colombia

3.2.2 Poblacién

Suelo de la zona de amortiguacion del Parque Nacional Natural Paramillo.

3.2.3 Muestra

Suelo de 2 zonas diferentes de la finca Tuti Fruti, en la vereda Tuis Tuis,
municipio de Tierralta, Cordoba en el Parque Nacional Natural Jaramillo,
recolectadas en el mes de Julio del afno 2018.

3.3 Variables, indicadores

3.3.1 Variable independiente: suelo de dos zonas diferentes de la finca

Tuti Fruti, Tierralta, Cordoba, Colombia
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3.3.2 Variable dependiente:

Familias,

géneros y especies de

microorganismos presentes en el suelo de dos zonas diferentes de la

finca Tuti Fruti ubicada en el municipio de Tierralta en el departamento

de Cérdoba, Colombia

3.3.3. Indicadores

Tabla 1. Indicadores

Objetivo

Resultado

Indicador

Caracterizar las diferentes

comunidades  procariotas
presentes en el suelo de

areas de establecimiento de

Comunidades de
microorganismos
presentes en el suelo de la

zona de amortiguacion del

NUumero de
microorganismos
identificados y organizados

en phylum, clase, orden,

sistemas agroforestales, de | Parque Nacional Natural | familia, género y especie
la zona de amortiguacion | Paramillo identificadas en las
del Parque Nacional Natural muestras, por
Paramillo, en Cordoba, metagendémica

Colombia por medio de

metagendmica.

Relacionar las propiedades

fisicoquimicas de los

diferentes suelos: suelo | Establecer la  relacién | Géneros y especies
impactado con glifosato y | existente entre las | presentes en los dos suelos

suelo sin contacto previo | propiedades fisicoquimicos |y su relacibn con los
con glifosato, con los |del suelo y la microbiota | resultados fisicoquimicos
resultados obtenidos del | presente.

analisis metagenomico.

Comparar la microbiota | Comparacion de los | NUumero y tipo de
presente en un suelo con | microorganismos microorganismos

previa exposicion a glifosato | identificados en zonas | identificados en las dos
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frente a la microbiota
presente en el suelo que no
ha sido tratado con dicho

herbicida.

expuestas a glifosato de
las que no han estado en
dicho

contacto con

herbicida.

zonas analizadas.

3.4 Hipoétesis

1. La diversidad y distribucidbn de la microbiota esta relacionada con la

aplicacién de glifosato.

2. Existe relacion entre la microbiota encontrada y las caracteristicas

fisicoquimicas de los suelos analizados.

3.5 Técnicas y procedimientos

3.5.1 Ubicaciéon de la zona de muestreo

Las muestras de suelo fueron recolectadas en la finca Tuti Fruti, en la vereda
de Tuis Tuis, municipio de Tierralta en el departamento de Cérdoba, Colombia
En la Figura 10 se observa la ubicacion geografia del departamento de

Cérdoba, Colombia; el municipio de Tierralta (Figura 1) y la vereda Tuis Tuis

(Figura 11).

Figura 10. Ubicacién geografica del departamento de Coérdoba

Tomado de gobernacién de Cordoba(92)
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Figura 11. Mapa Vereda Tuis Tuis, realizado por el topografo de la vereda

Foto Tomada del cuaderno topografico de la vereda

3.5.2 Recolecciéon de muestras

El muestreo de realiz6 en el mes de Julio del afio 2018, para este periodo de
tiempo la region se encontraba en temporada de sequia. Se recolectaron
muestras de suelo utilizando como referencia dos zonas diferentes de la finca
Tuti Fruti (Figura 12). De acuerdo con las instrucciones recibidas por el duefio
de la finca y un bidlogo, quienes hacen parte de diversos programas de la
Corporacién Autonoma Regional de los Valles del Sina y del San Jorge (CVS)
en alianza con la alcaldia de Tierralta para la reforestacion, cuidado y
conservacion de flora y fauna de la regién, con el fin de poder establecer
diferencias o semejanzas entre ellas. Las dos zonas utilizadas para la
recoleccion de muestras fueron: 1) zona con vegetacion, animales y suelo
impactado con glifosato por error, en proceso de reforestaciéon desde el afio
2014 y 2) zona sin impacto con glifosato. Para esto se tuvo en cuenta el
formato de concepto técnico sobre dafio ambiental emitido por el Parque
Nacional Natural Paramillo, la distancia entre las dos zonas muestreadas fue

de aproximadamente 1Km
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Para la recoleccion de los suelos a utilizar en el analisis metagenomico y fisico
quimico, el muestreo se realiz6 de acuerdo con el protocolo en zigzag
recomendando por el centro de Bio-sistemas de la Universidad Jorge Tadeo
Lozano (UJTL) (93).

Figura 12. Mapa de la finca Tuti Fruti

El punto azul: Indica la zona donde se realiz6 el muestreo del suelo sin
aplicacion de glifosato, mientras que el punto naranja indica la zona donde se
realiz6 el muestreo del suelo con aplicacion de glifosato.

Foto Tomada del cuaderno topografico de la vereda

Tabla 2. Descripcion de zonas de muestreos.

Zonas de Descripcion

muestreo .
Se tomaron 10 submuestras de suelo, a una profundidad

entre 0-25 cm con un barreno para la zona impactada con
glifosato y zona sin impacto de glifosato. Las muestras se
depositaron en un balde plastico, donde fueron mezcladas,
finalmente de cada zona se recolecté 1.0 Kg de suelo para

su posterior analisis.
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Zona

impactada con

glifosato
Zona sin
impacto de
glifosato

3.5.3 Conservacién de muestras

Las muestras fueron conservadas en bolsas plasticas de 1.0 Kg, debidamente
marcadas y refrigeradas de 4-6 °C hasta la realizacion de los andlisis.

3.5.4 Analisis fisico quimico

Para el analisis fisico quimico fueron enviadas al Laboratorio de Suelos y
Aguas del Centro de Bio-sistemas de la Universidad JorgeTadeo Lozano UJTL
2 bolsas plasticas con cierre ziploc, cada una con 1.0 Kg de suelo de las 2

zonas muestreadas.
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3.5.5 Extraccion de DNA gendmico

Se utilizé el Kit ZR Soil Microbe DNA MiniPrep™ (Zymoresearch, CA, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante, como se muestra a continuacion:

1) Adicionar la muestra acorde con la referencia (250 mg) al
ZymoBIOMICS Lysis Tube. Agregar 100 pl de ZymoBIOMICS Lysis
Solution junto con la muestra.

2) Agitar en vortex por 30 minutos.

3) Centrifugar el ZymoBIOMICS Lysis Tube en una microcentrifuga a
10000 rpm por 1 minuto.

4) Transferir 400ul del sobrenadante al Zymo-Spin IIIF Filter en un tubo de
coleccion y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

5) Agregar 1200pul de ZymoBIOMICS DNA Binding Buffer al tubo de
coleccion del paso 4.

6) Transferir 800ul de la muestra del paso 5 al Zymo-Spin I[IC-Z Column en
un tubo de coleccion y centrifugar a 10000 rpm por 1 minuto.

7) Descartar el fluido del tubo de coleccion y repetir el paso 6.

8) Agregar 400ul de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 1 a la columna al
Zymo-Spin IlIC-Z en un nuevo tubo de coleccion y centrifugar a 10000
rpm por 1 minuto. Descartar el fluido.

9) Agregar 700ul de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 2 a la columna al
Zymo-Spin lIC-Z en un nuevo tubo de coleccion y centrifugar a 10000
rpm por 1 minuto. Descartar fluido.

10) Agregar 200ul de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 2 a la columna al
Zymo-Spin 1lIC-Z en un nuevo tubo de coleccion y centrifugar a 10000
rpm por 1 minuto.

11) Transferir el Zymo-Spin 1lIC-Z Column a un tubo Ilimpio de
microcentrifuga 1.5 ml y agregar 100ul de ZymoBIOMICS™
DNase/RNase Free Water directamente a la columna e incubar durante
1 minuto. Centrifugar en 1000 rpm por 1 minuto para eluir el ADN.

12) Colocar un filtro Zymo-Spin 1lI-HRC en un nuevo tubo de recoleccion y
agregar 600 pl ZymoBIOMICS HRC Prep Solution. Centrifugar a 8000

rpm por 3 minutos.
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13) Transferir el ADN eluido (Paso 11) a un filtro preparado Zymo-Spin IlI-
HRC en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpio y centrifugar a

exactamente 16000 rpm por 3 minutos.

3.5.6 PCR

Para verificar la calidad del ADN extraido, se realiz6 una PCR (Tabla 3) para
procariotas utilizando primers universales de la regién 16S del ADNr (16S-8F
5-  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3 'y 16S-1492R 5 -
CGGTTACCTTGTTACGACTT - 3). Se utilizé la enzima OneTaq Quick Load
2X Master Mix With Standard Buffer (New England Biolabs, Inglaterra). La PCR
se llevé a cabo en el termociclador Labnet Multigene Optimax (Labnet, USA),

en un volumen final de reaccion de 12.5 L.

Tabla 3. Ciclaje y temperatura de la PCR

Proceso Temperatura Tiempo Total de ciclos
_ _ 94.0°C 10:00 Min
Desnaturalizacion
94.0°C 0:30 Seg
Anillamiento 50.0°C 1:30 Min 30 ciclos
Extension 72.0°C 2:00 Min
Extension final 72.0°C 15:00 Min

3.5.7 Electroforesis

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0.5%, tefiido con GelGreen®
Nucleic Acid Gel Stain y corrido en buffer TBE 0.5X para observar los

productos de PCR.
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3.5.8 Cuantificacion

El producto final de la extraccion de ADN fue enviado a la Universidad Nacional
de Colombia, donde se emple6 el equipo Thermo Scientific™ NanoDrop 2000

(Thermo Scientific, USA) para su cuantificacion.

3.5.9 Secuenciacion

El ADN gendmico fue llevado a una concentracion de 40ul para la elaboracion
de las genotecas. Las muestras se procesaron y analizaron con el servicio de
secuenciacion dirigida ZymoBIOMICS ®© para andlisis de microbiomas (Zymo
Research, Irvine, CA), incluyendo los siguientes pasos:

3.5.9.1 Preparacion de la biblioteca 16S

La secuenciacion dirigida del gen del ARN ribosomal 16S bacteriano se realizd
con el kit de preparacion de biblioteca Quick -16S ™ Primer Set V3-V4 (Zymo
Research, Irvine, CA). Los cebadores 16S bacterianos amplificaron la region
V3-V4 del gen 16S rRNA. Estos cebadores fueron disefiados por Zymo
Research para brindar la mejor cobertura del gen 16S a la vez que mantienen
una alta sensibilidad. Los primers utilizados fueron descritos por Klindworth et
al. 2013 (94).

La biblioteca de secuenciacion para 16S, se preparO realizando ensayos de
PCR en tiempo real para controlar ciclos y, por lo tanto, evitar la formacién de
guimeras de PCR. Los productos finales de PCR se cuantificaron con lecturas
de fluorescencia (qPCR). Después de la PCR, se realizé la limpieza de la
libreria usando Selecta Size DNA Clean & Concentrator (Zymo Research,
Irvine, CA), luego se cuantificd con TapeStation® (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) y Qubit® (Thermo Fisher Scientific, Waltham , WA).
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3.5.9.2 Secuenciacioén

La biblioteca final se secuenci6 en lllumina® MiSeqTM con un kit de reactivo v3

(600 ciclos). La secuenciacion se realizé con un aumento del 10% de PhiX.

3.5.10 Anélisis bioinformético

Las secuencias de amplicon Unicas se infirieron a partir de lecturas sin
procesar utilizando el programa Dada2. Las secuencias quiméricas también se
eliminaron con Dada2. La asignacion de taxonomia se realiz6 utilizando Uclust
de Qiime v.1.9.1. Taxonomy se asigno con la Base de datos de investigacion
Zymo, una base de datos 16S que esta disefiada y curada internamente, como

referencia.

Los andlisis de visualizacion de la composiciéon, diversidad alfa y diversidad
beta se realizaron con Qiime v.1.9.1. Si corresponde, la taxonomia que tiene
una abundancia significativa entre los diferentes grupos se identifico por LEfSe
utilizando la configuracién predeterminada. Otros analisis, como mapas de
calor, Taxa2SV_deomposer y graficos de PCoA se realizaron con scripts

internos.
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4 RESULTADOS

4.1 PCRYy electroforesis

Después de haber realizado la extraccion del ADN y PCR, se evaluo la calidad
del producto obtenido por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0.5%,
donde se evidencio que tanto el suelo con glifosato y el suelo sin glifosato
presentaron un producto de aproximadamente 1.5Kb, equivalente a una masa
de 36ng (Figura 13).

Kilobases Mass (ng)
=100 42
- 8.0 42

—-60 50
—-50 42

el — 20 48

el — 1.5 36

- 05 42

Figura 13. PCR de la region 16S del ARNr de muestras de suelo de la Zona de
amortiguacion del Pargue Nacional Natural Paramillo, Cérdoba.

Electroforesis en gel de agarosa 0.5% en TBE 0.5X. (Voltaje 100V, Tiempo

60m).

CG: Suelo impactado con glifosato
SG: Suelo sin contacto previo con glifosato
CP: Control positivo

PM: Marcador de peso molecular (1kb ADN Ladder. New England. BioLabs )
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4.2 Andlisis fisico quimico

Respecto a los resultados obtenidos del analisis fisico quimico realizado en el
Laboratorio de Suelos y Aguas del Centro de Bio-sistemas de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano, se analizaron diferentes parametros entre ellos:
elementos mayores (Tabla 4) donde se evidencia una deficiencia de estos
elementos en los dos suelos analizados a excepcion del Nitrogeno y Magnesio;
este ultimo solo se encontré en exceso en el suelo con glifosato. Por otro lado,
en los resultados obtenidos de las relaciones catidénicas (Tabla 5) se puede
evidenciar que en el suelo con glifosato estas relaciones estaban en exceso,
excepto la relacion Ca/Mg que se encontré deficiente en el suelo con glifosato,
mientras que en el suelo sin glifosato los resultados fueron 6ptimos para las
relaciones cationicas de Mg/K y (Ca+Mg)/K, pero las relaciones Ca/Mg y Ca/K
fueron deficientes. Finalmente se analizaron otros pardmetros de la muestra
como porcentaje de agua, porcentaje de saturacion, porcentaje de carbon
organico, porcentaje de materia organica y capacidad de intercambio catidnico
(Tabla 6).

Tabla 4. Resultados elementos mayores de muestras de suelo de la Zona de

amortiguacion del Pargue Nacional Natural Paramillo, Cérdoba.

ANALISIS FISICOQUIMICO

Elementos Mayores

Elemento/parametro

Suelo con

Suelo sin

analizado aplicacion de aplicacion de
glifosato glifosato

pH 5.2 4.6
C.E. 0.11 dS/m 0.15 dS/m
Extracto
saturacion.
N-NH"4 30.0 mg*kg~t 6 30.0 mg*kg~t 6
Amonio ppm ppm
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N-NO’3
Nitrato
N-Min.
Nitrégeno
P

Fosforo

K

Potasio
Ca

Calcio

Mg
Magnesio
Na

Sodio

Al

Acidez Int
S

Azufre
Cl-

Cloruro

Tabla 5. Resultados relaciones catidnicas de muestras de suelo de la Zona de

8.4 mg*kg 1 6
ppm
38.4 mg*kg1 6

ppm
3 mg*kg~! 6 ppm

91 mg*kg~! 6 ppm

1269 mg*kg=! 6
ppm
480 mg*kg™t 6

ppm
13 mg*kg~! 6 ppm

1.16 cmol+*kg1l
0.5mg*kg™1 6

ppm
15 mg*kg~! 6 ppm

11.1 mg*kg~1 6
ppm
41.0 mg*kg1 6

ppm
2 mg*kg~! 6 ppm

136 mg*kgt 6
ppm

574 mg*kg™1 6
ppm

223 mg*kg™1 6

ppm
15 mg*kg™! 6 ppm

4.21 cmol+*kgl
0.6 mg*kg™! 6

ppm
44 mg*kg™! 6 ppm

amortiguacién del Pargue Nacional Natural Paramillo, Cérdoba.

ANALISIS FISICOQUIMICO
Relaciones catidnicas
Suelo sin

Elemento/pardmetro Suelo con

analizado aplicacion de aplicacion de
glifosato glifosato
Ca/Mg 1.60 1.56
Ca/K 27.32 8.26
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Mg/K 17.03 5.30
(Ca+Mg)/K 44.35 13.56

Tabla 6. Resultados de otros parametros analizados en muestras de suelo de

la Zona de amortiguacion del Parque Nacional Natural Paramillo, Cordoba

ANALISIS FISICOQUIMICO
Otros analisis y parametros de la muestra

Elemento/parametro Suelo con Suelo sin
analizado aplicacion de aplicacion de
glifosato glifosato
Porcentaje de agua 2.0 % 2.5 %
Pw %
Porcentaje de 58.2 % 80.0 %

saturacion Ps%

%carbdn organico 0.83 % 1.12 %

% materia organica 1.43 % 1.93 %
Capacidad de 26.3cmol+*kg=!  30.0 cmol+*kg™?!
Intercambio Cationico

CIC

Capacidad de 11.7 cmol+*kg~?! 9.3 cmol+*kg ™!

intercambio catiénico

efectiva ClICe

4.3 Analisis metagenomico

El analisis de la secuenciacion del gen 16S es de gran utilidad al momento de
conocer la composicion de los diferentes microorganismos encontrados en un
nicho ambiental, permitiendo la reconstruccién filogenética e identificacion
bacteriana. La presencia del gen 16S en todas las bacterias y la conservacion

de algunas regiones universales, permite la elaboracién de primers capaces de
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amplificar regiones especificas para la identificacion de bacterias a nivel

taxondmico desde filo hasta especie.

4.3.1 Secuencias obtenidas

En la Tabla 7 se pueden observar las secuencias obtenidas en cada una de las

fases del procesamiento en el andlisis bioinformatico.

Tabla 7. NUmero de secuencias obtenidas

SECUENCIAS OBTENIDAS DURANTE EL PROCESAMIENTO DEL ANALISIS DEL ARNr 16S

Secuencias _ o . Sepuencias _ Secuer)cias
Muestra crudas Secuencias | Andlisis Sec;uep_mas Ilbresd'e Segugnmas des_puesgje OTUs
generadas recortadas Dada2 | quiméricas | secuencias Unicas la filtracién
guiméricas de tamafio
Suelo
con 55414 52626 25846 558 25288 230 25220 219
glifosato
Suelo
Sin 56656 53450 22112 1698 20414 476 19925 405
glifosato

4.3.2 Analisis metagenémico del gen ARNr 16S

La caracterizacion metagenémica dirigida al 16S, en las muestras de suelo
indic6 predominancia de once Filos: Acidobacteria (15.7% y 33.0%),
Actinobacteria (13.9% y 8.7%), Bacteroidetes (0.9% y 0.0%), Chloroflexi (9.1%
y 8.0%), Firmicutes (5.8% Yy 0.4%), Fusobacteria (1.3% y 0.0%),
Gemmatimonadetes (1.6% y 0.7%), Nitrospirae (6.2% y 2.7%), Planctomycetes
(7.4% y 3.9%), Proteobacteria (30.8% y 34.9%) y Verrucomicrobia (3.6% vy
3.0%), en el suelo con glifosato y suelo sin glifosato respectivamente (Figura 14

y Anexo 1.1).
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Figura 14. Mapa de calor de la composicion e identificacion procariota a nivel
de Filo.

A nivel de Clase, la comunidad microbiana de los suelos analizados presento
alta abundancia de: Acidobacteria (14.7% y 32.7%), Actinobacteria (11.3% y
7.1%), Thermoleophilia (1.5% y 0.7%), Chloroflexia (1.3% y 0.3%), Bacilli (5.2%
y 0.4%), Fusobacteriia (1.3% y 0.0%), Gemmatimonadetes (1.6% y 0.7%),
Nitrospira (6.2% y 2.7%), Planctomycetacia (7.1% y 3.9%), Alphaproteobacteria
(18.3% y 24.6%), Betaproteobacteria (1.4% y 2.3%), Deltaproteobacteria (7.1%
y 4.6%) y Gammaproteobacteria (4.1% y 3.4%), el suelo con glifosato y suelo

sin glifosato respectivamente (Figura 15y Anexo 1.2).
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Figura 15. Mapa de calor de la composicion e identificacion procariota a nivel
de Clase.

A nivel de Orden, la comunidad microbiana de los suelos analizados present6
alta abundancia de: Acidobacteriales (5.7% y 10.6%), Corynebacteriales (1.9%
y 0.5%), Frankiales (5.4% y 4.5%), Micrococcales (3.0% vy 0.9%),
Streptomycetales (0.2% y 0.9%), Chloroflexales (1.3% y 0.0%), Bacillales (5.2%
y 0.4%), Fusobacteriales (1.3% y 0.0%), Gemmatimonadales (1.6% y 0.7%),
Nitrospirales (6.2% y 2.7%), Planctomycetales (7.1% y 3.9%), Rhizobiales
(12.2% y 15.2%), Rhodospirillales (5.8% y 9.0%), Burkholderiales (0.2% vy
2.1%), Pseudomonadales (0.5% y 1.4%) y Xanthomonadales (3.6% y 2.0%),
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enel suelo con glifosato y suelo sin glifosato respectivamente (Figura 16 y
Anexo 1.3).
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Figura 16. Mapa de calor de la composicion e identificacion procariota a nivel
de Orden.

A nivel de Familia, la comunidad microbiana de los suelos analizados present6
alta abundancia de: Corynebacteriaceae (1.9% y 0.0%), Acidothermaceae
(4.2% y 4.5%), Micrococcaceae (2.2% y 0.9%), Bacillaceae (3.1% y 0.4%),
Gemmatimonadaceae (1.6% y 0.7%), Planctomycetaceae (7.1% y 3.9%),
Bradyrhizobiaceae (2.3% y 1.0%), Xanthobacteraceae (4.8% y 8.2%),

Pseudomonadaceae (0.5% y 1.4%) y Xanthomonadaceae (2.9% y 0.0%), en el
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suelo con glifosato y suelo sin glifosato respectivamente (Figura 17 y Anexo
1.4).
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Figura 17. Mapa de calor de la composicién e identificacion procariota a nivel
de Familia

A nivel de Género, la comunidad microbiana de los suelos analizados present6
alta abundancia de: Solibacter (1.1% y 4.6%), Corynebacterium (1.9% y 0.0%),
Acidothermus (4.2% y 4.5%), Pseudarthrobacter (2.0% y 0.9%), Streptomyces
(0.2% y 0.3%), Parafilimonas (0.9% y 0.0%), Roseiflexus (1.3% y 0.0%),
Bacillus (3.1% y 0.4%), Gemmatimonas (1.0% y 0.1%), Nitrospira (6.0% y
2.2%), Bradyrhizobium (1.2% y 0.0%), Pseudolabrys-Variibacter (1.3% y 3.5%),
Variovorax (0.1% y 1.8%), Pseudomonas (0.5% y 1-4%), Acidibacter (0.7% y
1.9%), en el suelo con glifosato y suelo sin glifosato respectivamente (Figura
18 y Anexo 1.5).
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Figura 18. Mapa de calor de la composicion e identificacion procariota a nivel

de Género

A nivel de Especie, la comunidad microbiana de los suelos analizados presento
una abundancia relativa de: aggregans-modestus (0.0% y 0.4%), coyleae-
pilbarense (1.9% y 0.0%), defluvii-equi-niigatensis (2.0% y 0.9%), niacini-soli
(1.5% y 0.1%), canariense-lupini (0.8% y 0.0%), paradoxus (0.1% y 1.8%),

azotoformans-fluorescens-synxantha (0.0% y 1.4%), en el suelo con glifosato y
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suelo sin glifosato respectivamente (Figura 19 y Anexo 1.6).
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5 DISCUSION

El uso de glifosato como herbicida responde a la necesidad creciente de
producir con mas eficacia cultivos que puedan generar alimento para la
poblacién en general que crece exponencialmente. En Colombia, ademas de
asegurar los cultivos de consumo, este herbicida es utilizado principalmente
para la erradicacion de cultivos ilicitos, un problema al que se ha enfrentado el
pais durante muchas décadas y que ha supuesto un verdadero inconveniente
para el gobierno nacional. Si bien las propiedades del glifosato son varias, e
inicialmente su funcién es brindar un beneficio para el que lo implementa, no se
puede ignorar que ha traido consecuencias negativas en la salud no solo del
suelo y de los microorganismos que lo habitan, sino en la salud de los animales

y humanos que han estado expuestos al contacto con este compuesto.

Por otro lado se sabe que el suelo es uno de los ambientes naturales mas
biodiversos que existe en nuestro planeta, siendo el hogar de una gran
cantidad de microorganismos de diferente naturaleza. Los microorganismos
son responsables de una parte importante de los ciclos biogeoquimicos, y por
lo tanto, influyen significativamente en la vida terrestre. Sin embargo, el
conocimiento que se tiene acerca de la vida microbiana, y el papel que ésta
juega en el ambiente, es todavia poco entendido. En particular, se ha
propuesto que entre 80-90% de los microorganismos que habitan en el suelo
son desconocidos. Es por esto que en la actualidad la metagenémica ha
tomado un papel relevante en los estudios en los cuales el suelo es el campo
de investigacioén, debido a que gracias a esta tecnologia se ha logrado conocer
y estudiar de manera mas detallada todo el material genémico desconocido y
su interaccion en diversos ambientes y frente a diferentes sustancias que
pueden llegar a afectarlo de manera positiva o negativa como es el caso del
glifosato (95).

Teniendo en cuenta los parametros anteriores como: el impacto que tiene el
glifosato en el suelo y el uso de la metagendmica para conocer las
comunidades microbianas de un ecosistema especifico, los resultados
obtenidos en el presente estudio evidencian la presencia de determinadas
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comunidades bacterianas en los dos suelos analizados: suelo impactado con

glifosato y suelo sin impacto de glifosato.

El filo de las Acidobacterias y la clase Acidobacteria, son uno de los linajes
bacterianos que mas se ha asociado a muestras ambientales, se caracterizan
por ser heterotrofos y sus especies ser aerGbicas o microaerofilas y algunas
anaerobias facultativas, poseen glucosidasas, enzimas encargadas de la
degradacion de polisacéridos especialmente celulosa y almidon, ademas de
utilizar como fuente de nitrégeno el amonio. Finalmente se caracterizan por la
produccion de exopolisacaridos (EPS), utilizados para la produccion de
celulosa bacteriana, se ha sugerido que esta propiedad les confiere una
proteccién para sobrevivir largos periodos en el suelo (96).

Respecto al filo Acidobacteria se obtuvo un porcentaje de 15.7% y 33.0%, a
nivel clase Acidobacteria 14.7% y 32.7% y en el género Solibacter 1.1% y 4.6%
para el suelo con glifosato y suelo sin glifosato, respectivamente. Se puede
evidenciar que el suelo con glifosato presento una disminucién de
Acidobacteria respecto al suelo sin glifosato, teniendo en cuenta la informacién
anterior, este filo y clase estan relacionados con las condiciones del suelo. En
los resultados obtenidos del analisis fisico quimico (Tabla 4), se evidencia que
el suelo sin glifosato tiene un pH acido (4.6) lo que se relaciona con el aumento
de este filo en dicho suelo, resultado que concuerda con lo expresado por
Rampelotto PH, de Siqueira Ferreira A, Barboza ADM, Roesch LFW, donde se
concluye que el pH del suelo regula la abundancia del filo y clase Acidobacteria
(97). Por otro lado, en este mismo estudio se evaluaron las comunidades
bacterianas por medio de pirosecuenciacion de alto rendimiento del gen 16S en
el suelo brasilefio, caracterizado por tener pH acido y ser pobre en nutrientes,
como resultados se encontré una predominancia de los filos Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes, y Gemmatimonadetes.
Los datos anteriores resultan similares a los obtenidos en nuestro estudio, ya
qgue los suelos analizados presentaron un pH &cido, una deficiencia de
nutrientes (Tabla 4 y 5) y se evidencio una abundancia de algunos de los filos
mencionados anteriormente. Sin embargo, un estudio realizado en 2016 por
Newman MM, Hoilett N, Lorenz N, Dick RP, Liles MR, Ramsier C, et al.
en rizosferas de maiz y soja se encontr6 abundancia de los filos
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Proteobacterias, Acidobacterias y Actinobacterias. Por otro lado, la abundancia
relativa de Acidobacterias disminuy6 en respuesta a la exposicion al glifosato
de dichos cultivos, datos que presentan similitud a lo encontrado en el suelo
con glifosato, donde el filo y clase Acidobacteria disminuyeron en relacion al
suelo sin glifosato, resaltando la importancia de algunos miembros de las
Acidobacterias que estan involucradas en procesos biogeoquimicos, y una
disminucion en su abundancia podria llevar a cambios significativos en el

estado nutricional de la rizosfera (11).

Las Actinobacterias constituyen uno de los filos y clases mas importantes entre
las bacterias Gram positivas con un alto contenido de G+C en su genoma.
Estan ampliamente distribuidas en los ecosistemas terrestres y acuaticos,
especialmente en el suelo, donde desempefian un papel crucial en el reciclaje
de biomateriales refractarios por descomposicion y formacién de humus (98).
La mayoria de las Actinobacterias que viven en el suelo pasan la mayor parte
de sus ciclos de vida como esporas semiactivas, especialmente en condiciones
de nutrientes limitados. Factores como la temperatura, el pH y la humedad del
suelo, influyen en su crecimiento, las Actinobacterias son en su mayoria
mesofilas, tienen un crecimiento 6ptimo a temperaturas entre 25 y 30°C. La
mayoria crecen en suelos con un pH neutro. Sin embargo, algunas cepas de

Streptomyces se han aislado de suelos acidos (99).

Dentro del filo Bacteroidetes, sus miembros se caracterizan por ser bacterias
Gram negativas, abarcan una mezcla de diversos tipos fisiologicos, desde
Bacteroides estrictamente anaerobicos hasta Flavobacterias estrictamente
aerobicas. Los miembros del filo Bacteroidetes han colonizado diversos nichos
ecologicos como: suelo, océano, sitios de agua dulce y el tracto gastrointestinal
de los animales, donde presentan diversas funciones biolégicas. En particular,
son degradadores conocidos de la materia organica polimérica y desempefiar
funciones de oxigenacion (100). Se cree que los Bacteroidetes ambientales
estan especializados en la degradacion de la materia organica compleja en la
biosfera, especialmente en forma de polisacéaridos y proteinas, que pueden

usar como fuente de energia y carbono (101).
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Respecto a los resultados obtenidos, el suelo con glifosato presento una
abundancia relativa de los filos Actinobacteria 13.9% y Bacteriodetes 0.9%, y
las clases Actinobacteria 11.3% y Thermoleophilia 1.5% en comparacion con el
suelo sin glifosato 8.7%, 0.0% y 7.1%, 0.7%, respectivamente. En relacién a
estos resultados, en un estudio realizado en suelos de diferentes ecosistemas
por medio de secuenciacibn metagendémica, se encontr0 que los filo
Actinobacteria, Bacteroidetes y Cyanobacteria fueron mas abundantes en los
suelos con pH cercano a la neutralidad en comparacion con los suelos mas
acidos, esto concuerda con lo encontrado en nuestro estudio ya que el suelo
con glifosato presenta un pH de 5.2 en comparacién con el suelo sin glifosato
que presenta un pH mas acido (4.6) (102). Resultados que también son
respaldados por un estudio realizado por Lauber CL, Hamady M, Knight R,
Fierer N., donde encontraron abundancias relativas de Actinobacteria y
Bacteroidetes cuando el pH del suelo fue mayor o cercano a la neutralidad,
mientras que la abundancia relativa de Actinobacteria se vio afectada cuando el
pH disminuyd (103).

Por otro lado, el suelo con glifosato presento una abundancia de
Actinobacterias y Bacteriodetes, esto se encuentra relacionado con un estudio
donde se evidencia que los suelos con aplicacion de glifosato tienen un
aumento de dichos filos en relacién a suelos sin aplicacion de dicho herbicida
(104), lo que puede explicar también el aumento de la clase Thermoleophilia
perteneciente al filo Actinobacteria en el suelo con glifosato. Sin embargo, en el
orden Acidobacteriales los resultados fueron diferentes al encontrarse un
porcentaje menor de dicho orden en el suelo con glifosato 5.7% en relacién al

suelo sin glifosato 10.6%.

El filo Chloroflexi estaba predominantemente ocupado por bacterias fototréficas
anoxigénicas a finales del siglo XX, una gran cantidad de organismos no
fototréficos pertenecientes al filo se encontraron y se propusieron durante la
tltima década, la mayoria de sus miembros son ahora bacterias no fototréficas.
El filo contiene seis clases de las cuales Chloroflexia, es la mas relevante. Los
fotétrofos solo se encuentran en la clase Chloroflexia, mientras que otras cinco

clases estdn totalmente compuestas por bacterias no fototréficas (105).
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Algunos resultados han demostrado que los miembros del filo Chloroflexi son
degradadores de celulosa y la utilizacién de polimeros vegetales puede estar

generalizada en todo el filo (106).

En los resultados observados en nuestro estudio se encontré una abundancia
del filo Chloroflexi 9.1% y 8.0% y la clase Chloroflexia 1.3% y 0.3%, para suelo
con glifosato y suelo sin glifosato respectivamente, aunque en los dos suelos
se presento altos porcentaje de este filo y clase, el suelo con glifosato presento
un mayor porcentaje en relacion al suelo sin glifosato. En la actualidad no se ha
encontrado una relacion significativa del filo Chloroflexi con las propiedades
fisico quimicas del suelo por lo que no se puede determinar si el pH o0 alguna
propiedad fisico quimica de los suelos tuvo un impacto en estas comunidades

microbianas.

Por otro lado, al analizar el resultado que presento el suelo con glifosato en el
filo Chloroflexi con otros estudios, se encontré que una investigacion realizada
por Lancaster SH, Hollister EB, Senseman SA, Gentry TJ, donde evaluaron el
impacto del glifosato sobre las comunidades microbianas, determino que el filo
Chloroflexi mostro una disminucién en los suelos que presentaban alguna
aplicaciéon de dicho herbicida, datos que difieren a los encontrados en nuestro
estudio, donde se evidencio un mayor porcentaje de dicho filo en relacién al
suelo sin glifosato (104). Similar a los resultados encontrados para el orden
Chloroflexales donde su porcentaje fue mayor en suelo con glifosato 1.3% en

relacion al suelo sin glifosato 0.0%.

Las bacterias del orden Frankiales son bacterias Gram positivas, no moviles
que se caracterizan por fijar el nitrégeno y establecer nédulos radiculares en
plantas y suelo (107). Respecto a los resultados obtenidos se presentd un
mayor porcentaje de dicho orden en el suelo con glifosato 5.4% en relacion al
suelo sin glifosato 4.5%, permitiendo establecer que el suelo con glifosato tiene

una buena fijacion del nitrogeno en relacion a esta comunidad microbiana.

La familia Corynebacteriaceae estd compuesta por el género Corynebacterium

con casi 90 especies y el género monoespecifico Turicella , ambos taxones se
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encuentran en el orden Corynebacteriales, se ha informado una variabilidad
significativa en el contenido de G+C en el ADN gendmico que varia desde
aproximadamente 46% en moles hasta 74% en moles. Los miembros de la
familia Corynebacteriaceae se encuentran en diversos entornos, se
caracterizan por ser microorganismos fijadores de nitrdgeno y celuloliticos
(108).

Respecto a los resultados obtenidos se encontré6 que en el orden
Corynebacteriales, este present6 en el suelo con glifosato un valor de 1.9% y
de 0.5% en el suelo sin glifosato, mientras que la familia Corynebacteriaceae
presento una porcentaje en el suelo con glifosato de 1.9% en relacion al suelo
con glifosato 0.0%, donde en este Ultimo no se evidencio presencia de esta
comunidad, datos que evidencian que el suelo con glifosato presenta una
Optima fijacion del nitrégeno y una mejor capacidad celulitica, procesos
importantes en el ciclo biologico del carbono (52).

La familia Micrococcaceae se define por una amplia gama de propiedades
morfologicas y quimiotaxondmicas, como los lipidos polares, los acidos grasos,
los aminoacidos de peptidoglicano y los azucares de células que se utilizan
para la delineacidbn de géneros y especies. Los miembros de la familia se
encuentran principalmente en la piel de mamiferos, muestras clinicas,
hemocultivos y en varias muestras de suelo, asi como en ambientes marinos.
Se caracterizan por que lo microorganismos pertenecientes a este orden

presentan caracteristicas proteoliticas (109).

Respecto a los resultados obtenidos se encontr6 que para el orden
Micrococcales el suelo con glifosato presento un valor de 3.0% en relacion al
suelo sin glifosato de 0.9%, similar a los resultados encontrados para la familia
Micrococcaceae en el suelo con glifosato 2.2% y 0.9% para el suelo sin
glifosato, resaltando la importancia de estos microorganismos proteoliticos en
el suelo con glifosato, donde pueden desempefiar mejor las funciones de
degradacion de la materia organica, ademas de actuar en etapas iniciales de la

mineralizacion de los compuestos organicos nitrogenados (54).
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El orden Streptomycetales se caracteriza por tener bacterias Gram positivas del
suelo que forman micelios, desempefian un papel importante en los procesos
de mineralizacibn en la naturaleza y son productores abundantes de
metabolitos secundarios. Las condiciones de laboratorio permiten determinar
una temperatura de crecimiento entre 28 a 30°C (110). Se consideran
saprofitos de vida libre capaces de descomponer una gran cantidad de
sustratos carbonados, tienen la habilidad para degradar compuestos altamente
recalcitrantes tales como quitina, celulosa y hemicelulosa, en condiciones
particulares de valores altos de pH del suelo (48). En el suelo, el tamafio y
namero de la comunidad depende de diversos factores, principalmente de las
caracteristicas fisicas y quimicas como pueden ser la textura, humedad, pH y

contenido de materia organica.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, mostraron un porcentaje de 0.2%
en el suelo con glifosato para el orden Streptomycetales, en relaciéon al suelo
sin glifosato 0.9% donde su porcentaje fue mayor, similar a los resultados para
el género Streptomyces donde el suelo con glifosato presento un valor de 0.2%
en relacién al suelo sin glifosato 0.3%, esto puede estar relacionado con el
aumento del porcentaje de materia organica que tiene este suelo (1.93) y su pH
bajo (4.6) en relacién al suelo sin glifosato con un valor de 1.43% para materia
organica y de 5.2 para pH. Por otro lado, un estudio realizado bajo condiciones
de laboratorio para investigar los efectos de los herbicidas, entre ellos el
glifosato, se encontr6 que el tratamiento a concentraciones altas de los
herbicidas caus6 una inhibicion del numero y actividad de diferentes
Streptomyces en el suelo, datos que se pueden correlacionar con lo encontrado
en nuestro estudio, ya que el suelo con glifosato presento un menor
porcentaje del orden Streptomycetales y género Streptomyces, en comparacion

con el suelo sin glifosato (111).

El orden Corynebacteriales se caracteriza por tener bacterias Gram positivas
de morfologia bacilar, poseen granulos de polifosfato para algunas especies,
ademas de ser algunas anaerobias facultativas o aerobias, se caracterizan por
ser quimioorganodtrofas. Las especies de Corynebacterium se han

caracterizado por tener metabolismos fermentativos, oxidativos 0 no
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fermentativos, ademas de participar en la fijacion del nitrégeno, reduciendo el
nitrogeno molecular a amonio (51). Las especies coyleae-pilbarense, se
caracterizan por ser bacterias difteroides Gram positivas, anaerobias
facultativas, no lipofilicas, quimioorganétrofas , la especie coyleae en su
genoma contiene 62—64 % en moles de G+C, mientras que no se conoce
informacion de la especie pilbarense (112). Respecto a los resultados
encontrados, el suelo con glifosato presento un mayor porcentaje del orden
Corynebacteriales y el género Corynebacterium de 1.9% en relacion al suelo
sin glifosato 0.5% y 0.0%, datos similares para las especies coyleae-pilbarense,
en el suelo con glifosato 1.9% y suelo sin glifosato 0.0%. Respecto a la poca
informacion que se tiene sobre la relacion de esta comunidad microbiana y las
propiedades fisicoquimicas del suelo, se puede determinar que su presencia en
el suelo con glifosato esta relacionada con la funcién de reducir el nitrégeno

molecular a amonio.

La familia Acidothermaceae contiene bacterias termofilicas aisladas de fuentes
termales y ubicadas en el género Acidothermus. El género Acidothermus se
encontrd y aislé en el Parque Nacional Yellowstone, Wyoming, EE. UU. Se han
caracterizado varios genes para la degradacion de la biomasa vegetal; las
propiedades termoestables de las enzimas de A. cellulolyticus para la
degradacion tanto de celulosa como de hemicelulosa tienen valor para

aplicaciones biotecnolégicas (113).

Respecto a los resultados obtenidos se encontré un porcentaje de 4.2% y 4.5%
para la familia Acidothermaceae y el género Acidothermus, para el suelo con
glifosato y suelo sin glifosato respectivamente. Respecto a un estudio realizado
para comprender la relacion de las comunidades bacterianas del suelo, las
propiedades fisico quimicas y el uso de la tierra, se encontré que los suelos
forestales exhibian alto contenido de carbono y nitrégeno, un pH acido, ademas
de presentar un aumento del genero Acidothermus, resultado que presenta
relacion a los datos encontrados en nuestro estudio, ya que el suelo sin
glifosato fue el que presento un mayor porcentaje de la familia
Acidothermaceae y el género Acidothermus, lo que se puede relacionar con el

aumento del carbono organico (1.12%), el nitrdgeno (41.0 ppm) y el pH acido
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(4.6) de este suelo en relacion al suelo con glifosato donde el carbén organico y

el nitrégeno fueron menores y el pH fue mas alto (114).

Las bacterias del género Pseudarthrobacter se caracterizan por ser Gram
positivas, tienen morfologia bacilar cuando crecen exponencialmente y de
forma de coco cuando estdn en fase de crecimiento estacionario,
Pseudarthrobacter contiene las especies chlorophenolicus, defluvii, equi,
niigatensis, oxydans, phenanthrenivorans, scleromae, siccitolerans, vy
sulfonivorans, que se caracterizan por heterétrofas y aisladas de diferentes
tipos de suelos, siendo este el habitat preferido para este género. Son bacterias
mesofilas con preferencias de pH entre 6 y 9 (115). En general el crecimiento
de la especie defluvii se produce entre 5-37°C y con un pH entre 6-10. La
especie equii crece a pH de 6.0-9.0 y la especie nigatensis tiene un
crecimiento optimo a 30°C, con un rango de pH para el crecimiento de 6 a 11
(115).

Respecto a los resultados obtenidos el suelo con glifosato presento el mismo
porcentaje (2.0%) para el género Pseudarthrobacter y las especies defluvii-
equi-niigatensis, el suelo sin glifosato obtuvo un porcentaje de 0.9% para
ambos taxones. Sin embargo, el suelo con glifosato presento un aumento en el
porcentaje de esta comunidad microbiana en relacion al suelo sin glifosato, lo
gue puede estar relacionado con el pH que presentaba este suelo (5.2) ya que

se encuentra cercano al rango de crecimiento para estas bacterias.

El género Parafilimonas es una bacteria Gram negativa aerobica no flagelada,
presentan un crecimiento a 15-40 ° C y pH 5.0-8.0. Fue aislada de un suelo de
invernadero en Yongjin — myeon, Gwangju-gun, Republica de Corea (116).
Respecto a los resultados obtenidos, la presencia de este género fue de 0.9% y
0.0% en el suelo con glifosato en relacibn al suelo sin glifosato
respectivamente. Sin embargo, se conoce poco de la importancia o relacion de
este género en el suelo, lo que sugiere que la presencia de esta comunidad
bacteriana en el suelo con glifosato puede estar relacionada con el pH del

suelo (5.2), un pH que corresponde al rango de crecimiento de esta bacteria.
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El género Roseiflexus se caracteriza por tener bacterias termofilicas,
fotosintéticas, fue aislada de una esterilla bacteriana en una fuente termal
japonesa. Crece fotoheterotréficamente bajo condiciones anaerdbica de luz y
también quimioheterotrofamente en condiciones oscuras aerobicas. El
crecimiento Optimo ocurre a 50°C y pH 7.5-8.0 (117). En algunos estudios se
ha evidenciado su papel en el uso del nitrdgeno atmosférico, donde su
actividad es mas intensa durante la noche. Por lo tanto, estudios mas
profundos sobre la vida en el suelo de Roseiflexus spp. y sus rasgos
funcionales contribuirian a una mejor comprension del ciclo del nitrégeno en los
suelos (106) (117).

Respecto a los resultados obtenidos se evidencio la presencia de este género
en el suelo con glifosato (1.3%) en relacion al suelo sin glifosato (0.0%), esto
puede deberse a las condiciones de crecimiento que presenta esta comunidad
bacteriana ya que su crecimiento optimo es a temperaturas de 50°C y pH de
7.5-8.0. Sin embargo el suelo con glifosato presenta un pH de 5.2 respecto al
analisis fisicoquimico, lo que sugiere que esta comunidad bacteriana puede

crecer a pH acidos.

Respecto a la especies aggregans-modestus, fueron identificadas en un
estudio realizado por Koch IH, Gich F, Dunfield PF, Overmann J, donde se
aislaron dos cepas nuevas de Acidobacterias de dos suelos diferentes, estos
dos aislamientos corresponde a bacterias quimioheterotrofas aerdbicas, pero
solo estan relacionados de manera filogenética distante con Terriglobus roseus
y Acidobacterium  capsulatum, dos bacterias pertenecientes al
filo Acidobacteria (118).

En los resultados obtenidos se evidencio presencia de las especies aggregans-
modestus pertenecientes al género Edaphobacter con un porcentaje de 0.0% y
0.4%, para suelo con glifosato y suelo sin glifosato respectivamente. Respecto
a Edaphobacter modestus su contenido de G+C en el ADN gendmico es de
55.8% en moles, presenta morfologia bacilar entre 1.0-1.8 ym de largo y 0.5—
0.7 ym de ancho, las condiciones éptimas para su crecimiento son 30°C y pH

de 5.5. Por otro lado, Edaphobacter aggregans tiene una morfologia bacilar de
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1.5-2.1 ym de largo y 0.7-0.9 ym de ancho, las condiciones 6Optimas para el
crecimiento son 30 ° C y pH 5.5.(118). Las dos nuevas especies se adaptan a
bajas concentraciones de carbono y a condiciones neutras o ligeramente
acidas, datos que se pueden relacionar con las propiedades fisicoquimicas
encontradas en los suelos analizados, ya que el suelo con glifosato y el suelo
sin glifosato presentaban un pH de 4.6 y 5.2, respectivamente. Sin embargo, el
porcentaje de estas especies fue mayor en el suelo sin glifosato 0.4% en
relacion al suelo con glifosato 0.0%, donde no se encontr6 comunidades

bacterianas pertenecientes a este género.

El filo Firmicutes es caracterizado por su alta capacidad de resistencia a
diversas condiciones extremas como la desecacion, la radiacion UV, el calor,
etc.. al formar endosporas, las cuales le permiten sobrevivir en dichos
ambientes. Dentro de este filo se encuentran dos clases relevantes: Clostridia
y Bacilli, en esta ultima se identifica el género Bacillus que generalmente viven
en el suelo, agua del mar y rios. Una de sus principales funciones en los ciclos
biogeoquimicos radica en la solubilizacion de fosfatos, necesarios para el
desarrollo vegetal, clasificado como un nutriente primario al no poder ser
sustituido por otro elemento (119). Un estudio realizado por Wolmarans K,
Swart WJ, en donde se evalu6 la influencia del glifosato y otros herbicidas
sobre la microbiota del suelo, demostré que la estructura biética del suelo se ve
afectada por la mayoria de las variables comunes en las practicas agricolas,
incluidas las especies de cultivos, el estrés hidrico, la fertilizacion, la labranza
del suelo, los regimenes de herbicidas, el pH, el contenido de arcilla y la
profundidad, convirtiéndolos asi en cultivos resistentes al glifosato. Para el afio
2005 casi el 90% de los 100 millones de cultivos transgénicos que se cultivan
anualmente en todo el mundo eran resistentes al glifosato los cuales se
caracterizaban por una amplia apilacion de genes de Bacillus thuringiensis
(120).

En relacion con nuestros resultados se puede identificar que en el suelo con
aplicacion de glifosato existe una mayor abundancia en cuanto al filo Firmicutes
con 5.8% en comparacion con el suelo sin aplicacion de glifosato en donde su
porcentaje es de 0.4%, de la misma manera esta diferencia se puede
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evidenciar en el género Bacillus, donde para el suelo con glifosato existe un
porcentaje de 3.1% y para el suelo sin glifosato un 0.4%. Lo anterior demuestra
que en los suelos con aplicacion de glifosato existe una posible resistencia por
parte de dicho filo a la exposicién del herbicida, aumentando su presencia en
suelos con historicos de aplicacion de glifosato apoyando el estudio descrito
anteriormente, aun asi su presencia no es suficiente para la produccion

necesaria de fosfatos como se demuestra en la Tabla 4.

Las bacterias que pertenecen al filo Gemmatimonadetes constituyen
aproximadamente el 2% de las comunidades bacterianas del suelo, fue
descubierta en 2003 y en la actualidad poco se sabe de este filo (121) . Cuenta
con un unico género denominado Gemmatimonas. Un estudio realizado por
Lancaster SH, Hollister EB, Senseman SA, Gentry TJ, en el que evaluaron el
efecto que tiene la aplicacion repetida de glifosato en la composicion de las
comunidades microbianas y la mineralizacion del glifosato, se encontré que el
filo Gemmatimonadetes disminuy6é cuando se realiz6 una Unica aplicacion del
herbicida, en comparacién de repetidas aplicaciones en donde no hubo mucha
variabilidad en cuanto a esta Unica aplicacion (104). En los resultados
obtenidos en nuestro  trabajo se evidencia  que el filo
Gemmatimonadetes presentd un mayor porcentaje en el suelo con aplicacién
de glifosato 1.6% en contraste con los resultados obtenidos en el estudio de
Lancaster et al. Lo que sugiere que los cambios en la distribucién de las
comunidades microbianas del suelo no solo dependen de la aplicacion propia

del glifosato, sino de otros factores ambientales.

El filo Nitrospirae es un grupo de diversas bacterias Gram negativas que
actualmente contienen solo tres géneros, siendo Nitrospira el mas relevante
debido a que las especies pertenecientes a este género son aerobios que
oxidan el nitrito. Debido a la cantidad relativamente pequefia de informacion
sobre los organismos del filo Nitrospirae, es dificil determinar el potencial de
este grupo en los ciclos biogeoquimicos. Hay muchos informes de Nitrospira no
cultivable en estudios de diversidad ambiental, en las que es imposible hacer

uso de la microbiologia tradicional, es por esto que en la mayoria de los casos,

86



aparte de la secuencia del gen 16S rRNA, no se sabe nada con respecto a
estos organismos (122). En la actualidad el género Nitrospira es un
microorganismo considerado quimiolitoautotréfico con la capacidad de oxidar el
amonio a través de nitrito a nitrato, debido a que su genoma codifica las vias de
oxidacion de amoniaco y nitrito. Estos hallazgos encaminan a Nitrospira como
un componente clave de las comunidades microbianas que participan en el
ciclo del nitrégeno (123) En una investigacion llevada a cabo por Han S, Luo X,
Liao H, Nie H, Chen W, Huang Q, en suelos de cultivos de arroz, se encontro
que la presencia del género Nitrospira en suelos es altamente sensible cuando
el pH de este es acido, lo que se puede relacionar con los resultados obtenidos
en nuestra investigacion, para lo cual se obtuvo en suelos con glifosato un
porcentaje de 6.2% tanto del filo, clase, orden y género de Nitrospira con un
pH de 5.2 y para suelos sin aplicacion de glifosato un porcentaje de 2.7% para
las misma entidades taxonémicas con un pH de 4.6, sugiriendo que la acidez
del suelo si es un factor determinante en la presencia de Nitrospira en el suelo
(124).

En relacién al filo Planctomycetes, su presencia se ha relacionado con diversos
ambientes naturales, pero hasta hace poco se describi6 en ambientes
acuaticos. Sin embargo, en un estudio realizado por Buckley DH, Schmidt TM,
en 2003, donde se utilizd el analisis molecular 16S rRNA para determinar las
comunidades microbianas presentes en suelos de agricultura, se encontré alta
prevalencia de este filo, y se determiné como uno de los mas frecuentes en el
suelo dedicado a este fin. Adicional al filo Planctomycetes, se hallaron altos
porcentajes de  Proteobacteria,  Verrucomicrobia, @ Acidobacteria vy

Actinobacterias, comunidades que se presentan en nuestro estudio (125).

El filo Planctomycetes se ha relacionado con la capacidad de oxidar
anaerobicamente el ion amonio (ANAMMOX), lo que lo convierte en un actor
importante en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno, ya que este proceso se
caracteriza por la fijacion de nitrégeno atmosférico, convirtiéndolo en nitrato

para su absorcién por las plantas y animales, posterior al uso de los nitratos, se
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generardn desechos (nitritos o0 amonio), que podran ser reabsorbidos o
convertidos en gas nitrdgeno nuevamente, siendo esta ultima etapa donde las
bacterias con capacidad ANAMMOX, efectuaran su habilidad de oxidacién
(126). En los resultados obtenidos en nuestro estudio, se observa que en el
suelo impactado con glifosato hay un aumento en el porcentaje de este filo
(7,4%) en comparacion con el suelo sin glifosato (3,9%); basados en las
caracteristicas ya mencionadas y en los resultados obtenidos del analisis
fisicoquimico, encontrados en la Tabla 4, se observa una variacion importante
en las concentracibn de compuestos como nitrdgeno y nitrito en los suelos
estudiados, donde se encontré6 para el nitrbgeno un porcentaje de8,4% y
38,4%, y nitritos de 11,1% y 41,0% para suelo con glifosato y suelo sin glifosato
respectivamente. Correlacionando el andlisis fisicoquimico y metagenoémico, se
puede concluir que el suelo con glifosato presenta una menor concentracion de
compuestos propios del ciclo del nitrégeno, debido al metabolismo de estos
compuestos, ligada a la abundancia del filo Planctomycetes encontrado en el

suelo.

Con respecto a la clase Planctomycetacia, orden Planctomycetales y familia
Planctomycetaceae, se han relacionados con las mismas caracteristicas que
posee el filo Planctomycetes, el cual como se menciond anteriormente, tiene
una importante participacion en el ciclo del nitrégeno, gracias a su funcion de
oxidacion anaerobia del amonio (ANAMMOX) (127). En los resultados de
nuestro estudio, se observd que hubo un mayor porcentaje de estos
microorganismos (Planctomycetacia, Planctomycetales y Planctomycetaceae)
en el suelo con glifosato (7.1%) en comparacion al suelo sin glifosato (3.9%),
respondiendo de manera similar a los resultados encontrados en el filo

Planctomycetes al cual pertenecen.

El filo Verrucomicrobia se puede considerar ubicuo y bastante abundante en
diferentes tipos de suelo, lo que sugiere que son microorganismos importantes
en los ecosistemas terrestres y cumplen diversas funciones en el nicho
ambiental en el que se encuentren. En la investigacion de Fierer N, Leff JW,
Adams BJ, Nielsen UN, Bates ST, Lauber CL, et al, se encontr6 que si bien
estaba presente en todos los suelos estudiados, hubo una predominancia en

suelos que no eran desérticos, parametro que se relaciona con las
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caracteristicas fisicas de las muestras procesadas en nuestra investigacion
(102).

Respecto a los resultados hallados en nuestro estudio, se puede concluir que la
diferencia entre el porcentaje de esta comunidad microbiana en el suelo con
glifosato (3,6%) y el suelo sin glifosato (3,0%) no es relevante, puesto que sus
porcentajes son muy similares; adicional a esto, si se compara la concentracion
del filo Verrucomicrobia con otros filos hallados en este estudio, se puede
determinar que su porcentaje no es muy alto. Esta aseveracidbn se ve
relacionada con el estudio de Carbonetto B, Rascovan N, Alvarez R,
Mentaberry A, Vazquez MP, donde se determiné que este filo se encontraba en
mayores proporciones en suelos que no han sido utilizados para agricultura
(128), parametro que concuerda con nuestros resultados, puesto que el suelo
con glifosato, ha sido manejado para el cultivo de diversas especies vegetales.
Otra investigacion que corrobora nuestros resultados, fue la desarrollada por
Navarrete AA, Soares T, Rossetto R, van Veen JA, Tsai SM, Kuramae EE,
donde se estableci6 que Verrucomicrobia, aun estando en diversidad de
ambientes terrestres, presenta alta sensibilidad a los cambios en el ambiente y

asi mismo al déficit o aumento de nutrientes presentes en el suelo (129).

Las bacterias de la clase Proteobacterias abarcan gran diversidad morfoldgica,
fisiol6égica y metabdlica, siendo importantes en el ciclo de carbono, nitrégeno y
azufre, sin embargo, la gran mayoria de las Proteobacterias del suelo ain no
se han cultivado (130). Las comunidades bacterianas pertenecientes a este filo
se caracterizan por ser ubicuos y abundantes en el suelo, especialmente en los

suelos célidos.

En los resultados obtenidos en nuestro estudio, se evidencié que los
porcentajes para este filo no variaron en gran medida, si se compara el suelo
con glifosato (30,8%) y el suelo sin glifosato (34,9 %), lo que podria deberse a
las propiedades fisicoquimicas del suelo, las cuales fueron similares en las dos
zonas de muestreo, lo que conseguiria una similitud en el crecimiento y
desarrollo de este filo, al proporcionar igualdad en condiciones y nutrientes. En
contraste con los resultados obtenidos en nuestro analisis, el estudio realizado
en 2016 por Newman MM, Hoilett N, Lorenz N, Dick RP, Liles MR, Ramsier C,
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etal, en cultivos de maiz y soja, demostr6 que filos como Proteobacteria
(especialmente la clase Gammaproteobacterias) presentaron una estimulacion
y posterior aumento de la poblacion de bacterias al exponerse a

concentraciones de glifosato (11).

Al igual que las caracteristicas del filo, las clases derivadas de las
Proteobacterias varian ampliamente en morfologia, funcionalidad y géneros,
demostrando amplios rangos de aerobicidad, trofismo y adaptacion a la
temperatura, adicionando propiedades de simbiosis con otros seres vivos,
caracteristica fundamental para su supervivencia en el ambiente (131). Las
caracteristicas y requerimientos de las diversas clases mencionadas
(Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y
Deltaproteobacteria), por lo general responden a un mismo patrébn, o muy
similar, sin embargo, en el estudio llevado a cabo por Kim HM, Jung JY,
Yergeau E, Hwang CY, Hinzman L, Nam S, et al, demostr6 que el pH y la
profundidad del suelo, puede afectar de manera diferente la clase de
Proteobacterias que se encuentren en la zona, mostrando que
Alphaproteobacteria, disminuy6 al aumentar la profundidad del suelo, lo que en
el estudio se relacion6 con la preferencia de esta clase por los nutrientes
ambientales presentes en mayor cantidad en la superficie. Con respecto al pH
se observd que clases como Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria,
disminuyeron al aumentar el pH, a diferencia de las Betaproteobacterias y
Deltaproteobacterias las cuales aumentaron proporcionalmente al pH,
conclusiones que se pueden relacionar con los resultados obtenidos en nuestro

andlisis de datos (132).

Respecto a las clases que se presentaron con mayor abundancia, fueron
Alphaproteobacteria (18,3% y 24,6%), Deltaproteobacteria (7.1% y 4.6%)
Gammaproteobacteria, (4.1% y 3.4%) y Betaproteobacteria (1.4% y 2.3) para
suelo con glifosato y sin glifosato respectivamente, todos pertenecientes al filo
Proteobacteria, estos resultados que se relacionan con el estudio realizado por
Lauber CL, Hamady M, Knight R, Fierer N, donde por medio de
pirosecuenciacion se caracterizd las comunidades bacterianas en suelos de
América del Norte y del Sur, en relacién con los parametros fisico quimicos,
este estudio demostr6 que la abundancia de Alpha y Beta /
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Gammaproteobacterias no muestran una relacion significativa con el pH del
suelo (103). Sin embargo, en un estudio realizado en el Parque Nacional Jirisan
(Corea del sur) caracterizado por tener un pH acido la clase
Alphaproteobacteria fue predominante en relacion a la clase Beta, Gamma,
Delta, Zeta y Epsilon (133)

Dentro de los 6rdenes mas relevantes en nuestro estudio encontramos a los
Rhizobiales y Xanthomonadales, de estos dos érdenes se puede decir que
pertenecen a las Proteobacterias y que tiene capacidad de fijar nitrégeno,
convirtiéndolos en  microorganismos  importantes en este  ciclo
biogeoquimico(132). En nuestro estudio, se observd que los porcentajes del
orden Rhizobiales presentaron valores de 12.2% y 15.2% para suelo con
glifosato y suelo sin glifosato respectivamente, estos porcentajes se asemejan
a los resultados obtenidos en las Alphaproteobacterias analizadas con
anterioridad, lo que podria relacionar las caracteristicas de esta clase, con los
Rhizobiales. Mostrando un patron diferente, en nuestro estudio de obtuvo
porcentajes variantes del orden Xanthomonadales, encontrando valores de
1.9% y 0.0% para el suelo con glifosato y sin glifosato respectivamente. En el
estudio desarrollado por Ren C, Sun P, Kang D, Zhao F, Feng Y, Ren G, et al,
se determin6 que de las Proteobacterias los érdenes que mas resaltaron fueron

Rhizobiales y Xanthomonadales, con una relevancia del primero (134).

El orden Pseudomonadales, la familia Pseudomonadaceae y principalmente el
género Pseudomonas, hacen parte de la clase Gammaproteobacterias y se
han caracterizado por tener una amplia diversidad de metabdlica lo que permite
la colonizacion de diferentes nichos ambientales, como caracteristicas son
bacterias Gram negativas moviles, frecuentemente relacionados con patologia
en humanos, animales y plantas. En diferentes estudios desarrollados a lo
largo de la historia se ha establecido la resistencia que tienen diferentes cepas
de Pseudomonas frente a la aplicacion y exposicion de glifosato, demostrando
que estas bacterias son capaces de mineralizar el glifosato y usarlo como
fuente de fosforo, y de esta manera degradarlo (104)(135)(136)(137).

El orden Burkholderia hace parte de las Betaproteobacterias y se caracterizan

por ser bacterias aerobias, con morfologia bacilar y Gram negativas, de la clase
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a la que pertenecen son las mas relevantes y estan ampliamente distribuidas.
Ecologicamente son saprofitos que intervienen en el reciclaje de materia

organica (138).

Los porcentajes obtenidos del orden Burkholderiales fueron de 0.2% en suelo
con glifosato y de 2.1% en suelo sin glifosato y los resultados del orden
Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae y género Pseudomonas son
iguales en el suelo con glifosato (0.5%) y suelo sin glifosato (1.4%). En los dos
grupos de bacterias se ve bajas concentraciones de la comunidad en el suelo
con glifosato en comparacion al suelo sin glifosato. En una primera oportunidad
se podria relacionar estos datos con el hecho de que el glifosato afectd el
desarrollo de estas comunidades, disminuyendo consistentemente la poblacion
hallada; sin embargo, existen estudios como el realizado por Kuklinsky-Sobral
J, Aradjo WL, Mendes R, Pizzirani-Kleiner AA, Azevedo JL, donde buscaban
determinar cuales eran las comunidades bacterianas que podrian seguir su
crecimiento en un cultivo de soja que habia sido tratado con glifosato, dentro de
los resultados de este estudio se encontré6 que géneros como Pseudomonas y
Burkholderia se encontraban en los suelos estudiados después de la aplicacion
de este herbicida, caracter que difiere de nuestro resultados, al verse
disminuida las poblaciones de estas dos comunidades en el suelo impactado

con glifosato (139).

La familia Bradyrhizobiaceae y el género Bradyrhizobium son bacterias
pertenecientes a las Proteobacterias, Gram negativas y se han relacionado con
la fijacion de nitrégeno, junto con otros géneros (Bradyrhizobium. Rhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium y Azorhizobium) son conocidos como rizobios y
forman noddulos en la planta anfitrion (140). En los resultado obtenidos en
nuestra investigacion, se obtuvo que Bradyrhizobiaceae presentd un porcentaje
de 2.3% en el suelo con glifosato y 1.0% en el suelo sin glifosato, anexo a esto
el género Bradyrhizobium presento un porcentaje de 1.2% en el suelo con
glifosato y 0.0% en el suelo sin glifosato, si bien estos valores no son iguales
entre si, se puede observar el incremento de estas comunidades en el suelo
con glifosato en comparacién con el suelo sin glifosato. Estos resultados
concuerdan con algunas investigaciones en las que se evalud la resistencia de

Rhizobium a la aplicacion del glifosato, demostrando que son pocos los efectos
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que tiene este herbicida sobre dicha comunidad, aunque se hace la salvedad
del aumento de su toxicidad cuando es aplicado en las primeras fases del
crecimiento de la planta, afectando el proceso de nodulacion de
Bradyrhizobium (141)(142).

El género Acidibacter es un grupo de bacterias aciddfilas perteneciente a las
Gammaproteobacterias, es considerado un microorganismos novedoso, ya que
se le ha atribuido cierta resistencia al arsénico y sensibilidad al cobre, el cual
disminuye su crecimiento (143). Los resultados obtenidos con respecto a estos
microorganismos en nuestra investigacion, fue un porcentaje de 0.7% en el
suelo con glifosato y de 1.9% en el suelo sin glifosato; en comparacion con
otros géneros, no son resultados relevantes, sin embargo su presencia en las

muestras analizadas se puede relacionar con la acidez de los dos suelos.

Otro de los géneros encontrados en los resultados fue Pseudolabrys y
Variibacter ambos microorganismos mostraron resultados porcentuales iguales
tanto para el suelo con glifosato (1.3%) y el suelo sin glifosato (3.5%), es poca
la informacién que se encuentra de estos géneros gracias a sSu reciente
descubrimiento, sin embargo se sabe, que los dos poseen solo una especie:
Variibacter gotjawalensis y Pseudolabrys taiwanensis, estos dos géneros han
sido aislados en zonas boscosas o de forestacién, propiedad similar a las
caracteristicas de la zona de muestreo de la investigacion (144)

En las especies encontrados en el analisis, tenemos a Variovorax paradoxus, el
cual es un microorganismo de gran interés debido a sus caracteristicas
metabdlicas, como la biodegradacion de compuestos biogénicos y
contaminantes como herbicidas y pesticidas, pertenece a las Proteobacterias y
tiene la capacidad de generar interacciones mutuamente beneficiosas con otras
bacterias y plantas (145). En los resultados obtenidos en nuestro analisis, se
observa que el porcentaje de la comunidad para el suelo con glifosato es de
0.1% y para el suelo sin glifosato de 1.8%, si bien los porcentajes de este
microorganismo en el suelo resultan bajos, estos resultados podrian
relacionarse con el hecho de que esta especie es promotora del crecimiento
vegetal por medio de sus relaciones simbiontes con otros organismos (146).
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Respecto a las propiedades fisicoquimicas del suelo se puede evidenciar que
estas tienen un papel importante en la actividad de las comunidades
microbianas del suelo y en su estado nutricional. Uno de los parametros que
mas se ha estudiado en relacidn a las caracteristicas del suelo, su composicion
nutricional y microbiologica es el pH. En nuestro estudio se pudo determinar
que el pH fue uno de los parametros que se asoci6 con la presencia o
reduccion de diferentes comunidades microbianas en los dos suelos
analizados. Se evidencio que algunas comunidades bacterianas como:
Acidobacterias, Acidothermus y Alfaproteobacterias, presentaron porcentajes
mayores en el suelo sin glifosato, debido a que este suelo presento un pH
acido de 4.6. Sin embargo, en el suelo con glifosato se encontré que
comunidades como: Actinobacterias, Bacteriodetes, Pseudarthrobacter y
Nitrospirae fueron predominantes, ya que este suelo se caracteriz6 por tener un
pH cercano a la neutralidad. Resultados que permiten determinar que el pH en
el suelo juega un papel importante en el desarrollo de ciertas comunidades

bacterianas en diferentes nichos ecolégicos.

Por otro lado, se ha relacionado el papel del pH del suelo con las
concentraciones de aluminio intercambiable. Cuando el pH del suelo se
caracteriza por ser acido se producen una mayor concentracién de aluminio
intercambiable, resultando toxico para las plantas, asi mismo altera las
poblaciones y actividades de los microorganismos que intervienen en la
mineralizacion de la materia organica y en la transformacién de nitrogeno y
azufre. De igual manera afecta la disponibilidad del fosforo debido a que forma
compuestos insolubles con el hierro y aluminio, dejando asi de estar disponible

para las plantas (147).

Respecto a los resultados obtenidos en el analisis fisico quimico de los suelos
estudiados, se puede evidenciar que el suelo con glifosato presento un pH bajo
de 5.2 y una acidez intercambiable de 1.16 cmol+ *kg-1 en relacion al suelo sin
glifosato que presento un pH de 4.6 y una acidez intercambiable de 4.21, asi
mismo el fosforo encontrado en los dos suelos presento un valor de 3y 2 mg *

kg-1 6 ppm para cada suelo respectivamente. Estos resultados permiten
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determinar que el suelo sin glifosato tendria una toxicidad mayor para las
plantas que el suelo con glifosato; sin embargo, al momento de la inspeccion
visual realizada en el muestreo se evidencio que la zona del suelo sin glifosato
presentaba una gran diversidad de especies vegetales saludables, mientras
qgue en la zona del suelo con glifosato se presentaban especies vegetales con
problemas de crecimiento, clorosis y necrosis. Esto permite determinar un
patron que difiere a lo referenciado en la literatura acerca de la relacion de la

acidez intercambiable con el crecimiento vegetal.

Dentro de los macronutrientes mas importantes para la nutricion y el
crecimiento vegetal se encuentra el calcio, factores como pH y CIC determinan
la disponibilidad de este macronutriente. En suelos que presenta un pH acido el
calcio no se encuentra disponible de forma rapida para las plantas, pues
conforme decrece el porcentaje de calcio en proporcién a la CIC total, también
decrece la cantidad de Ca absorbido por las plantas (148). Aplicando esto a
nuestra investigacion se puede evidenciar que para los dos tipos de suelos
estudiados: con y sin aplicacion de glifosato, la cantidad de calcio presente es
deficiente, esto puede estar relacionado con el pH acido de los suelos, esto se
ve reflejado en los resultados obtenidos en la Tabla 4 donde el suelo sin
glifosato tiene el pH mas acido (4.6) y la cantidad de calcio es inferior (574 mg *
kg-1 6 ppm) en comparacion con el suelo con glifosato que aunque presenta un

pH acido (5.2) la cantidad de calcio es de 1269 mg * kg-1 6 ppm.

En el caso del potasio podemos ver una disminuciéon en los dos suelos
estudiados; esta perdida puede deberse a los procesos de erosion vy lixiviacion
propios de la zona, para el suelo sin glifosato se evidencia una deficiencia de
potasio (91 mg * kg-1 6 ppm.) y para el suelo con glifosato se encuentra en
niveles bajos (136 mg * kg-1 6 ppm.), lo cual puede deberse a los procesos

nombrados con anterioridad.

Respecto a las relaciones catidnicas que se forman a partir de los diferentes
elementos presentes en el suelo como Ca, Mg o K se relacionan principalmente
con la fertilidad del suelo, por lo que es importante conocer la concentracion de
estos compuestos. Estas relaciones se utilizan como indicador de los nutrientes

y fertilidad que puede presentar el suelo para el uso en agricultura, se debe
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recordar que las relaciones cationicas dependen de las concentraciones
individuales de estos compuestos en el suelo. En nuestro estudio, estas
relaciones presentaron variacion en los suelos estudiados, en el caso de la
relacion Ca/K, se observa una gran diferencia entre el suelo con glifosato y el
suelo sin glifosato, ya que en el primero se encuentra un valor de 27,32 el cual
se considera excesivo, y en el caso del suelo sin glifosato se presenta un valor
de 8,26 lo que se considera deficiente. Para la relacion de Mg/K se presento un
valor de 17,03 (exceso) en el suelo con glifosato y de 5,30 (6ptimo) en el suelo
sin glifosato. Por el contrario, en el caso de la relacion Ca/Mg se observé que
tanto en el suelo con glifosato (1,60) como en el suelo sin glifosato (1.56) el
valor de la relacion fue deficiente, situacién que difiere a las relaciones
cationicas anteriormente nombradas. Finalmente, la relacibn antagodnica
Ca+Mg/K que se presenta en nuestro estudio se encuentra en un valor
excesivo (44.35) en el suelo con glifosato y éptimo (13.56) en el suelo sin
glifosato, esta relacion antagénica se relaciona con la gran variaciébn que se

presenta en los valores individuales de los elementos evaluados (148) (149).

Respecto al papel del glifosato es importante conocer que Inicialmente el
glifosato se vendié como un herbicida eficaz y que no presentaba riesgos para
la salud humana, ni para el medio ambiente, si era utilizado de la manera
adecuada y bajos las recomendaciones incluidas en la etiqueta del producto;
sin embargo, en la actualidad se ha incrementado la atencién del mundo sobre
el posible dafio que representa el uso y exposicién prolongada a este producto
quimico, los cuestionamientos se presentaron en distintos afios, pero tomaron
interés mundial con el caso de Dewayne Johnson un jardinero, que fue
diagnosticado con cancer (Leucemia No Hodking) el cual pasé de ser tratable a

terminal, debido a que siguié usando el producto (30).

A lo largo de los afios se han presentado diferentes investigaciones
relacionadas con el posible dafio del glifosato, si bien la mayoria se enfocan en
distintas células o zonas anatdmicas, finalmente todos concluyen la toxicidad
del glifosato, toxicidad que puede variar dependiendo de la concentracion y
tiempo de exposicion. En el estudio llevado a cabo por Martinez A, Reyes | y
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Reyes N, en el 2007 se establecio la toxicidad in vitro de este herbicida para las
células humanas (mononucleares), se observdO que las preparaciones
comerciales (Roundup®) mostraban mas toxicidad que el compuesto activo, lo
gue apoya la idea de que los aditivos de las preparaciones comerciales juegan

un papel importante en la toxicidad del compuesto (150).

Existen estudios centrados en la revision de literatura y documentos que
puedan esclarecer las consecuencias del uso del glifosato sobre la salud
humana y consecuentemente como afecta la salud publica, algunos de estos
estudios son: Efectos del glifosato sobre la salud humana (2015) realizado por
investigadores de la Universidad libre de Colombia, el cual después de una
revision bibliografica de diferentes publicaciones sobre el glifosato en el
contexto nacional, concluyeron que el uso de este herbicida se relaciona con
enfermedades o afecciones respiratorias, dermatoldgicas, alergias, ansiedad,
cancer, trastornos gastrointestinales, malformaciones en fetos, problemas de
fecundidad y abortos (151).

Otro de los estudios relacionados con este tipo de investigacion es: Verdades
cientificas sobre glifosato y salud publica (2016) realizado por la fundacién
ideas para la paz, con el fin de contribuir al conocimientos sobre el tema sin
estar a favor o en contra del uso del glifosato y de esta manera invitar a
expertos a continuar el debate sobre la utilizacién de este herbicida. En esta
investigaciéon se dividieron los estudios en: realizados en células (8), en
animales (7), en humanos (16) y en ecosistemas (1). En los estudios
implementados en células se evidencio que el glifosato puede acelerar la
muerte celular, disminuir el proceso de mitosis y dafar el ADN, sin embargo, se
debe tener en cuenta que este tipo de estudios se realiza exponiendo
directamente las células a la sustancia problema, ademas que la
concentracion es diferente a la que estarian sometidas estas células en
condiciones normales, por lo que estos resultados no se consideran definitivos

en términos de evidencia de dafo sobre la salud humana.

97



También es importante entender y saber que el uso de glifosato no solo podria
llevar a una afectacion de la salud humana, ya que de la misma manera tiene
un impacto sobre los animales expuestos a este herbicida. Es por esto que en
diferentes estudios llevados a cabo en animales, se observd problemas en los
ciclos reproductivos en ratas y en los fetos; en especies acuaticas se evidencio
que puede afectar la capacidad de manejo del estrés oxidativo y el desarrollo
de huevos y embriones. Estos resultados permiten evaluar los dafios
eventuales en la fauna silvestre o domeéstica. En estudios en humanos, no se
demostré relacion entre este herbicida y el desarrollo de cancer, sin embargo
se establecié como factor de riesgo la contaminacion ambiental y de fuentes
hidricas con este producto. No obstante se estableci6 que el riesgo de
intoxicaciéon por el uso de glifosato en labores agricolas es comun. Con
respecto a afecciones reproductivas, se muestran conclusiones contradictorias
en algunos estudios, ya que se ha relacionado con aumentos de tasa de
abortos en las personas en contacto con el herbicida y en otros estudios se ha
establecido que no tiene relacion. Finalmente, concluyeron que no es posible
comprobar bioacumulacién de glifosato en tejidos animal y no hay evidencia
sélida que apoye los efectos negativos en la fertilidad, desarrollo de cancer o
problemas mutagénicos (152).

Una revision bibliografica desarrollada por Campuzano C, Feijoo L, Pineda K,
Palacio M, Fonnegra J, Zapata J (2017), concluy6 que el glifosato es altamente
toxico por el compromiso negativo generado en los diversos sistemas del
cuerpo, lo que produce un factor de riesgo constante en las personas que lo

utilizan diariamente en las labores agricolas o de jardineria (153).

Finalmente, es importante resaltar que nuestro estudio no tuvo como finalidad
evaluar el impacto que tiene el uso del glifosato sobre la salud humana y
animal, pero si su papel en la interaccion con la microbiota del suelo. Adicional
a esto, basados en la interaccion que se tuvo con la comunidad de la vereda
Tuis Tuis y de la inspeccion visual que se realizo al momento del muestreo se
pudo corroborar el dafio generado en la vegetacion a partir de la aspersion
aérea del glifosato realizada de manera accidental en el afio 2013, lo que
condujo a un proceso de deforestacion y afectacién a la fauna propia de la
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region. Es de gran importancia destacar que el mayor impacto de esta
problemética se vio reflejado en el &mbito econdmico, puesto que las especies
forestales maderables tienen un gran valor comercial, las no maderables
establecidas con el propoésito de servir de alimento a la fauna endémica de la
region y las especies frutales que se comercializan con el fin de generar un

ingreso econémico.
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6 CONCLUSIONES
En el analisis metagendmico se logro6 identificar la diversidad procariota
de las muestras de suelo en la zona de amortiguacion del Parque
Nacional Natural Paramillo, en Cérdoba, para lo cual se obtuvo que el
filo mas predominante fue Proteobacterias, el orden Rhizobiales, la
familia Xanthomonadaceae, el género Acidothermus y Nitrospira y

finalmente a nivel de especie defluvii-equi-niigatensis.

Las propiedades fisicoquimicas tales como pH, materia organica,
Carbono organico y nutrientes, tienen un alto impacto sobre las
diferentes comunidades procariotas halladas, debido a que de dichas
propiedades depende el crecimiento, desarrollo, actividad, metabolismo,
resistencia o sensibilidad de los diversos microorganismos presentes en

los suelos con y sin glifosato.

Se determiné mayor cantidad de microorganismos procariotas en el
suelo sin glifosato, las OTUs obtenidas en dicho suelo duplico las
contenidas en el suelo con aplicacién de glifosato, por ende se encontrd
un mayor porcentaje en los filo, clase, orden, familia y género de este
suelo, a excepcidén de las Actinobacterias, quienes se presentaron en
mayor cantidad en el suelo con glifosato. Lo anterior evidencia un
Impacto negativo en las comunidades procariotas del suelo cuando son
expuestas al glifosato, disminuyendo su presencia en los suelos

analizados en este trabajo.
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7. RECOMENDACIONES

Hacer uso correcto de las concentraciones establecidas por el Instituto
Colombiano Agropecuario para el uso del glifosato, con el fin de evitar la
contaminacion de fuentes hidricas y la sobreexposicion de la persona
que lo manipule.

Utilizar el glifosato siguiendo las recomendaciones establecidas en la
etiqueta del producto. Por ejemplo hacer uso del equipo de proteccion
personal al momento de la manipulacion del producto y no reutilizar el
envase del mismo con fines de actividades diarias (almacenamiento de
agua o alimentos).

Buscar nuevos métodos que sirvan como alternativa para la erradicacion
de cultivos ilicitos y el aseguramiento de los cultivos licitos.

Debido a la gran diversidad de suelos que se encuentra en el territorio
colombiano, se recomienda que las diferentes instituciones
gubernamentales, universitarias e institutos de interés ambiental,
promuevan la investigacion de la interaccion del glifosato en otros tipos

de suelos y ambientes.
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ANEXOS

ANEXO N°1 Composicion procariota 16S

1.1 Tabla de composicion e identificacion procariota a nivel de Filo.

I Legend Taxonomy G % 56 %
I None;Other 2.3% 2.5%
I < Archaea;p_Thaumarchaeota 0.0% 0.3%
[ k__Bacteria;p__Acidobacteria 15.7% 33.0%
I k__Bacteria;p__Actinobacteria 13.9% 8.7%
_ k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0.9% 0.0%
k__Bacteria;p__Chlamydiae 0.0% 0.1%
k__Bacteria;p__Chloroflexi 9.1% B.0%
- - k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0.0% | 01%
e PN k__Bacteria;p__Elusimicrobia 0.6% 0.0%
I «_ Bacteria;p__Firmicutes 5.8% 0.4% |
- N k__Bacteria;p__Fusobacteria 1.3% 0.0%
[ k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes| 1.6% | 07% |
I k__Bacteria;p__Gracilibacteria 0.4% 0.0%
[ k_Bacteria;p__Latescibacteria 0.0% | 01% |
k__Bacteria;p__ NA 0.1% 0.7%
| k__Bacteria;p__ Nitrospirae C 62% | 27% |
[ k__Bacteria;p__Planctomycetes | T4% || 3.9% |
k__Bacteria;p__Protecbacteria 30.8% 34.9%
k__Bacteria;p__ Thermotogae 0.4% 0.8%

I «_ Bacteria;p_ Verrucomicrobia | 3.6% | 3.0% |
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1.2 Tabla de composicion e identificacion procariota a nivel de Clase.

Legend Taxonomy CG % SG %
I tione:Other:Other [ 23w |[ 25%
B - Archaeap Thaumarchaeotac  NA 0.0%% 0.3%
P k__Bacteria:p_ Acidobacteriazc Acidobacteriz 14.7% I2T%
I «_ Eacteria:p_AcidobacteriazcHolophagae 0.6% 0.3%
I «_ CEacteriz:p_ Acidobacteriazc  MA 0.4% 0.0%
k__Bacteria:p__Actincbacteria;c  Acidimicrobiia 1.0% 0.8%
k__ Bacteria;p__Actinocbacteria;c_ Actinobacteria 11.3% T A%
k__ Bacteria:p__Actincbacteria;c  MA 0.2% 0.0%
P k__Bacteria:p__Actinobacteria;c  Rubrobacteria 0.0%% 0.0%%
I «_ Eacteria:p_ Actincbacteria;s  Thermoleophilia 1.5% || 07w |
I «__Bacteria:p__Bactercidetes:c  Sphingobacteriia 0.9% 0.0%
- k__ Bacteria;p__Chlamydiae;c  Chlamydize 0.0%
k__ Bacteria:p__ Chloroflexi;e  Anserclineas 0.6%: 0.0%
[0 k_Bacteria;p_ Chioroflexi;c  Chloroflexiz 0.0%
k__ Bacteria:p__ Chloroflexi;c  Kiedonobacteria 46% 0%
k__ Bacteria;p__ Chloroflexi;c MA 2 6% 3.0%
- k__Bacteria:p__Cyanobacteria;c  Melainabacteria 0.0%
k__Bacteria;p__Elusimicrobia;c_ Elusimicrobia 0.6% 0.0%
k__Bacteria:p__Firmicutes:c  Bacilli 3.2% 0.4%
I «_ Eacteria:p_Firmicutes:c_Clostridia [ o5 ][ 01w |
P k__Bacteria:p_ Firmicutes:c  Mepativicutes 0.0%% 0.0%
[ k__Bacteria:p__Fusobacteria;c_Fusobacteriia 1.3% 0.0%
- k__ Bacteria;p__ Gemmatimonadetes;c  Gemmatimonadetes 1.6% | 0.7% "
I «_ Bacteria:p_ Gracilibacteria;c  M& 0.4% 0.0%
[ k__Bacteria:p__Latescibacteriazc  MA 0.0% 1%
I «_ EBacteria:p_ MAc  NA 0.1% 0.7%
I - Cacteriz:p_ Nitrospirzese  Mitrospirs 5.2% IT%
- k__Bacteria:p__Planctomycetes.c  NA 0.3% 0.0%
I «_ Eacteria:p_Flanctomycetes:ePhycisphaerae 0.0% 0.0%
- k__Bacteria;p_ Planctomycetes;c  Planctomycetacia T A% 3.9%
I - E:cicrizp_ Froteobacteria;c  Alphaprotecbacteria 18.3% 24.6%
P k__Bacteria:p__ Protecbacteria;c Betaproteobacteriz 1.4% 2.3%
- k__ Bacteria:p__Protecbacteria;c Deltaprotecbacteria T A% 4 6%
I :_ EBacteria:p_Protecbacterizc  Gammaprotechacteria 41% 34%
k__Bacteria:p__Thermotogae;c  Thermotogae 0.4% 0.8%
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;e  MA& 0.2% 0.8%
k__ Bacteria;p_ Verrucomicrobia;c  Spartobacteria 3.5% 2. 3%
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1.3 Tabla de composicion e identificacion procariota a nivel de Orden.

CcG 5G

Legend Taxonomy cG “o sG "o
I tione;Other;Other;Other [ 23% | 25%
- k__Archaea;p_ Thaumarchaeota;c_ NA;o  NA 0.0% 0.3%
[ k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteria;o_Acidobacteriales 5.7% 10.6%
I <_ Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteria;o  NA 9.0% 22.2%
- k__Bacteria;p__ Acidobacteria;c__Holophagae;o  NA 0.6% 0.3%
k__Bacteria;p__ Acidobacteria;c_ NA:o  HA 0.4% 0.0%%
k__Bacteria;p__ Actinobacteria:c__Acidimicrobiia;o  Acidimicrobiales 1.0% 0.5%
k__ Bacteria;p__ Actinobacteria;c__ Actinobacteria;e  Catenulisporales 0.0% 0.0%
[ k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o  Corynebacteriales 1.9% 0.5%
I <_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o Frankiales 5.4% 4.5%
- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;e  Micrococcales 3.0% 0.9%%
- k__ Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;e  Micromonosgporales 0.5% 0.4%
k__Bacteria;p__Actinobacteria:c__Actinobacteria;o  Propicnibacteriales 0.1% 0.0%%
- k__ Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o  Pseudonoccardiales | 0.0% 0.0%%
k__ Bacteria;p__ Actinobacteria;c__ Actinobacteria;e  Streptomycetales 0.2% 0.9%
k__Bacteria;p__Actinobacteria:c__Actinobacteriajo  Streptosporangiales 0.0% 0.0%%
- k__ Bacteria;p__ Actinobacteria;c__ NA;o  NA | 0.0%%
k__ Bacteria;p__ Actinobacteria;c__ Rubrobacteria;o  Rubrobacterales 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteriaic__Thermoleaphilia;o_ Gaiellales 0.7% 0.4%%
- k__Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o  Solirubrobacterales 0.5% | 0.4% |
- k__Bacteria;p__Bactercidetes;c__Sphingobacteriia;o_ Sphingcbacteriales 0.9% 0.0%
[ k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o_Chlamydiales 0.0%
- k__Bacteria;p__ Chloroflexi;c__Anaerolineae;o  Anaerclineales 0.6% 0.0%
- k__ Bacteria;p__ Chloroflexi;c_ Chloroflexia;o  Chlorcflexales 1.3% 0.0%
[ k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Ktedonobacteria;o__Ktedonobacterales 4.4% 4.3%
I «_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Ktedonobacteria;o  NA 0.2% 0.7%
- k__ Bacteria;p__ Chloroflexi;c_ NA;o  NA 2.6% 3.0%
I «_ Bacteria;p__Cyancbacteria;c__Melainabacteria;o _Obscuribacterales 0.0% 0.1%
I «_ Bacteria;p__ Elusimicrobia;c__Elusimicrobia;o  NA 0.6% 0.0%
- k__ Bacteria;p__Firmicutes;c__ Bacilli;o__ Bacillales 5.2% 0.4%%
I «_ Bacteria;p_ Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales 0.5% 0.1%
[ k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Negativicutes;o _Selenomonadales 0.0% 0.0%
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- k__Bacteria;p__Fusobacteria;c__Fusobacteriiajo  Fuscbacteriales

- k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c_ Gemmatimonadetes;o  Gemmatimonadales

k__Bacteria;p__ Gracilibacteriaic_ NA;o  NA
k__Bacteria;p__Latescibacteria;c__NA;o  NA
k__Bacteria;p__NA;c__NAjc NA

- k__Bacteria;p__ Nitrospirae;c__ Nitrospira;o  Nitrospirales

- k__Bacteria;p__Planctomycetes;c_ NA;o NA

I «__Bacteria;p__Planctomycetes;c_Phycisphaerae;oc  NA

- k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetacia;o  Planctomycetales

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__ Alphaproteobacteria;o
- k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Alphaprotecbacteria;o
k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Alphaprotecbacteria;o

Caulobacterales
Rhizobiales
Rhodospirillales

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o  Sphingomonadales
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__ Betaproteobacteria;o  Burkholderiales
k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Betaprotecbacteria;o  NA
k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Betaprotecbacteria;p  Nitrosomonadales
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaprotecbacteria;o  Desulfobacterales
- k__ Bacteria;p__Protecbacteria;c__Deltaprotecbacteria;e  Desulfurellales
- k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Deltaprotecbacteria;e  Desulfuromenadales
- k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Deltaprotecbacteria;e  Myxococcales
- k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Deltaprotecbacteria;o NA
- k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Deltaprotecbacteria;o  Syntrophobacterales
- k__Bacteria;p__Protecbacteria;c__Gammaprotecbacteria;e  Legionellales
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o  Pseudomonadales
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;po  Xanthomonadales
- k__Bacteria;p__Thermotogae;c__Thermotogae;o  Thermotogales
I «_ Bacteria;p_Verrucomicrobia;c__NAjo  NA
- k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o_ Chthoniobacterales
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1.3% 0.0%
1.6% 0.7% |
0.4% 0.0%
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[ B2%m | 27% |
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0.0% 0.0%

[ 7% | sem |
0.3% 0.3%

122w | 152w |
5.8% 9.0%
0.0% 0.1%

[ 02w || zam |
0.6% 0.2%
0.7% 0.0%
oon [ ozn |
0.0% 0.0%
2.5% 2.5%
4.2% 2.0%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%
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1.4 Tabla de composicion e identificacion procariota a nivel de Familia

56

&
3
E
I 0
= &)

LEgend CG% SG%
I Vcne:Other-:Other; Other; Other [ 23w | 25%
I - Archaeap Thaumarchaeots;c NA;o_ MAF NA 0.0% 0.3%
[ k__Eacteria:p_Acidobacteria:c__Acidobacteriz;o_Acidobacteriales;f NA 57% 10.6%
I ©_ Eacteriap_Acidobacteria:c_Acidobacteriza_ MA:f NA 9.0% 22.3%
I ©_ Eacteriap_Acidobacteria:c_Holophagaeio_ MA: NA 0.6% 0.3%
k_ Bacteria;p_ Acidebacteriazc_ NA:o_ MAT NA 0.4% 0.0%
k_ Bacteria;p_ Actinobacteriaic__Acidimicrobiia;e_ Acidimicrobizles;f  Acidimicrobiaceas 0.3% 0.0%
k__ Bacteria;p_ Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o_ Acidimicrobizles;f  NA 0.6% 0.8%
- k__Bacteria;p_Actincbacteriazc__Actinobacteria;o__Catenulisporales;f  Catenulisporaceae 0.0%: 0.0%
- k__Bacteria;p_Actincbacteriazc__Actinobacteria;o__Corynebacterizles;f  Corynebacterizceas 0.0%
- k__Bacteria;p__Acfincbacteriazc__Actinobacteria;o__Corynebacterizles;f Mycobacteriaceae | 0.0%:
- k__Bacteria;p__Acfincbacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacterizles;f Mocardiaceae | 0.0%: 0.0%
k__Bacteria;p__Actincbacteria;c__Actinobacteria;o__Frankiales;f Acidothermaceae 4.2% 4.5%
- k__Bacteria;p_Acfincbacteriazc__Actinobacteria;o__Frankiales;f Frankizceae | 0.0%:
k__Bacteria;p_Acfincbacteriazc__Actinobacteria;o__Frankiales;f HA 0.5% 0.0%:
k__Bacteria;p__Acfincbacteriazc__Actinobacteria;o__Frankiales;f  Sperichthyzceae 0.7% 0.0%
- k__Bacteriz;p__Actincbacteriazc__Actinobacteria;o__Microceceales;f  Infrasperangizceas | 0.0%
k__Bacteriz;p_Actincbacteriazc__Actinobacteria;o__Micrococeales;f  Micrococcaceas 22% 0.9%
k__Bacteriz;p_ Actincbacteriazc__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f Micromonosporacese 0.8% 0.4%
- k__Bacteriz;p_Acfincbacteriazc__Actinobacteria;o__Propicnibacterizles;f Necardicidzceae 0.0%
- k__ Bacteriz;p__Acfincbacteriazc__Actinobacteria;o__Psevdonocardiales;f Peeudonocardiaceae 0.0% 0.0%
[ k_Bacteria;p__Actinchacteria;c__Actinobacteria;o__Streptomycetales;f _ Streptomycetaceae [o2m [ oem |
I ©_Eacteriap_Actincbacteria;c__Actinobacteria;o__Streptosporangiales:f_Strepiosporanpizceae 0.0% 0.0%
- k__Bacteria;p__Acfincbacteriazc__Actinobacteria;o__Streptosporangiales:f  Thermomonosporaceas 0.0% 0.0%
[ k_Bacteriz:p_ Actincbacteriazc_ MA:o_ NA:fNA 0.0%
I ©_ Eacteriap_Actincbacteria:c_Rubrobacteria;o_Rubrobacterales:f Rubrobacteriaceae 0.0% 0.0%
I ¢ E:cterizp_Actincbacteria:c_Thermoleophilia;o__Gaiellales:f_Gaiellaceae 0.5% 0.0%
I - Eacteriap Actincbacteria;c_Thermoleophilia;o__Gaiellales:f  NA 0.3% 0.4%
I ©_ Eacteriap_ Actincbacteria;c_ Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f NA 0.8% 0.4%
I - Eacteriap Bacteroidetes:c_ Sphingobacteriiazo_Sphingobacteriales;f Chitinophapaceas 0.5% 0.0%
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- k__ Bacteria;p_Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o_Sphingobacteriales;f  Sphingobacteriaceas

- k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f Parachlamydiaceas

- k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__ Chlamydiae;o__Chlamydiales;f Simkanizceze

- k__Bacteria:p__Chloroflexi;c__Anaerclineae:o_Anaerclineales;f Anzerolineacsas
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Chloroflexia;o__Chloroflexales:f Roseiflesaceas
k__Bacteria:p__Chloroflexi;c__Ktedonobacteria;o__Ktedonobacterales;f  Ktedonobacteracese
k__ Bacteria;p_Chloroflexi;c_Ktedonobacteria;o_Ktedonobacterales;f  MA

- k__Bacteria:p__Chloroflexi;c__Ktedonobacteria;o__Ktedonobacterales;f  Thermosporofrichaceae

I «_ E:cterizp_ Chloroflexiic_ Kfedonobacteria;o_ MA:T_NA

P k_Bacterizp_ Chloroflexi:c_ MA;o_ NA; NA

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c_Melainabacteriaze_Obscuribacterales;f  NA
k__Bacteria:p__Elusimicrobia;c_ Elusimicrobiz;o_ MA;FMA

- k__Bacteria;p_Firmicutes:c__Bacilli;o__Bacillales;f  Bacillaceas
k__Bacteria:p__Firmicutes;c__Bacillio__Bacillales;fPzenibacillaceze
k__ Bacteria;p_ Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f Flanococcacease

- k__ Bacteria:p_Firmicutes;c__Bacillio__Bacillales;f  Staphylococcaceas
k__ Bacteria;p_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f Thermoactinomycetaceas

k__Bacteria;p__Firmicutes:c__Clostridia;o__Clostridiales;f  Clostridiacese
- k_ Bacteria;p_Firmicutes:c__Clostridia;o__Clostridiales;f Lachnospiraceae
[ k_Eacteria:p_ Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridialesf  NA
- k__ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f Peptococcaceas
- k__Bacteria;p_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f Peptostreptococcacess
- k__Bacteria;p__Firmicutes:c__Clostridia;o__Clostridiales;f Ruminococeaceas
- k__Bacteria;p_Firmicutes:c__Mepativicutes;o__Selenomonadales;f Veillonellaceze
- k__Bacteria;p_Fusobacteria;c_ Fusobacteriia;o_ Fusobacteriales;f  Leptotrichiaceze

I :_ E:cteriap_ Gemmatimenadetes;c_Gemmatimenadetes;o__Gemmatimonadales;f _Gemmatimonadacese |

I «_ Bcierizp_ Gracilibacteriaze_ MA:o_ NA;F NA

I «_ Eacteria;p_Latescibacteria:c_ MAm_ NA NA

I ¢ Eacterizp NAc NA:o_ NA:F MA

- k__Bacteria;p_ Mitrospirae;c__Mitrospira;o__Mitrospirales:fMA

- k__Bacteria;p__Mitrospirae;c__Mitrospira;o__Nitrospirales;f Mitrospiraceae

I «_Eacterizp_ Flanctomycetes;c_ MA:o_ NA;f NA

- k__Bacteria:p__Planctomycetes:c__Phycisphaerae;o__NAf NHA
k__Bacteria:p__Planctomycetes:c__Planctomycetacia;o__Planctomycetales;f  Planctomycetaceas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_Caulobacterales;f  Caulobacteraceas

k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_ Rhizobiales;f  Beijerinckiaceas
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_ Rhizobiales;f  Bradyrhizobiaceae
- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriz;o_ Rhizobiales;f Hyphomicrobisceas
- k__Bacteria:p__Protecbacteria;c_ Alphaprotecbacteriz;o_ Rhizobiales;f  Methylobacteriaceas
- k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;o_ Rhizobiales;f  H&

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_ Rhizobiales;f  Phyllobacteriaceas
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_Rhizobiales;f  Rhizobiaceas

k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriz;o_Rhizobiales;f Rhodobiaceae

k__ Bacteria:p__Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriaze_Rhizobiales;f  ¥anthobacteraceas
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_ Rhodospirillales;f Acetobacteraceas

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_ Rhodospirillales;f NA

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_Rhodospirillales;f Rhodospirillaceas

- k__ Bacteria:p__Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriaze_Sphingomonadales;f  Sphinpomonadaceae

- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_ Betaprotecbacteria;o__Burkholderiales;f  Alcalipenaceas
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_Burkholderiales; i Burkholderiaceae
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f  Comamonadaceae
- k__Bacteria;p_Proteobacteria;c_Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f  Ouxalobacteracess
[ k_Bacteria:p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteriajo_MAZ T NA

- k__ Bacteria:p__Proteobacteria;c_ Betaproteobacteriz;o__Mitrosomonadales;f  Mitrosomeonadzceae
- k_ Bacteria:p_ Protecbacteria;c_ Deltaprotecbacteriazc_ Desulfobacterales;f  Nitrospinaceae
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Deltaprotecbacteria;o_ Desulfurellales;f Desulfursllacess
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Deltaprotecbacteriazo_Desulfuromonadales Geobacteraceas
- k__ Bacteria:p__Proteobacteria;c_ Deltaprotecbacteriazc_My=ecoccales;f Cystobacteraceae
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- k__Bacteria:p__PFrotecbacteria;c_Deltaprotecbacteria;:o_Myxococcales;f  Haliangiaceze

- k__Bacteria:p__Protecbacteria;c__Deltaprotecbacteria;o_ Myxococcales;f NA

- k__Bacteria:p__PFrotecbacteria;c__Deltaproteobacteria;o_ Myxococcales;f  Phaselicystidaceas

- k__Bacteria:p__PFrotecbacteria;c__Deltaprotecbacteria:o_ Myxococcales;f  Polyangiaceas
k__Bacteria;p_Proteobacteria;c__Deltaprotecbacteria;o_ MAE NA
k__Bacteria:p__Protecbacteria;c_Deltaprotecbacteria;o_Syntrophobacterales;f  Syntrophaceze
k__Bacteria:p__Frotecbacteria;c_Gammaprotecbacteriazo_Legionellzles;f Cosiellaceas

- k__Bacteria:p__PFrotecbacteria;c_ Gammaprotecbacteriazo_Pseudomonadales;f  Pssudomonadaceas

- k__Bacteria:p__Protecbacteria;c_Gammaprotecbacteriase_Xanthomonadales;f NA

- k__Bacteria:p__Frotecbacteria;c_ Gammaprotecbacteriazo_Xanthomonadales;f  Xanthomonadaceas

- k__Bacteria:p__Thermotogae;c_ Thermotogae;o__Thermotogales;f Thermotogacese
k__Bacteria:p__Verrucomicrobiz;c_ NA;o_ MA:E MA

- k__Bacteria;p__Verrucomicrobiz;c__ Spartobacteriz;o__Chthonicbacterales;f  MA
k__Bacteria:p__Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o__Chthonicbacterales;f  Xiphinematobacteraceas

123

0.0% 1.5%
HEEC EEED
0.0% 0.0%
[ oEw | 05w
4.2% 2.0%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%
0.5% 1.4%
0.7% 2.0%
2.5% 0.0%
04% | 08w
0.2% 0.8%
[ 4% | 17%
0.1% 1.6%




1.5 Tabla de composicion e identificacion procariota a nivel de Género

S5G
Legend Taxonomy CG % SG "%
I Vicne:Cither,Cther Other, Other,Cther [(23% | 2%
I ¢ Archaexp_Thaumarchzeotsc_NA_ NAF_NA:g_ NA 0.0% 0.3%
-h_EacIzeria:p_.ﬂ.cidohacIzeria:c_Acidnhacteﬁa;n_Acidnhacteriales;f_HA:g *Karibacter 0.0% 0.4%
- k_ Bacteria;p_ Acidobacteria;c__Acidobacteria;o__Acidobacterizles;f_MA;p_ Edaphobacter 0.0% 0.4%
I ©_Bacterizp_Acidobacteriz;c_Acidobacterizo_Acidobacterizles;f_NA;y_NA [ 5% | 38%
k_ Bacteria;p_ Acidobacteria;c_Acidobacteria;o_ NA:F__NA;g_*Solibacter 1.1% 4.6%
k_ Bagteria;p_ Acidobacteria;c_Acidobacteriz;o_ MA;f_NA:g_ Bryobacter 4% 0.5%
k_ Bateria;p_ Acidobacteria;e_Acidobacteriz;o_ MAT_NA:g_NA 7.5% 17.0%
-h_Bac:teria;p_Aci|:I0hacteria;c_HDInphagae;o_HA;f_HA;gﬁ 1.6% | 0.3% ||
I +_Ezcterizp_AcidobacterizicNA:o_ NA_NA;p_NA 0.4% 0.0%
- k_ Bateria;p_ Actinobasteria;e_ Acidimicrobiizo_Acidimicrobiales;f_Acidimicrobiaceas;p_ NA 0.3% 0.0%
[ ¢_EBacterizp_Actinobacterize_ Acidimicrobiiz;c_Acidimicrobiales:f_NA:;g_NA 06% | 0B% |
k_ Bateria;p_ Actinobacteria;e_ Actinobacteriz;o_ Catenulisporales;fCatenulisporaceae;g_ Catenulispora 0.0% 0.0%
-h_Eacheria;p_AcIinohacIweria;c_ﬂu:tinnhaﬂteﬁa;n_ﬂnrynehacteﬁale5;f_Curynebacteriaceae;g __Corynebacterium 0.0%
k_ Bacteria;p_ Actinobasteriz;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f_Mycobacteriaceas;g_ Mycobacterium 0.0% 0.3%
k_ Bacteria;p_ Actinobacteriz;c_ Actinobacteriz;o_Corynebacteriales;f_Mocardiaceze;g_ Nocardia 0.0% 0.0%
-h_Bacheria;p_Aclinohac:Iweria;G_Actinohaﬂteria;c-_CorynehacteriaIes;f_Huc-ardiaceae;g Rhodococeus 0.0% 0.0%
k_ Bateria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Frankiales;f_Acidothermaceae;g_ Acidothermus 4.2% 4.5%
k_ Bateria;p_Actinobasteria;c_Actinobacteria;o_Frankiales;f_Frankiaceze;g_ Jatrophihabitans 0.0% 0.1%
- k_ Bacteria;p_ Actinobacteria;c_Actinobacteriz;o_Frankiales;f_NA;p_NA 0.5% 0.0%
-h_Bacteria;p_Aclinohacteria;c_Actinnhaﬂteria;n_anhiales;f_SporichHwaceae;g _Sparichthya 0.7T% 0.0%
-h_Bacteria;p_Aclinohacteria;c_Actinnhaﬂteria;n_MicrncomaIes;f_Inhasporangiaceae;g Intrasporangium 0.3% 0.0%
-h_Eacheria:p_AcIinohacIzeria:c_ﬂmtinnhacteria;n_MicrncomIes;f_Intasporangiaceae:g _ Oryzihumus 0.4% 0.0%
- k_ Bacteria;p_ Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Micrococeales;f__Intrasporangiaceae;g_ Fhycicoceus 0.0% 0.0%
-h_BacIaeria;p_AcIinohacheria;c_Actinnhaﬂteﬁa;n_Micrncom:ales;f_Inhasporangiaceae;g Terrabacter 0.0% 0.0%

-h_BacIaeria;p_AcIinohacheria;c_Actinnhaﬂteﬁa;n_Micrncom:aIes;f_Micruc.occaceae;g Arthrobacter 0.0%
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I ¢_Eacteriap_Actinobacteriz:e_Actinobacteria;o_Mier les__Mi aceae;)_ Paenarthrobacter

- k__Bacteriap_Actinot ia;c__Actinobacteriz;o_Micr les:f__Mi aceae;q_Pseudarthrobacter

- k__Bacteriap_Actinot ia;c__Actinobacteriz;o_Micr les:f__Mi aceae;]_Sinomenas

- k__Bacteriap_Actinot ia;c__Actinobacteriz;o__Micromeonosporales;f_Micromonosporaceae;g_Actinoplanes-Dactylosperangium

- k__Bacteriz:p_ Actinot ia:c__Actinobacteriz;o_Micromenosporales;f_Micromonosporaceae;g_ Catelliglobosispara

- k_ Bacteria:p_ Actinobacteria;e__Actinobacteria;o_Micromonosporales;fMicromonosporaceae;g_ Krasilnikovia-Lusdemannella

- k_ Bacteria:p_ Actinobacteria;e__Actinobacteriz;o_Micromonosporales;f Micromonosporaceae;g_ Luzdemannella
- k__Bacteria:p_ Actinobacteriae__Actinobacteria;o_Micromonosporales;fMicromonosporaceae;g_ NA
k__Bacteria:p_ Actinobacteriae__Actinobacteria;o_Micromonosporales;fMicromonosporaceae;g_ Virgisporangium

k__Bacteriz;p_ Actinobacteria;e__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f_ iid - Kribbella

k__Bacteriz;p_ Actinobacteria;e__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f_ iid - Nocardigides
- k_ Bacteriz;p_ Actinobacteria;e__Actincbacteriz;o_Pseudonocardiales;f_Pseudonocardiaceae;g_ Pseudonocardia

- k_ Bacteriz;p_ Actinobacteria;c__Actincbacteria;o__Streptomycetales;f _Streptomycetaceae;g_ Kitasatospora-Streptomyces

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c__Actincbacteria;o__ Streptomycetales;f _Streptomycetaceae;g_ Streptacidiphilus
- k_ Bacteria:p_Actinobacteria;e__Actinobacteriz;o_ Streptomycetales;f__Streptomycetaceae;g_ Streptomyces
k_ Bacteria:p_Actinobacteria;e__Actinobacteriz;o__ Streptosporangiales;f_Streptosporangiaceas;g_ A
- k_ Bacteria:p_ Actinobacteria;e__Actinobacteriz;o_ Streptosporangiales;f_Thermomeonosparaceas;g_ Actinoallamurus
k_ Bacteria;p_ Actinobacteria;e_Actinobacteria;o_ Streptosporangiales;f_Thermomonosporaceas;g  Actinomadura
k_ Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ MA;o_ NA;f NA;p_ NA
- k__ Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Rubrobacteria;e_ Rubrobacterales;f Rubrobacteriaceae;n_ Rubrobacter
k_ Bacteriz;p_ Actinobacteria;c__ Thermoleophiliz;o_ Gaiellales;f_Gaiellaceae;g_ Gaiella

k_ Bacteria;p_ Actinobacteria;c__ Thermoleophiliz;o_Gaiellales;f_NA;g_ NA
I ¢_Eacteria:p_Actinobacteriz:c_Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales:f_NA:g_NA
- k__Bacteria:p_Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o__Sphingobacteriales;f_Chitinophagaceasz;p_ NA
k_Bacteria;p_ Baeteroidetes;e__ Sphingobacteriiz;o_ Sphingobacteriales;f_Chitinophapaceas;_ Parafilmanas
- k_Bacteriz;p_ Baeteroidetes;e_ Sphingobacteriiz;o_ Sphingobacteriales;f_Sphingobacteriaceae;p_ Mucilaginibacter
- k_Bacteriz;p_ Chlamydiae;e_ Chlamydize;o_Chlamydiales;f__Parachlamydizceae;g_ *Protochlamydia
- k_Bacteriz;p_ Chlamydiae;e_ Chlamydize;o_Chlamydiales;f__Simkaniaceae;g_*Rhabdochlamydia
- k_ Bacteriz;p_ Chloraflexi;c_ Anaerolineag;o_Anaerolineales;f_ Anaerclineaceaz;g_NA
- k_Bacteriz;p_ Chloraflexizc_ Chloroflexiz;o_Chloroflexales;f_Roseiflexaseas;g Roseiflexus
- k_Bacteriz;p_ Chloroflexi;c_ Kiedonobacteniz;o_Ktedonobasterales;f_Ktedonobacteraceae;g_ Ktedonobacter
- k_ Bacteriz;p_ Chloroflexi;c_ Kiedonobacteriz;o_Ktedonobasterales;f_Ktedonobacteraceae;g_ NA
- k_Bacteria;p_ Chloraflexizc_ Kiedonobacteria;o_Ktedonobasterales:f_NA:g_NA
- k_Bacteriz;p_ Chloroflexizc_ Kiedonobacteria;o_Ktedonobasterales;f_Thermosporotrichaceae;g_ NA
- k_Bacteriz;p_ Chloroflexi;c_ Kiedonobacteria;o_Ktedonobasterales;f_Thermosporotrichaceae;g_ Thermasparathrix
- k_ Bacteriz;p_ Chloroflexizc_ Kiedonobacteria;o_NAT_NA:g_NA
I _Bacteriazn_Chloroflexi:c_NA:o_ NAS NA:g_NA
k_Bacteriz;p_ Chloroflexi;c_NA;o_NA_NA:g_bacterium
k_Bacteriz;p_ Cyanobacteria;c_Melainabacteriz:o_Obscuribacterales;f_NA;p_ NA

k_ Bacteriz;p_ Elusimicrobiz;e_ Elusimicrobiz;o_NA:T_NA:g_NA
-h_Bacteria;p_Finnicutes;c_BaciIIi;n_Ba{:iIIaIes;f_BaciIIaceae;g Bagillus
-k_Bacteria;p_Finﬂicutes;c_BaciIIi;D_BacilIaIes;f_Paenihar.illaceae;g Paznibacillus
-k_Bacteria;p_Finﬂicutes;c_BaciIIi;D_BacilIaIes;f_PIanucoccaceae;g Domibacillus
- k_Bacteriz;p_ Firmicutes;e_Bacillio_ Bacillales;f_Planococeaceas;y_ NA
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k__Bacteria;p__Firmicutes:c__Bacilli;o__Bacillales;f_Planccoccaceae;g_Solibacillus
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c__Bacillio__Bacillales;f_Staphylococcaceas;g_ Staphylococcus
k__Bacteria;p_Firmicutes;e__Bacilli;o_Bacillales;f_Thermoactinomycataceas;g_ Geothermomicrabium
k__Bacteria;p_Firmicutes;c__Bacilli;o_Bacillales;f_Thermoactinomycstaceas;g_ Shimazuella
- k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;f_Clostridiaceae;g_ Clostridium
k__Bacteria;p_ Firmicutes:c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;q_ Lachnaclostridium
k__Bacteria;p_ Firmicutes:c__Clostridia;o__Clostridiales:f__NA:g_ NA
- k__Bacteria;p_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridialesf__Peptococcaceae;g_ Desulfitobacterium-Desulfosporosinus
- k__Bacteria;p_Firmicutes:c__Clostridia;o__Clostridiales:f__Peptostreptococcaceas;g_ Paraclostridium-Peptoclostridium
k_ Bacteria;p_ Firmicutes:c_ Clostridia;o__ Clostridiales;f_Ruminococcaceae;g_ NA
-h_Baclaeria:p_Firrnicuhes:c_HegaIivicutes:o_SeIenomnnadaIes:f_\l‘eiIIonellaceae:g __Sporomusa
- k__Bacteria;p_ Fusobacteria;c_Fusobacteriia;o_Fusobacterialesf__Leptotrichiaceas:g_ Leptotrichia

- k__Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c Gemmatimonadetes;o__Gemmatimenadales;f__Gemmatimonadaceae;g_ Gemmatimanas

- k__Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c_ Gemmatimonadetes;o__Gemmatimenadales;f__Gemmatimonadaceae;g_ NA

- k_ Bacteria;p_ Gracilibacteria:c__MA:o_ MA;T_NA;p_ MA

I ¢_Gacteriz:p_Latescibacteriac_NA:o_ NA:_NA:g_NA

I _Eacterizip_ NA:c_ NAo_NAT_MA:g NA

- k__Bacteria;p__Mitrospirae;e__Mitrospira;o__Mitrospirales:f__NA;g_ NA

- k__ Bacteria;p__Nitrospirae;c__Mitrospira;o__Mitrospirales:f__Nitrospiraceae;g_ Mitrospira

- k_ Bacteriz;p_ Planctomycetes;c_ NA:o_ NAT_ NA;p_ NA

I ©_Gacterizp_Planctomycetes:c_Phycisphaerae;o_NA:E_NA:g_NA

- k_ Bacteria;p_Planctomycetes:e_Planctomycetacia;o__Planctomycatales;f_Planct taceas;q_ Gemmata
k__Bacteria;p_ Planctomycetes;a_Planctomycetacia;o__Planctomycstales;f_Planctomycetaceas;g_ lsosphaera

k_ Bacteria;p_Planctomycetes;c_Planctomycetacia;o__Planctomycatales;f_Planctomycetaceas;g NA

k_ Bacteria;p_ Planctomycetes;c__ Planctomycetacia;o_Planctomycetales;f_ Planctomycstaceae;g_ Planctomyces
- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_Caulobacterales;f _Caulebacteraceaz;g_ Brevundimanas
-k_Bacheria:p_P teobacteria;c_ Alphaprotechacteria;e_Caulobacterales;f__Caulobacteraceaz;g NA
-h_Baclzeria;p_." teobacteria;e_ Alphaprotechacteriae_Caulobacterales;f__Caulabacteraceas,p  Phenylobacterium

-h_Eaclzeria;p_ teobacteria;c_ Alphaprotechacteria;o_Rhizobiales;f_Beijerinckiaceas;g_ Beijerinckia-Methylocells
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhizobiales;f Beijerinckiaceas;g_ Methylocella
k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;e_Rhizobiales:f_Beijerinckiaceas;g_ Methylovirgula
k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazo_ Rhizobiales;fBradyrhizobiaceae;g_ Afipia-Bradyrhizabium
k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;o_Rhizobizles;f_Bradyrhizobiaceaerg_ Eradyrhizobium

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhizobiales;f Bradyrhizobiaceae;g_ NA
k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;e_Rhizobizles:f__Hyphomicrobizceas:p_ Blastochloris
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhizobiales;fHyphomicrobiaceas;g NA

- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;e_Rhizobizles:f_Hyphomicrobizceas:p Pedomicrobium
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazo_Rhizobiales;fHyphomicrobiaceae;g_ Rhodomicrobium
k__Bacteria:p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;e_Rhizobizles:f__Hyphomicrobizceas:p_ Rhedoplanes
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhizobiales;f Methylobacteriaceas;g_ Mathylobacterium
I ©_Eacteria:p_Protechacteria;c_Alphaprotechacteriz:o_Rhizobizles:f_NA;n_Bauldia
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhizobiales;f  NA;p_ MA
- k__Bacteria:p__Proteobacteriz;c_Alphaproteobacteriazo_ Rhizobiales;f_NA;p_ Rhizomicrobium
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhizobiales;f NA;p_ bacterium
- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;e_Rhizobiales:f_Phyllobacteriaceas;p_ Mesorhizobium
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_Rhizobiales;f Phyllobacteriaceas;g_ Phyllobacterium
- k__Bacteria:p__Proteobacteriz;c_ Alphaproteobacteriazo_ Rhizobiales;f_Rhizobiaceas;g_ Ensifer
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhizobiales;fRhodobiaceas;g NA
[ k_Bacteria:p_Protecbacteria;c__Alphaprotecbacteriz;o_Rhizobizles:f_Xanthobacteraceas;g_Labrys
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazo_Rhizobiales;f Xanthobacteraceas;p_ NA
- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;o_Rhizobizles:f_Xanthobacteraceaep  Pseudolabrys
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazo_ Rhizobiales;fXanthobacteraceas;p_ Pseudaolabrys-Variibacter
k__Bacteria:p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria;e_Rhizobiales:f_Xanthobacteraceas:g_ Variibacter
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhodospirillales;f_Acetobacteraceas;g_ NA
[ k_Bacteria:p_Protechacteria;c__Alphaprotechacteriz:o__Rhodospirillales;f_NA:;p_NA
- k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazo_ Rhodospirillales;f__NA;p_ Reyranella
- k__Bacteria:p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;e_Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceas;g_ Defluviicoccus
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteriazc_ Rhodospirillales;f_Rhodospirillaceas;g_ NA

126

0.0% 0.0%
0.6% 0.0%
0.3% 0.0%
0.0% 0.0%
0.0%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%

oo
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%
1.2% 0.0%
1.0% 0.1%
0.6% 0.6%
0.4% 0.0%
0.0% 0.1%
01% 0.7%
5.0% 22%
2% 0.5%
0.3% 0.0%
0.0% 0.0%
0.0%
1.0% 0.1%
5.2% 3.6%
0.0% 0.2%
0.0%

0.0%
0.0%
0.4%
0.0%
0.5%
1.2%
0.0%
0.8% 0.1%

0.0% 1.0%
06% 0.0%
0.4% 0.0%
17% | 25% |
0.0% 0.3%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%

0.0%

0.0%:

0%
1.3% 3.5%
235% 3%
0.0% 01%

[ 58w | 85%
0.0% 0.1%
0.0% 0.2%
0.0% 0.0%



k__Bacteria;p_Proteobacteria;c__Alphaprotesbacteria;o_Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Skermanella

- k__Bacteria;p_Proteobacteria;c_ Alphaprotesbacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphinpomonadaceae;g_Sphingomonas 0.0% 0.1%
k__Bacteria;p_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f__Alealipenaceae;g_ NA 0.0% 0.3%
k__Bacteria;p_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f_Burkholderiaceae;g_ Burkholderia 0.0% 0.0%

- k__Bacteria;p_Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f_Burkholderiaceae;g_ Burkholderia-Burkholderia-Paraburkhaolderia 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Burkholderiaceae;g_ Cupriavidus 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o__Burkholderiales:f_Comamonadaceae;g_ NA 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Betaproteobacteriz;o_ Burkholderizles;f _Comamonadaceae;y_ Pelomonas 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f _Comamonadaceae;g  Rhizobacter-Variovorax 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteriz;o_Burkholderiales;f _Comamonadaceae;y  Rhodoferax 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteriz;o_Burkholderiales;f _Comamonadaceae;g  Variovorax 1.8%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_Burkholderiales;f _Oxalobacteraceae;g_ Janthinobacterium 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Betaproteobacteriz;o_Burkholderiales;f _Oxalobacteraceas;g_ Undibacterium 0.0% 0.0%

I _Bacterizp_Proteobacteriz;c_ Betaproteobacteriz;o_ NA_NA:g_NA 06% | 0.2%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteriz;o__Mitrosomonadales;f Nitrosomonadaceae;g_ HA 01.T% 0.0%

- k__ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Desulfobacterales;f_ Mitrospinaceae;g_ *Entotheonella 0.0% 0.2%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Desulfobacterales;f_ Mitrospinaceae;g_ NA 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Desulfurellales;f_Desulfurellaceas;g_ WA 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Desulfuromonadalesf_Gecbacteraceas;y_ Gecbacter 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Myxococealesf Cystobacteraceae;g_ Anasromyxobacter 0.0% 0.0%

- k__ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Myxococcalesf Haliangiaceae;g_ Haliangium 0% [ 05%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ My=ococcales; i NA;g_ HA | 1.7% | 1.3%
k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Myxococcalesf Phaselicystidaceas;g_ Phaselicystis 0.0% 0.0%
k_ Bacteria;p_ Proteobacteriz;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Myzococcales;f Polyangiaceas;g_ Byssovorax 0.0% 0.0%
k_ Bacteria:p_ Proteobacteria;c_ Deltaprotechacteria:o_ Myxococcales:fPolyangiaceas;g_ Sorangium 0.8% 0.5%

[ _Bacteriz;p_Protechacteriz;c_ Deltaproteabacterizzo_ NA_NA:p_NA [

- k_ Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Deltaprotecbacteria;o_ Synirophobacterales;fSyntrophaceae;g_ NA 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Legionellales;f_Coxiellaceas;g_ Anuicella 0.0% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteriz:o_Pseudomonadales;f_Pseudomonadaceae;g  Pseudomaonas [
k_ Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Gammaproteobacteriz:o_ Xanthomonadales;f_ NA;g_ Acidibacter 0.7% 1.5%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteriz;o_ Xanthomonadales;f_ NA;g_ NA 0.0% [
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_Xanthomonadales;f_Xanthomenadaceae;g_ Dyella 0.5% 0.0%

k_ Bacteria:p_ Protecbacteria;c_ Gammaprotechacteriz;o_ Xanthomonadales;f_Xanthomonadacsas;g NA 1.2% 0.0%

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteriz:o_Xanthomonadales;f_Xanthomonadaceae;g_ Rhodanobacter 0.0%

k_ Bacteria;p_ Thermotogae;c_ Thermotogae;o_Thermotogales;f_ Thermotogaceae;n_ MA 0.4% 0.8%
k_ Bacteria;p_ Verrucomicrobia;c_ NA;o_ NA:T__NA:g_ NA 0.2% 0.8%

- k_Bacteria;p_ Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o_Chthoniobacterales;f__NA;g_ NA 34% 1.7%

- k__Bacteria;p_ Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o__Chthonicbacterales:f__Xiphinematobacteraceas;g_ *Kiphinematabacter 0.1% 0.4%

- k_ Bacteria;p_ Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o_Chthoniobacterales;f__Xiphinematobacteraceae;g_ Candidatus 0.0% 01%
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1.6 Tabla de composicion e identificacion procariota a nivel de Especie

IO
JAVAFERRY

0
o)
w
)]

Legend Taxonomy o %
- None;Other;Other:Other:Other;Other;Other
)__Thaumarchaeota;c__NA;o__NA;T_NA;g__NA;s sp1564 0.0%
_Thaumarchaeota;c_ NA;o__NA;f__NAig_ NA;s  sp1568 0.0% 0.0%
I «_ Archaca;p_ Thaumarchaeotaic_ NAso_ NA{_NAjg_ NA:s spi568 0.0%
I «_ Archaca;p_ Thaumarchaeotaic_ NA;o_ NA;__NAsg_ NA;s_sp1580 0.0% 0.0%
k__Archaea;p__Thaumarchaeota;c__NA;o__NA;i_NA;g_ NA;s sp1538 0.0% 0.1%
k_I ia:p_ Aci a;c_Aci a0 _NA;g__*Koribacter;s _sp1705 0.0% 0.0%
P fazp_Aci faje_ Aci . f_NA;g__*Koribacter;s _sp1715 0.0% 0.4%
| A A W _ NAg | i apan 0.0%
| = ,_Aci . A 4 f_NA;g__NA;s__NA 0.0% 0.0%
e A . A s F NA;p_ NA;s_ sp1764 0.0%
P A A . f_NA:g_NA:s sp1764-sp1827-sp1872 0.0%
k__| _A A ! F_MA;p__NA;s sp1766 0.0% 0.0%
e ,_Aci . A 4 f_NA;g_NA;s sp1769-sp1778-sp1834 0.0% 0.0%
kI A . A 4 f_NA;g_NA;s sp1778 0.6% 0.0%
kI A . A 4 f_NA;g_ NA;s_sp1782-sp18i4 0.0% 0.2%
P _A _A i _NA;g_ NA;s spi784 0.0% 0.0%
k__| __A _A ! f_MA;p__NA;s sp1793.sp1564 0.0% 0.3%
k_| s F_NA;g_NA;s sp1801 0.0% 0.9%
_— » “waig ki _sptaos 0.0%
B _pacrin_ — — n_nais_sptaon
T E " - - _NA;g_NAjs_sp1825 0.0%
. A A _ _NAig_NAz_splga] 0.0%
B _A _A __f i__MA;p__NA;s sp1827-spi872 0.0% 0.0%
N _Aci A s *_NAjg_ NAjs _sp1841 0.0%
. A A o 't NA;p__NAjs_sptdd 0.0%
. A . A . f_NA;g_ NA;s__sp1844-sp1923 0.0% 0.0%
. A A s _MAig_ NAiz sp1854 0.0%
- A _A . f_NA;g__NA;s _sp1867 0.0% 0.0%
—— P ~ - T
[ & A - f_MAjg_ NAjs sp1872 [ 08% | o.0%
P A . f_NA;g__NA;s_ sp1876 | 0.3% | 0.2%
- A . _NA:g_NA;s  sp1878 0.0% 0.2%
[ X . w f_NAig_ NA;s sp1879 0.0% 0.1%
P A . _NAg__NA;s sp1903 0.0% 0.0%
k_I A _ F_MNA:g_ NA;s spi1911 0.4% 0.7%
P A . *_NAsg_ NA;js_ sp1917-sp1932-sp1953 0.0% 0.2%
' A o f_NAsg_ NA;s  sp1917-sp19853 0.7% 0.0%
I | ) f_NAg_ NAis 51923 0.2% 0.0%
e A o *_NAg_ NA;s  sp1926 0.4% 0.0%
P e _A ! f_NA;g__NA;s sp1934 0.0% I&l
P A . f_NAsg_ NA;s_sp1938 0.0% 0.3%
Dk . *__NA;g__NA;s__sp1360 0.0%
[ 15 sp2604 0.2% 0.1%
P A is _sp2603 0.3% 0.2%
P e _A is _sp2628 0.0% 0.0%
[ _A 18 8p2631 0.0% 0.3%
[ . is__sp2631-usitatus 0.0% 0.1%
. ) 8 Sp2634 0.0% 0.4%
_— A is  sp2634 3p2693 0.0% 1.2%
e A 18__Sp2636 0.0% 0.3%
. A issp2651-sp2658-3p2703 0.0% 0.0%
e . is_sp2c6n 0.0%
P A 15 sp2668-3p2704 0.0% 0.0%
B ectorsio A 0.0%
. A 18 Sp2675 0.3% 0.0%
— A .5 sp2675.3p2693 0.0% 0.4%
- _ f__NA;g_° sp2677 0.0% 0.7%
| = _A e f_MAg_ 2688 95 0.0% 0.1%
. - A iaze_ __NA:f__NA:g_ *Solil 18 Sp2695 0.0% 0.2%
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=

=

=

=

=

=

=

=

=

=

=

=

=

=

rrC

__NA;f__NA;g_*Solibacter;s _sp2704
*Solibacter;s _u

__NA;f_NA;g__Bryobacter;s _sp2433-sp2481-sp2672

tus

__NA:;f__NA:g_ Bryobacter;s__sp25616.3p2554

__MA:;f__NA:g_ Bryobacter;s sp2517
__NA;f_NA;g__Bryobacter;s _sp2529
__MA:;__NA:g_ Bryobacter;s sp2580
__NA;f_NA;g__NA;s _sp1993

o__NA:T_NA;p_ NA;s__sp2008
o__NA:T_NA:g_ NA;s  sp2008.sp2013
_NA;g__NA;s__sp2008-sp2013-sp2020

f_NA;a_ NA;s sp2009

__NA;f_NA:g_ NA;z 3p2019
_ NA;_NA;g_ NA;s_sp2020
__NA;f_NA;g__NA;s _sp2020-sp2029
 NA;f _NAso NAis sp2029
_ NA;f__NA;g_ NA;s sp2033
_NAT_NAg  NA;3  sp2078

=

__MAf__MNA:g_ NA;s__sp2085

=

 MA;f NA;g NA;s sp2252

=

ia;0__NA;T_NA;o__NA;s  sp2274

=

 MA;f NA;g NA;s sp2277

o__NA;T_NA;o__NA;s  sp2279

r‘r

=

__NA:;f MNA:g_ NA;s sp2279-sp2280

ia;o_ NA;F_NA;g_ NA;s  sp2280

=

ia;0__NA;f_NA;o__NA;s _sp2280.5p2350

=

 MA;f _NA;g NA;s sp2284

=

ia;0__NA;f_NA;o__NA;s  sp2288

=

_MAf__NA:g_ NA;s__sp2290

=

ia;0__NA;T_NA;g__NA;s

=

ia;0__NA;f_NA;o__NA;s_ sp2296

=

ia;o_ NA;f_NA;g_ NA;s  sp2205.sp2307

=

o__NA;T_NA;o__NA;s_ sp2287

=

=

ia;0__NA;T_NA;o__NA;s_ sp2289

=

ia;0__NA;T_NA;g__NA;s

=

FEFR A X R AR RERE R AR R ERRERREEEREREF AR R E R R

iajo_ NA;T_NA;g_ NA;s  sp2302

ia;0__NA;f_NA;o__NA;s  sp2302.5p2347

__MA;f_NA;g__NA;s _sp2303

f_MA;g_ NA;s__sp2304

f_MAjg_ NA;s  sp2306

f_MA;g__NA;s  sp2306.sp2307

f_MA;g_ NA;s  sp2307

f_MA;g__NA;s  sp2315.8p3343

_ MA;T_NAg_ NA;s__sp2317

__MA;f_NA;g__NA;s__sp2324

__MA;f_NA;g__NA;s sp2329

_ MA;f_NA:g_ NA;s sp2329.sp2352

__MA;f_NA;g__NA;s _sp2338-sp2346

_ MA:T_NAg_ NA;s  sp234d

f_MA;o__NA;s__sp2343

f_MA;o__NA;s  sp23dq

f_MA;jg_ NA;s  sp23d6

f_MA;o__NA;s sp2350

f_MA;g_ NA;s  sp2352

__MA;f_NA;g__NA;s__sp2726

__NA;f_NA;g__NA;s sp2734

_ MA;f_NAg_ NA;s sp2735

__NA;f_NA;g__NA;s _sp2740

_ MA;f_NAg_ NA;s  sp2770

__NA;f_NA;g__NA;s__sp2778

o__NA:T_MA;p_ NA;s__sp2780

o__NA:T_MA;g_ NA:s  sp2861

f_MA;o__NA;s  sp2ed6

f_MA;g_ NA;s  sp3089

f_MA;o__NA;s  sp3099

__MA;f_NA;g__NA;s _sp3103-sp3129

_ MA;f_NA;g_ NA;s sp3105

__MA;f_NA;g__NA;s _sp3106

_ MA;f_NAg_ NA;s sp3123

__MA;f_NA;g__NA;s _sp3156

:f_NA;g_ NA;s  sp3156-sp3451

f_NA;g__NA;s _sp2009-sp2010-sp2018

sp2291-sp2316-sp2318

__NA;f_MA;g_ NA;s 3p2297-sp2335-sp2348

sp2300-5p2338-5p2340

_ MA;f_NA:g_ NA;s__sp3103-sp3105-sp3129
_ MA;f_NA:g_ NA;s  sp3103-sp3125-sp3129

_ MA;f_NA:g_ NA;s__sp3115-sp3120-sp3129
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=
B

_ NA;f_NA;g_ NA;s  sp3173

kL _ . __NA;T_NA;g__NA;s__sp3182

kL _A __NA:f_NAig_ NA;z spdig4
. A _ NA_NAg_ NA:s 3p3236
N _A A _ NA:T__NA;g_ NA;s _ sp3240

k_I _J - __NA;f__NA;g__NAis  sp3266

k_t A A _ NA:T_NAsg_ NA;s  sp3279

kL _ . __NA;T_NA:g__NA;s_ sp3389
| = _ . __NA;L_NA;g_ NA;s _sp3425
. A A f_NA:g_ NAis _sp3531
| = A A {_MA;g_ NAjs  sp3549
- _ _ [_NA;g__NA:s _sp3560-sp3566
. A {_MA;g_ NAjs__sp3563
. < _A __NA;_NAjg_ NA;s _sp3566.sp3574

kI _ | __NA;f__NA;g__NA;s _ sp3745

kL A | __NA:f_NA:g_ NA:s sp3928

kI __A | __NA;f__NA;p_ NAjs  sp3946
I _ | __NA;f__NA;g_ NA;s__sp3956
| . A | MA;T_NA;g_ NA;s_ sp3381
- A -} _ MA:f__NA:g_ NA;s sp3993
[ k_Bacteria;p__Acidobacteria;c__NA;o__NA;f_NA;g__NA;s _ sp4066

k__Bacteria;n__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia:o__ icrobi A

k__Bacteria;p__A bii

k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobii

obacteriajc__Acidim

k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobii
[ k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobii

k__Bacteria;p__A
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobii
k__Bacteria;p__Actinobacteria;e__Acidimicrobii

obacteria;c__As

__NA;s spd275

__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s _sp4487-sp4530-spd565
o__Acidimicrobiales;f__NA;g__NA;s__sp4491

o__Acidimicrobiales;f__N,

aj0__# if_NAg_ NA;s _ spd491.spasga
o_i . NA:g_ NAs  spd504
microbiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g__NA;s__sp4527

;9 NAis  spd535
g__NA;s

sp4542

0 «__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o, N,

k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__N
I «__Bacteria;p_ Actinobacteriaic__Acidimicrobiiaio i
k__Bacteria;p__Actinobacteria;e__Acidimic:

__Acidimicrobiales;f__N,

g_NAs s

p4544

a_NAs

sp4570

4594-3p4608

*_NAg_ NAs
__Acidimicrobiales;f__NA:g_ NA;s

sp4598

P k_Bacteria obacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s__sp4629
- i iaze_ A _C i r_C: i C i Sp5004
k_§ _Acti iaze_ A _© 7_Cory :0__Con i I se
| = ) ia;c__Actir _C 1 iaceae;g_| NA
< _A iazc__Actir _C iales;f__Mycobacteriaceae;n_|
| = A iase_ A _c £ i o | -
. - ) iajc__Actir _C f__Mycobacteriaceag;g__Mycobacterium;s__smegmatis
L ' A . A iajo__Cory i T | i inii-vinacea
I «_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Cory 1 | i
- ia;p__ Acti iazc_ A iajo__Frankiales;l Aci mus;s _ spB011
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Fr Ha Aci musis__sp6012
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteriazo__Fr f_J Aci mus;s__sp6013
k| ia;p_Acti iazc_ A iajo__Frankiales:__ Aci mus:s _sps014
I k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Fr r_J Aci mus;s__spB015
I «_ Bacteria;p_ Actinobacteria;c__Actinobacteriazo__Fr f_ Aci mus;s_sp6017
P iaip__Acti . A iazo_ . Aci musis _sp6019
N k__Bacteria;p__Actinobacteriaic__Actinobacteriazo__Fr: r_ mus;s__sp6021
k| A . A iajo_| - Aci mus;s__sp6023
L A A iajo_| . Aci musis__spB024
Kk__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Fr Ha Aci musis__sp602§
k| ia;p_Acti iasc_ A iajo__Frankiales;__ Aci mus:s__sp6026
[N k_Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteriajo__Fr Hf__Fr
[ i Acti iasc_ A iajo__Frankiales;T__NA:g_ NA;s__sp6160
k| A A iajo__Frankiales;l__ Sporichthya;s _sp6109
I «__Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_| | | sp6a4d
P i Acti iac__ A iazo_| I __Oryzil leptocrescens
K_ ' aic_ ia;0_| 1| __Phy aer
. 4 iajc_ s iazo_ | il __Terrabacter;s__koreensis-terrigena-tumescens
. i iajo_ 4 iajo_| | A
P k_ i iaic_ iajo_| I Paenarthr s _ilicis
. s iazc_ 4 iazo_| | defluvi
I ' aic_ ia;0_| 1| s sp7248
. - s iazc_ 4 iazo_| f_ Micrt poraceae;g_ A 7418
B -_s i ia;c__ ia;o__Micromor f__Micromonosporaceae;g__Catelliglobosispora;s__sp7407
. ' aic_ ia;0__Micromor f__Micromonosporaceae;g__Ki ia-L 439
. - s iazc_ 4 iazo_| f_ Micrt poraceae;g_ Lt i3 sp7439
ks i ia;c__s ia;0__Micromor f__Micromonosporaceae;g__NA;s__sp7471
. s iazc_ 4 iazo_| f_ Micrt poraceae;g__ Virgi: sp7479
B -_s i ia;c__ iazo__| | Kribbs
k_B _t iajc_ iajo_| ! t umi
k| s i iajo_| iales;T_| | ia;s nanensis
k_B _t iajc_ iajo__ . _t ptomy i 150
P K 4 iaic__ CO | ¢
. __d iajc__i iazo__ r_! ! NA
N «_s _t iaic_ iajo__ . _ tus-his
P K 4 iaic_ CO a !
k_| _ iaje__ iajo__ r_ __: ar
k_I 4 iaic_ CO r_ ¢ 10044
k| 4 iaje_ iajo__ P __Streptomy i
K ) iaic_ ia;0__ r_ _: 8p9731
T s iaic__ iaio_ - _NAis_3p10239
k| 4 iaje_ iajo__ T aceae;g_J i A
K_I ) iaic_ ia;0__ f_T aceae;g_Actinomadura;s _alba-scrupuli
. 4 iajc_ 4 iaj0__ f_Ti aceae;g_ / a;s  sp10348
P k_Bacteria;p__Actinobacteria;c__NA;o__NA;f__NA;p_ NA;s__sp10574
Kk__Bacteria;p__Actinobacteria;c__NA;o__NA:f_NA;o__NA:s _sp10578

k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__NAzo__NA;T__NA;g_ NA;s

sp10607

I «__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Rubrobacteria;o__Rubrobacterales;T__Rubrobacteriaceae;g_ Rubrobacter;s sp10752

P e iazp_ ia;c__Then | o |__Gaiella;s__sp10787
- ia;p_ ia;c__Ther ¢ _« |_Gaiella;s__sp10788-sp10872-8p10908
I ia;p_t ia;c__Ther ¢ _« _Gaiella;s__sp10791
. - iazp_s ia;c__Then ) F | Gaiella;s__sp10795
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a __Gaiella;s__sp10796
f_NA:;g_ NA;s sp10830
_NA;g_ NA;s__sp10830-sp10861-sp10806
__Gai f_NA;g_ NA;s__sp10855
*_NA;g_ NA:;s  sp10356-sp10899
_NA;g_ NA;s _ sp10861.sp10667
*_NA;g_ NA:;s  sp10900
__NA;g_ NA;s  sp10906
_Gai  NAjg_ NA;s_ spi0915
_NA;g_ NA;s  sp10933
_NAg_ NAjs  sp10937
_NA;g_ NA;s  sp10939
_NA:g_ NA:s sp10943-sp10951
_NA;g_ NA;s_ sp10948
__Salin _NA;g__NA;s _sp11120
__Solin [ NA;g_ NA;s  spi1133

iti __NA;s _sp18454.sp18499

fiao__ __NA:s sp18456-sp13578
iiao__ __Parafi terrae
fiao_ iaceae;g_| i
_cl a P sp19939
c i _ ydia;s _sp19963
_Anaeroli NAjs _ sp20745
[ | __Rosei sp21172
= __Rosei sp21177
| | 5p21206
K f_| aceae;g_| s sp21585
Ki ) aceae;g_NA;s _sp21581
K ) aceae;g_ NA:s  sp21596
Ki ) aceae;g_NA;s__sp21599
__Ki K aceae;g_NA;s_ sp21601
_Ki {_MA:g_ NA;s sp21529
__Ki {_NA;g__NA;s sp21532
. Ki {_MAjg_ NA;s sp21534
__Ki (_NA;g__N. 5p21534-3p21635
. Ki {__MAjg_ NA;s_ sp21535
k_ ia;p__Chloroflexic_} T_NAjg_NAis _ sp21535-5p21536
k| ia;p__Cl | f__NA:g_ NA:s sp21535
Pk ia;p__Chloroflexi;c__} f__NA;g__NA;s  sp21537
| = ia;p__Chloroflexisc__| f_NA;g_ NA;s  sp21538
kI ia;p__Chloroflexijc_} T_NAg__NA;s_ sp21543
Dk ia;p__Chloroflexi;c__} f__NA;g__NA;s  sp21550
k_| ia;p__Chlorofiexic_| f_NAg_ NAis  sp21555
k| iaip__C ) T_NAjg_MNAs  sp21556
k_I ia;n__Chlorofiexic_| iazo__| f_NAg_ MAiz  sp21557
k| _cl ic_ | iazo__| T_NAjg_ NA;s_ sp21563
Dk _Cl e ) iazo__| f__MA;g_ NA;s  sp21563-sp21567
k_| )__Chloroflexisc_| iazo_| t_NAg_ NA:z  sp21564
k| _Cl e} iazo__| T_NAjg_ NAis  sp21564-sp21565
- :p__Chloroflexizc__Ki ia;0__| f__NA;g__NA:z__sp21565
P e »__Cl isc_ | iazo__| f__MA;g_ NA;s_ sp21566
k_ ia;p__Chloroflexi;c__K iaz0__Ki T__NA;g__MAis_ sp21567
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. - Pro ._Betapr iazo_ | o : um
. - __Pr ._Betapr iaj0_| aceae;g_ L s__oligocarboniphilum
I - Pr .__Betapr ia;o__NA;f__NA;g__NA;s__proteobacterium
. - Pro ._Betapr iajo_ MA;f__NA;g_ NA;s proteobacterium-sp50605
. - __Pre .__Betapn ia;o__NA;T__NA;g__NA;s _spd8049
. - »__Pro ._Betapr iajo_ MA;f__NA;p_ NA;s sp50652
P _Pr .__Betapro __NA;g__NA;s__sp50663
I - _Pr __Betapr F_Ni NA;s__sp50169
- - »__Pro ._Betapr 1 MNA:;s sp50175
K __Pr __Betapr ! NA;s _sp50202
k_ _Pr _Betapr ! NA:s  sp50212
K Pr _Betapr ! NA;s _sp50212-sp50260
P K Pr. _Betapr ) NA:s_ sp50219
. - __Pr ._Betapr | NA;s  sp50258
. Pr . | _ sp52213
B Pr | | __NAis  sp52386
k_§ Pr 1 _Ds NAjs_ sp52763
k_ _Pr 1 _Ds N sp52774
K Pr 1 ia;0__Desulfur ¢ aceac;g_ s NA
k_§ Pr 1 iajo_| Cy __Anaeromy Sp63525
L I' )_Pry 1 ia;0__| F_Cy __Anaeromy SD53526
k_§ _Pr 1 iajo_| _C sp§3529
k_ __Pr 1 ia;0_| | Sp53585-3pE3637
I < Pr I iazo_ | N sp53607
L I's __Pr i iazo_ | 2 sp53637
ki __Pr 1 iajo_| | sp63687
. Pro 0 iazo_| | sp53712
I Pr . ia;0__| __NAg__NA;s NA
P K Pr. 1 iajo_| F_NAo__NAis_ sp53431
. - Pr: 1 iazo_| _NA;g_ NA;s  sp54233
. - Pr . ia;0__| __MA;g__NA;s _sp54242
I - Pr: | iaio_| F_NA;g_ NA;s  sp54252
B ! D iaz0_| | Sp53965
. | . D iazo_| a it 53431-sp53986
I - | . D iazo_| | gium;s__sp54020
L I's | D iazo__| | Sorangium;s _sp54034
. | . D iaz0_| I gium;s _ sp54037
- | . D i3;0__NA;T__NA:g_ NA;s  sp53237
K | . D ia;o_NA;f_NA;g_ MA;s_ sp53258
K | . D ia;0__NA:f_NA;g_ NAs_ sp53263
k_ _| . D ia;0__NA;f_NA;g_ MAis sp53275
P k_s __| ._D iazo__NA;[__NA;g__NA;s__sp53288
| = _| . D iaso_ NA;f_NA:g_ NA:s  sp53291
N s _ _ D ia30__NA;I_NA;g__NA;s_ sp53304
P e | . D ia;0__NA:f_NA;g_ NA:3_ sp53304-5p53344-3p53415
K | . D iajo_ NA;f__NA;g_ MA:s sp53308
k_B | D ia;0__NA;f_NA;g__NA;s__sp53314
K | . D iajo_ NA;f_NA;g_ MA:s sp63338
k_B | D ia;0__NA;f_NAjg__NA;s__sp53341
P e | . D iaso_ NA;T__NA:;g  NA;s__sp53344
K | D iajo_ NA;f_NA:g_ NA;s sp53361
K_ ! D ia;0__NA;f_NA;g_NA;s _sp53361.sp53384
. | . D iaso_ NA;f__NAj;g_ NA;s  sp53361-sp53390
D | D iazo__NA;T__NA;g_ NA;s _sp53363
K | . D ia;0__NA;f_NA;g_ MA;s_ sp53365
e | D ia;0__NA;T_NA:g__NA;s__sp63384
I _| . D ia;o__NA:f_NA:g_ MA:s  sp53390
e _| ;D ias0_ NA;f__NA;g_ NA;s  sp53394
I _| . D ia;o__NA:f_NA:g_ MA:s  sp53400
- | . D ia;0_ NA;T__NAsg_ NA;s  sp53420
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I - __Pr __Deltapr __NA;T_NA;g_ NA;s__sp54611

- - __Pr ia;c__Deltapr __NA:f__NA;g_ NA:s  sp54674

. - __Pro ia;c__ Deltapr _MA;f__NA;g_ NA;s sp54682

I - __Pr __Deltapr __NA:f__NA;g_ NA:s  sp54727

P Pr iajc__Deltapr __NA;f__NA;g_ NA;s sp54744

. Pr ia;c__Deltapr __NA;f__NA;g__NA;s__sp54835

. _ __Pr ia;c__Deltapr __MNA;f__NA;g_ NA;s _sp54844
k_| _Pr iazc__Deltapr . ales;f__Syr __NA;s _ sp55100
k| Pr iaic__( L Cox » siphonis
k_| Pr iare_( | | | nxantha

R Pr fajc_( _| TP !

. __Pr iajc__ ) \adales;__NA;g_ 18 NA

| ' Pr a;c__¢ ) radalessf__NA;o__/ 18 Sp66538

L ' Pr iayc_ ) sf NA;o_ A i3 spB5538-spB5539-spE5E06
k_| __Pr ia;c_ _ 1adales;t__NA;g_ ;S $D66638-5p65540
k| _Pr iaze_( _ T NAg_J i3 spB5541
k| __Pr iaic_( . 1adales;__NA;g__NA;s__sp65599
k| __Pr iaic_( . 1adales;__NA;g__NA;s_sp65606

Pk __Pre iae__¢ . of_ __Dyella;s
k| __Pr iaic_( iazo_ 1adales;f_ __NA;s__sp65520
k_| P fiaic_ . radales;f ) | 35 3p65238

. iagp_ T . _Ther: T f_Tl __NA;s_ sp68414

P iagp_ T . _Ther: T f_Tl __NA;s  sp6B420
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__NA;o__NA;f__NA;g_ NA:s _sp68522

I «__Bacteria;p__ Verrucomicrobiaze_| _ NA;f_ NA;g_ NAjs  spB8540

I «__Bacteria;p_Verrucomicrobi

I k__Bacteria;p__Verrucomicrol

I __Bacteria;p__Verrucomicrobiaic__NAjo__NA;i_NA;g_ NA:;s__sp68644

I «__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__NA;o__NA;f_NA;g_NA;s _sp68701-sp66751

I «_ Bacteria;p_ Verrucomicrobiaze_ NA;o_ MA:f__NA:g_ N spBBT0S

I «__Bacteria;p__Verrucomicrobiaic__NA;o__NA;i__NA;g_ NA;s _sp68782

I «_ Bacteria:p_ Verrucomicrobia;c__NA;o_ NA:f__NA;g_ NA:s  sp6s791

I - iajp_ Ver iaje_ | iajo__C i ales;f__MA:;g_ NA;s_ bacterium

[ ' __Ver iaje_ | iajo__Cl ales;f__MA;g_ NA;s spB69112-sp69172

I «_ Bacteria;p_ Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o_Chthoniobacterales;f__NA:g_ NA;s  sp69120 -

. iajp_ Ven iage_ iajo_ Cl i ales;f_NA;g_ NA;s  sp69124 0.1%
Kk__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o__Chthoniobacterales;t__MAig__NA;s _Sp68133 0.0% 0.2%
k| iazp_ Ven iaze__ iajo__C i ales;T__MA:g_ NA;s__sp69154 0.0% 0.2%
k| iazp_ Ven | e ales;T__MA:g_ NA;s  3p60154-sp69477 0.2% 0.0%

I k_Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spart iaj0_C i f_NA;g__NA;s  sp69155 0.0% 0.0%

. - ia;p_ Ve i ia;c__Spart iaj0_ C i f__NA;g_ NA;s  spB9161 0.0% 0.0%

N «__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spart iaj0__C i f_NA;o__NA;s__sp69167 0.0% 0.1%

I k__Bacteria;p__Verrucomicrobiaic__Spart iajo__C i f_NA;o_ NA;s__sp69169 0.0% 0.0%
k| iazp__Ven iajc__Spart iajo__C i f_NA;g_ NA;s_ spg9170 0.0% 0.1%
k| iazp__Ven iajc__Spart iajo__C i f_NA;g_ NA;s  spg9172 0.0% 0.0%
Kk_Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spart iazo__C i f_NA;g__NA;s  Sp6g177 0.0% 0.3%
k| iazp__Ven icrobiaze__Spart iazo__C i f_NA;g_ NA;s  spB9479 1.1% 0.3%

1 k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spart iajo__C i f__Xiphit aceae;g__° ;s__spB9931 0.4%
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spart iazo__C i f_Xiphi aceacig_*Xiphi 3p69223 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spart iao__C i f__Xiphi aceae;g_C 5p69225 0.0% 0.1%
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