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La presente actividad que esta enmarcada del proyecto que busca fortalecer las microeconomias
regionales con beneficio a pequefnos productores de especies aromdticas y aceites esenciales de
Argentina y Colombia, incrementando la productividad y sostenibilidad de sus sistemas
productivos, su capacidad técnica y organizativa, el aprovechamiento de materia prima y manejo
empresarial, en el marco de la fitorremediacién de suelos mineros. Para lo cual es importante
conocer la abundancia y diversidad de microorganismos presentes en dichos suelos. Para esto se
realizaron muestreos en la zona a tres niveles (bosque= BOS; botadero inactivo top= BIT;
Botadero inactivo= BIM). Se realizaron un total de 60 extracciones de ADN de las muestras
tomadas en la mina. Dichas muestras se amplificaron para 16S e ITS, y se mandaron a secuenciar.
Los resultados permitieron determinar 1740 géneros de bacterias y 817 especies de hongos que
representan un numero significativo de microorganismos identificados. Dentro de las familias
mas abundantes de bacterias se identificaron Burkholderiaceae, Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae, Micromonosporaceae. Asi mismo, dentro de los géneros mas representativos
para hongos estuvieron Fusarium, Aspergillus, Hypoxylon, Curvularia y Trichoderma. El estudio
realizado en los suelos mineros en proceso de restauracion permitié determinar que los procesos
realizados con las plantas aromaticas y la fertilizacion aplicada mejoraron la diversidad de
microorganismos reflejando un proceso de sucesién que permitira el futuro uso del suelo para la
agronomia.
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El carbdn es uno de los recursos energéticos mds importantes en el mundo (Wu, et al 2019). Asi
mismo, la mineria de carbdn es una de las industrias centrales que contribuye al desarrollo
econdmico de diversos paises pero a su vez deteriora gravemente el medio ambiente (Tiwary,
2001), tales como la contaminacion del aire, el aumento de la probabilidad de incendios,
deformacion de suelos, contaminacién del agua, agotamiento de los recursos hidricos y pérdida
de biodiversidad, adicionalmente se genera una afectacion de actividades agricolas debido a que
se crea una competencia por la utilizaciéon de los suelos (Younger, 2004), por esta razén se
convierte en un desafio realizar una mineria sostenible, que contemple la revegetacién vy la
rehabilitacion de areas degradadas por actividades mineras (Gastauer, et al 2018).

En este sentido, la mineria ha tenido un auge notable en el mundo en los ultimos afos debido al
dinamismo de flujo de inversion que se ha logrado por parte empresas mineras internacionales,
en la actualidad muchos paises de América Latina se benefician del aumento de estos flujos
(Cardenas & Reina, 2008). En Colombia, en la ultima década se ha registrado un crecimiento
significativo en el volumen y el valor de la produccidn de los bienes primarios y en particular en
el sector minero y de hidrocarburos, afectando positivamente, y de manera importante el
producto interno bruto (PIB), del pais, con una participacion promedio alrededor del 6,7 %
(Martinez, 2012; Martinez & Aguilar, 2013).

En Colombia, dentro de una de las principales minas de carbdn esta la Caypa, que viene operando
desde el aflo 1990. El area de la concesion minera es de 300 Ha, se encuentra ubicada sobre rocas
pertenecientes a la formacidn Cerrején, la cual estd compuesta predominantemente por roca y
también por numerosos mantos de carbdon mineral (Ruiz, et al 2018). La explotacién del carbén
se realiza mediante el sistema denominado mineria a cielo abierto, la cual implica realizar una
serie de operaciones que inician con el descapote de la cobertura vegetal. Posteriormente,
cuando se llega a la roca sana e intacta se ejecuta la perforacién y la voladura de roca, una vez se
vuela la roca, se prosigue con la remocién de la roca fragmentada (material volado). A este
material se le denomina estéril. El cargue del estéril se realiza con retro excavadoras y camiones
mineros, los cuales una vez cargados, transportan el estéril hasta los sitios de disposicion final,
llamado botaderos de estéril (Ruiz, et al 2018).

Debido a este proceso, se hace importante que al final se evallen el estado de los suelos de los
botaderos y su posible rehabilitacidn. Es aqui donde el estudio de los microorganismos presentes
en dichos suelos podria mostrar la eficacia de este proceso de rehabilitacion adicionalmente
pueden servir como un indicador de rehabilitacion de la tierra. Para este objetivo, la
metagendmica busca identificar los microorganismos presentes en una muestra de ecosistemas
acudticos, suelos agricolas y minas, entre otros (Craig et al., 2009), que mediante otras técnicas



no se podrian identificar, aproximadamente el 99 % de los microorganismos presentes en
ambientes naturales no pueden ser replicados in vitro con las técnicas tradicionales de cultivo
(Ruiz & Rodarte, 2003). De esta manera, la metagendmica no solo sirve como herramienta para
la evaluacion y explotaciéon de comunidades microbianas presentes en ecosistemas complejos en
este caso los suelos mineros (Simon & Daniel, 2011), sino que permite el descubrimiento de
nuevas moléculas de interés biotecnoldgico (Avila & Quito, 2019).

El presente trabajo estd enmarcado en el proyecto “Desarrollo de microeconomias regionales en
la produccidn de aceites esenciales cosechadas en suelos mineros”, que busca fortalecer las
microeconomias regionales con beneficio a pequefios productores de especies aromaticas y
aceites esenciales de Argentina y Colombia, incrementando la productividad y sostenibilidad de
sus sistemas productivos, su capacidad técnica y organizativa, el aprovechamiento de materia
prima y manejo empresarial, en el marco de la fitorremediacidon de suelos mineros. El presente
trabajo corresponde a la actividad 2.7 en el marco de estudios metagendmicos del suelo a
realizarse con la informacion de los tres primeros aifos de estudio y a entregarse el tercer afio de
investigacion, esta actividad tiene como objetivo describir la biodiversidad de los
microorganismos presentes en los suelos de los botaderos inactivos que se pretenden recuperar
con la siembra de variedades de plantas aromaticas y el manejo del suelo. Lo cual permitira tener
un mejor conocimiento de los procesos que estan ocurriendo en el suelo y plantear para el futuro
nuevas opciones de manejo de este con microorganismos endémicos que se puedan haber
adaptado a las condiciones de la region.



Objetivos

Dentro del marco del proyecto que busca fortalecer las microeconomias regionales con beneficio
a pequeios productores de especies aromaticas y aceites esenciales de Argentina y Colombia,
incrementando la productividad y sostenibilidad de sus sistemas productivos, su capacidad
técnica y organizativa, el aprovechamiento de materia prima y manejo empresarial, en el marco
de la fitorremediacion de suelos mineros.

Con las actividades que se resolveran en este proyecto se planted determinar el microbioma del
suelo antes y después de la restauracion de los suelos mineros, lo que permitird establecer
directamente el tipo de organismos que colonizan el suelo después de la restauracién de los
suelos.



Descripcion del lugar

El muestreo se realizd en la mina de carbdn a cielo abierto “La Caypa”, ubicada en 11°3' N, 72°40'
W en el departamento de Guajira al noreste de Colombia a 2,5 km del pueblo de Patilla cerca de
la ciudad de Barrancas, dentro de la depresion Cesar-Rancheria. Esta mina cubre
aproximadamente 300 hectareas. El area es una llanura baja a unos 150 m de elevacién, que
consiste en pastizales de sabana y matorral disecado por los cursos de agua de la cuenca Cesar -
Rancheria. La propiedad se encuentra en el drea de produccidn de carbdn Cerrején y entre las
propiedades se encuentra la mina a cielo abierto Cerrejon, la mina de carbédn mas grande de
Sudameérica (Grafico 1).

Complejo de
mineria Cerrejon
7

Grafico 1. Imagen satelital obtenida por el satélite sentinel-2 el 5 de diciembre de 2017 donde se observa la localizacion
de la mina La Caypa dentro del complejo del Cerrejon.



Dentro de la mina hay 5 grandes zonas definidas: La zona de oficinas y talleres, la zona de trabajo
minero, la zona excavada que ha sido rellenada, el botadero sur en el que adn se esta
interviniendo y el botadero inactivo norte que se encuentra cerrado desde hace 9 afos, que estd
dividido en 3 terrazas escalonadas que fueron sembradas con trupillo (Prosopis juliflora). En la
terraza superior se aplicd un proyecto piloto con limoncillo (Cymbopogon citratus) desde 2018.
Esta especie se cree fitorremediadora y es una de las especies que se estara utilizando en el
proyecto para la produccion de aceites esenciales de acuerdo con el modelo de los indigenas
Kankuamos (Grafico 2).
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Gréfico 2. Plano del sitio
Disefio experimental de muestreo

Dado que el suelo dentro de cada tratamiento no es homogéneo y sus caracteristicas
fisicoquimicas pueden ser distintas y se observaron cambios en color y elevacion, cada
tratamiento fue dividido en 3 bloques de diferentes rangos de altura en el caso del botadero o
profundidad en el caso de la mina. Se marcaron estas zonas de la siguiente manera: 1) Botadero



inactivo alto (BIT) 2) La zona del botadero inactivo medio (BIM), 3), El bosque nativo (BOS)
(Gréfico. 3).

Cada tratamiento seleccionado fue muestreado en sus tres bloques en dos tiempos distintos, el
primer muestreo se realizara en el febrero del aino 2018 y el segundo muestreo en diciembre del
2019.

———
Sy,  BOTADERO INAETIVO ALTO

BOTADERQ INACTIVO BAJO

Gréfico 3. Diferentes niveles del botadero inactivo ubicado al norte de la mina.

De esta manera para analisis estadisticos posteriores se debe tener en cuenta que la variable
independiente fue el tratamiento al que estd sometido cada bloque y el tiempo en el que se
realizd la colecta y las variables dependientes fueron los desenlaces o resultados de los analisis
gue se le realizaron a las muestras de suelo: diversidad, riqueza, concentracion de metales
pesados, etc.

Muestreo en cada bloque.

En cada bloque se dibujé un transepto (zig-zag) y sobre el zigzag se escogieron los puntos de la
mitad del trazo (Gréfico 4). En cada punto seleccionado se dibujé una parcela circular con centro
en el punto y diametro 20 m. Se muestrearon cinco puntos, los puntos cardinales N, S, E, O y el
centro de la parcela con un tubo hasta 10 cm de profundidad y 10 diametro. De tal manera que
de cada punto se recuperaron 3 kg de suelo. En total de cada cuadrante se deben obtener 15 kg
de muestra de suelo. Para la muestra se tomaron los primeros 10 cm de suelo o en caso de que
el suelo tuviera menos de 10 cm se tomd una muestra solo con el primer horizonte, teniendo
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mucho cuidado de no contaminar la muestra con el segundo horizonte del suelo. Para estar
seguro sobre el cambio de horizonte se puso especial interés al cambio de color en los horizontes
del suelo, el primer horizonte debe ser siempre negro. Dentro del tratamiento (bosque, botadero
inactivo, etc.), las muestras de suelo combinadas de un mismo bloque se tamizaron y
homogenizaron en campo usando un colador no metdlico para obtener una sola muestra
compuesta por bloque. Cada tratamiento incluyd 3 réplicas bioldgicas, una por cada muestra
compuesta de los tres bloques. Se obtuvo al final 6 muestras compuestas por
estrato/tratamiento. Las muestras fueron tomadas y almacenadas en nevera con pilas de gel
refrigerante de tal manera que se conserven hasta ser recibidas en el laboratorio de la
Corporacién para Investigaciones Bioldgicas en la ciudad de Medellin.

En cada punto de muestreo se debe medir la erosidn, la pendiente, el drea de vegetacidon versus
area de suelo desnudo (cobertura vegetal), la cantidad de escorrentia que afecta el suelo (cuantos
canales y profundidad de los canales), relacion matriz-armazén, analisis de metales, oxidacion de
hierro (rojo), azufre o arsénico (amarillo), composicién de elementos mayores y menores,
minerales macroscépicos (pirita y cuarzo), granulometria y tamafo de grano.

Esquema simplificado de la mina, bloque mas elevado

Gréfico 4. Ejemplo trazo de zig-zag con puntos de muestreo dentro de cada bloque, en este caso el bloque mas
elevado de mina activa. Detalle de las medidas de la parcela circular dentro de uno de los puntos seleccionados.

Purificacion de DNA y secuenciamiento.

A partir de 250 mg de suelo de cada muestra, se realizé la extraccion del ADN total usando el kit
DNeasy PowerSoil (Qiagen, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de ADN
fueron cuantificadas usando un nanodrop 2000. Las muestras purificadas de ADN que pasaron los
criterios de calidad fueron seleccionadas para ser enviadas a secuenciar. Las muestras del primer
secuenciamiento fueron enviadas a la empresa BGl genomics, mientras que las segundas
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muestras fueron enviadas a la High-Throughput Sequencing Facility (HTSF) de la Universidad de
Carolina del Norte. En ambos casos se realizé una PCR para amplificar las regiones 16S e ITS
usando los mismos juegos de cebadores. El secuenciamiento se realizdé en un equipo MIiSEQ con
lecturas pareadas de 250 pb. Para el primer muestreo se analizaron 6 replicas en el 16S, sin
embargo, se establecié que 3 replicas eran suficientes, lo que se tuvo en cuenta para el segundo
muestreo.

Analisis Bioinformatico.

Se realizé la comprobacion del control de calidad mediante el programa FastQC que proporciona
un conjunto de analisis que se pueden utilizar para tener una impresion rapida de cualquier
problema con el conjunto de datos (Brown, Pirrung, M & McCue, 2017). Los cebadores de PCR se
eliminaron usando el programa Trimmomatic que es una herramienta de recorte de lectura
flexible para datos Illumina NGS (Bolger et al, 2014). Las secuencias fueron también filtradas por
calidad. Si solo se eliminé una lectura del par, la otra también se descarté para mantener la
naturaleza del extremo emparejado de las muestras. Luego, las secuencias se filtraron usando
DADA2. La anotacién taxondmica se llevé a cabo después de la eliminacion de las quimeras
utilizando la funcién assignTaxonomy usando el conjunto de la base de datos de 16S de referencia
Silva version 138.1 (Quast et al., 2012), y para las librerias de ITS se usé la base de datos UNITE
version 8.2. Los paquetes de R phyloseq y ggplot2 fueron implementados para realizar un analisis
mas detallado de los datos del microbioma. La funcién filterAndTrim de DADA2 con una tasa de
error maxima de 2. Las secuencias trimadas fueron usadas para estimar la tasa de error (funcién
learnErrors). Finalmente, a las secuencias se les elimino el ruido, se fusionaron, y las variantes
fueron inferidos utilizando el algoritmo.
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Resultados

Los muestreos se realizaron conforme a lo establecido en la metodologia como se muestra en la
tabla 1. Una parte de las muestras tomados fueron enviadas para analisis fisicoquimicos de suelos,
estos los datos fueron almacenados para posteriores anadlisis (Grafico 5). La otra parte fue llevada
al laboratorio para realizar las extracciones de ADN.

Tabla 1. Sitios muestreados y muestras seleccionadas.

NOMBRE CcODIGO # Quimico  Textura Plomo Cadmio
MUESTRA
BOTADERO INACTIVO TOP 1 BIT1 1 X X X X
BOTADERO INACTIVO TOP 2 BIT2 2 X
BOTADERO INACTIVO TOP 3 BIT3 3 X X X X
BOTADERO INACTIVO TOP 4 BIT4 4 X
BOTADERO INACTIVO TOP 5 BIT5 5 X
BOTADERO INACTIVO TOP 6 BIT6 6 X
BOTADERO INACTIVO 1 BIM1 7 X X X X
BOTADERO INACTIVO 2 BIM2 8 X
BOTADERO INACTIVO 3 BIM3 9 X X X X
BOTADERO INACTIVO 4 BIM4 10 X
BOTADERO INACTIVO 5 BIM5 11 X
BOTADERO INACTIVO 6 BIM6 12 X
BOSQUE 1 BOS1 13 X X X X
BOSQUE 2 BOS2 14 X
BOSQUE 3 BOS3 15 X X X X
BOSQUE 4 BOS4 16 X
BOSQUE 5 BOS5 17 X
BOSQUE 6 BOS6 18 X
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Grafico 5. Muestreo en zona de Bosque aledafio a los botaderos inactivos. A) Panorama general del bosque; B) Tipo
de suelo; C y D) Metodologia de toma de muestras.

Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de suelos de Corpoica en Bogota, que ademads
contemplaron analisis de metales pesados Fe, Zn, Cd y Pb. En términos generales se encontraron
contenidos de sodio y sales (Conductividad eléctrica alta) que pueden dificultar el crecimiento de
cualquier especie. Adicionalmente, pH alto y contenido de materia organica alta que no es comun
en la Costa Atlantica y contenidos altos de azufre. El contenido de plomo y cadmio se incrementa
al aumentar la profundidad de explotacion removiendo contenidos de plomo y cadmio de las
rocas en la explotacién. Se determind una gran desigualdad y fallas estructurales entre los suelos
de los botaderos inactivos (Grafico 6 y 7), posiblemente debido al deterioro por erosién edlicay
de vientos. Ademas, se evidencié una gran cantidad de especies vegetales que han ido
colonizando estas zonas, y otras especies vegetales que han sido introducidas, encontrandose
gue segun el indice de valor de importancia (IVI), en el bosque seco tropical del Proyecto minero
Caypa las especies mas importantes corresponden a Trupillo, Aromo, Yaguaro, Guacimo; con una
diversidad de 7/10.
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Grafico 6. Muestreo en botadero inactivo, se muestran fallas estructurales en la zona.
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Grafico 7. Ubicacion de botadero inactivo donde se aprecia desigualdad en suelos, y se tomaron muestras.

Por otra parte, la zona mds baja y media del botadero presento una granulometria desde fina
hasta gruesa, lo que genera capas muy permeables que conservan a su vez en gran medida el
liquido esencial para el cultivo, pero para poder lograr altos indices de masa cultivada deben
realizarse actividades que maximicen el drenaje intergranular de los suelos. El hierro que aparece
en abundancia proviene de la formaciéon Molino que se encuentra estratigraficamente dispuesta
debajo de la formacion superficial de la zona la cual estd compuesta por concreciones
Ferruginosas en arcillolitas las cuales al disgregarse y meteorizarse logran aportar esta capacidad
a los materiales que propiamente luego se llevan a los botaderos.

Para el primer muestreo se realizaron 60 extracciones de ADN y para el segundo muestreo se
realizaron 40 de extracciones de ADN (Grafico 8), se seleccionaron las muestras que presentaron
las mayores concentraciones de ADN y buena calidad, necesaria para ser secuenciadas (Tabla 2),
en las muestras del botadero inactivo se determind una gran cantidad de contaminantes como
era de esperarse que afectaron la eficiencia de la extraccion, sin embargo, se seleccionaron las
mejores muestras y se enviaron a los centros de secuenciamiento para el proceso de
amplificacién por 16S e ITS, para posterior secuenciamiento.
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Gréfico 8. Foto de muestras de ADN extraido de los suelos en estudio. BIM= botadero inactivo; BIT= Botadero Inactivo
Top; B=bosque; R1 = replica 1; R2= replica 2; R3= replica 3.

Tabla 2. Resultados de purificacién del DNA y su respectiva cuantificaciéon. BIM= botadero
inactivo; BIT= Botadero Inactivo Top; BOS= bosque.

Concentracion

f—

Presencia de

" contaminantes

Muestras 260/290 260/230 | Nanodrop Qubit
BIM_R1 1,47 1,81 20,3 ngfuL | 38 ug/mL
BIM_R2 1,35 1,71 19,0 ng/uL | 30 ug/mL
BIM_R3 1,37 1,42 19,6 ng/ul | 31 ug/mL
BIM_R4 1,37 1,51 29,7 ngfuL | 59 ug/mL
BIM_RS 1,44 1,21 39,7 ngfuL | 80 ug/mL
BIM_RE 1,09 25,7 ng/ul | 50 ug/mL

- Muestras con DNA
__, demala calidad y
baja concentracion

Muestras con
buena calidad y
concentracion

—

Si bien algunas de las muestras no tuvieron los mejores estandares de calidad, igual las PCRs

revelaron que no tenian contaminantes que inhiban
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secuenciamiento evidenciaron entre 1,7 M a 2,6 M lecturas para las primeras muestras (Tabla 3),
a partir de estos resultados se identificé que con alrededor de 1.2 M era una profundidad
suficiente para establecer los resultados. Para el muestreo de ITS se tuvieron lecturas alrededor
de 1.9 M para el primer muestreo y para el segundo muestreo se tuvieron muestras entre 755.550
a 377.119 (Tabla 4).

Tabla 3. Lecturas resultantes de los secuenciamientos para las muestras de 16S. BIM= botadero
inactivo Medio; BIT= Botadero Inactivo Top; BOS= bosque.

Muestreo 1 Muestreo 2
Muestra # de Muestra # de Muestra # de
lecturas lecturas lecturas

BIM_R1_16S 2.621.603 BIT_R4_16S 2.338.924 BIM_R1_16S  1.228.125
BIM_R2_16S 2.032.204 BIT_R5_16S 2.206.288 BIM_R2_16S  1.187.032
BIM_R3_16S 2.304.363 BIT_R6_165 2.461.782 BIM_R3_16S 958.946
BIM_R4_16S 2.414.052 BOS_R1_16S 1.889.820 BIT_R1_16S  1.061.894
BIM_R5_16S 2.325.667 BOS_R2_16S 1.994.880 BIT_R2_16S  1.268.484
BIM_R6_16S 2.565.167 BOS_R3_16S 2.275.218 BIT_R3_16S  1.201.601
BIT_R1_16S 2.180.920 BOS_R4_16S 2.443.468 BOS_R1_16S  1.260.644
BIT_R2_16S 2.458.341 BOS_R5 165 2.864.917 BOS_R2_16S  1.199.087
BIT_R3_16S 2.381.088 BOS_R6_16S 2.292.921 BOS_R3_16S  1.033.997

Tabla 4. Lecturas resultantes de los secuenciamientos para las muestras de ITS. BIM= botadero
inactivo Medio; BIT= Botadero Inactivo Top; BOS= bosque.

Muestreo 1 Muestreo 2
Muestra #de Muestra #de
lecturas lecturas
BIM_R1_ITS 1.863.775 BIM_R1_ITS 377.119
BIM_R2_ITS 1.988.997 BIM_R2_ITS 450.995
BIM_R3_ITS 1.738.552  BIM_R3_ITS 755.506
BIT_R1_ITS 2.290.119 BIT_R1_ITS 485.868
BIT_R2_ITS  2.250.337  BIT_R2_ITS 467.331
BIT_R3_ITS  2.483.338  BIT_R3_ITS 421.661
BOS_R1_ITS 1.814.563 BOS_R1_ITS 484.306
BOS_R2_ITS 1.964.470 BOS_R2_ITS 425.869
BOS_R3_ITS 1.988.997 BOS_R3_ITS 441.367
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Las secuencias en general tuvieron un resultado de calidad aceptable y muy estable segun
electroforesis (Grafico 8), lo que permitié empezar los flujos de procesamiento de las muestras.
Se analizaron las lecturas con el programa FastQC para establecer la calidad minima aceptable
(Grafico 9).

Quality scores across all bases (llumina 1.5 encoding)
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Grafico 9. Resultados de analisis con el programa fastqc.

Los andlisis de las muestras con el programa DADA2 permitié corregir errores de las secuencias
en las muestras, asi como establecer el nimero de secuencias Unicas por muestra (Grafico 10), el
protocolo merge secuencias logro unificar las lecturas forward y reverse. Posteriormente, El
método core dada corrige los errores de sustitucién e indel, pero las quimeras permanecen.
Afortunadamente, la precision de las variantes de las secuencias después de la eliminacion de
ruido hizo que la identificacién de ASV quiméricos fuera mas sencilla que cuando se trata de OTU
difusas. Las secuencias quiméricas se identificaron mediante la reconstruccion combinando un
segmento izquierdo y un segmento derecho de dos secuencias "parentales" mas abundantes.
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Grafico 10. Resultados de andlisis con el programa DADA2

Es comun en este punto, especialmente en la secuenciacién de amplicones 16S /ITS, asignar
taxonomia a las variantes de secuencia. El paquete DADA2 proporciona una implementacion
nativa del método clasificador bayesiano para asignar taxonomia a las variantes de secuencia de
los amplicones de 16S/ITS. La funcién assignTaxonomy tomd como entrada un conjunto de
secuencias a clasificar y un conjunto de entrenamiento de secuencias de referencia con
taxonomia conocida, y generd asignaciones taxonémicas. Los graficos de enriquecimiento segin
Simpson mostraron que la diversidad entre las muestras por tratamiento agrupa a la mayoria de
las réplicas, las medidas de diversidad alfa estuvieron entre 0,970 y 0,976 para 16Sy 0,970y 0,990
para ITS (Grafico 11).
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Gréfico 11. Plot de enriquecimiento que muestra la diversidad de las muestras segin Simpson para 16Sy y para ITS,
grafico obtenido mediante el programa phyloseq
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Para los amplicones de 16S del primer muestreo se obtuvieron 57 filos para estos se asignaron
134 clases dentro de los que se asignaron 429 familias y 1740 géneros. Algunas de las familias
mds representativas fueron  Burkholderiaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae,
Micromonosporaceae con 50, 31, 26 y 25, también se identificaron otras familias tales como
Thermoactinomycetaceae, Solibacteraceae_(Subgroup 3), Desulfobulbaceae, con 10, 8, y 7
géneros cada una (Grafico 12).

Familias para 16S Primer muestreo
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Grafico 12. Numero de géneros por familia que se asignaron a los amplicones de 16S para el muestreo 1.

En general, se identificd una menor abundancia de géneros asociados a las muestras del bosque,
y una mayor abundancia en las muestras de Botadero Inactivo Top, especialmente los géneros
Nitrocosmicus y Neorhizobium. Mientras que el género Steroidobacter presento mayor
abundancia en las muestras del Bosque (Grafico 13). Para el Botadero Inactivo Medio se
determiné que el género Microvirga fue el mdas abundante.
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Gréfico 13. Plot en barras de la distribucion taxonémica de los 20 géneros mas abundantes para el segundo muestreo.

Para el segundo muestreo se identificd una disminucidn en la abundancia de algunas familias en
comparacion con el primer muestreo, especialmente, Burkholderiaceae, Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae, Micromonosporaceae, y otras que aumentaron tales como
Gemmatimonadaceae, Pseudonocardiaceae, Gemmataceae y Phycisphaeraceae, que fueron
especialmente altas en BIT y BIM en comparacién con BOS (Grafico 14).
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Familias para 16S segundo muestreo
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Grafico 14. Abundancia de familias para 16S para segundo muestreo.

Para el segundo muestreo se observé que algunos de los géneros como Flindesiella,
Solirubrobacter fueron mds abundantes en las muestras de bosque, mientras que para
Povalibacter, FFCG7168, Modestobacter, Aridibacter, Hymenobacter estuvieron presentes solo
en BIM. Y los géneros RB41, Streptomyces, I-8, Krasilnkoviella fueron mas abundantes en BIT
(Grafico 15).
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Géneros para 16S segundo muestreo
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Grafico 15. Géneros mas abundantes para el segundo muestreo de 16S.

En el caso de los amplicones de ITS se obtuvieron 13 filos, para los que asignaron 39 clases, 88
ordenes, 195 Familias (Grafico 16), 386 géneros, y 817 especies (Grafico 17). De estas 817
especies, 119 no se pudieron establecer (NA), y dentro de los géneros mas representativos
estuvieron Fusarium, Aspergillus, Hypoxylon, Curvularia y Trichoderma con 17, 16, 12, 11y 11
especies correspondientemente (Grafico 17).
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De los géneros mas abundantes llama la atencidn los géneros Fusarium que son patdgenos del
suelo como lo es la especie Fusarium oxysporum y F. Solani, asi mismo como el género
Trichoderma que puede ser de interés para el analisis general del proyecto (Tabla 4).

Tabla 5. Géneros con mayor numero de especies asignadas.
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Géneros Especies Géneros Especies
NA NA
5__rcoespitosus 5 COricoe-popoyae
5 eburneccremeLs 5 ellisii
5 granulosus 5 erogrostidis
5 insuetus 5 intermedia
s intermedius g_ Curvularia | s Jjunata
5__ kornatokoensis 5 psewdorobusta
g Aspergillus s_mq.:'ff.f s . s_smfg.m'm
5__mimsclerotigenes 5 spicifera
5 pseuwdodeflectus 5 subpopendorfil
5 PUMICEUs 5 wverruculosa
5 guadrilineatus NA
5 subversicolor 5 anthochroum
5 spdowii 5__ralileguense
5 tamarii 5 crocopepium
5 westerdijkioe 5 fendleri
MNA 5__griseobrunneum
g__Hypoxylon
5 acutatum 5__haematostromog
5__albosuccineum 5__moenticulosum
5 buharicum 5 pulicicidurm
5 chlamydosporum 5 rubiginosum
5 delphinoides 5 subdisciforme
5 kelerajum 5 suranareel
5 keratoplasticum NA
g_ Fusarium 5 kurunegalense 5 coerulescens
5__ OXRYSpOrum 5__ Erinaceum
5 penzigil 5 eucorticioides
5 proliferatum 5 evansil
5__ pseudensiforme g__Trichoderma| s jongibrachiatum
5 redolens 5 POLCispOorum
5__sarcochroum 5 rifaii
5 solani 5 SOPLIFRISPOFLm
5 sublunatum 5 turrigibense
5 wvirescentiflavum




Para el segundo muestreo En total se obtuvieron 187 familias distintas, repartidas entre los 3
tipos de muestras. Algunas de las familias mas frecuentes fueron Aspergillaceae, Pezizomycotina,
Chaetomiaceae y Glomeraceae para BIT, mientras que las mdas abundantes para BOS fueron
Nectriaceae, Trichomeriaceae, Agaricaceae (Grafico 18).

Familias para ITS en el segundo muestreo
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Grafico 18. Namero de géneros mas abundantes por familia que se asignaron a los amplicones de ITS en el
segundo muestreo.

Para dicho muestreo también se obtuvieron 327 Géneros diferentes, entre los que resaltan los
géneros Ciliophora y Aspergillus con la mayor cantidad de especies en las muestras, siendo
significativamente mas altas en BIT. También se resalta la aparicion de especies patogenas tales
como Fusarium, Cladosporium, Colletotrichum. Y Generos que pueden ser usados para bienestar
entre estos esta Trichoderma, Ganoderma, Cordyceps, que han sido usados para el control
biolégico (Grafico 19).
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El suelo se podria considerar como un sistema complejo que sirve de reservorio para una gran
cantidad y biodiversidad de microorganismos. En este sentido, albergan un gran potencial
genético para la degradacién y transformacion de compuestos organicos en el planeta (Nogales,
2005). Conocer este potencial mediante técnicas convencionales se ve muy limitado debido que
un pequefio porcentaje de los microorganismos puede crecer y almacenar en medios artificiales
(Torsvik & @vreas, 2002), por otro lado, la metagendmica permite conocer la mayoria de
microorganismos que estén en una muestra de suelo, estableciendo asi la calidad del suelo y
potencial del mismo en un proceso.

Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de un suelo permite tener una idea del nivel de
afectacidén del suelo, un ejemplo de esto es que al encontrar en las muestras altos contenidos de
sodio y sales esto nos permite saber que la revegetacién va a ser un poco dificil, teniendo en
cuenta el impacto que estos pueden tener en el suelo y el nivel de estrés que pueden ocasionarle
a una planta(Mata et al., 2014); otro pardmetro que fue evaluado es la presencia de plomo y
cadmio, en un suelo; tener estas dos condiciones elevadas resuelta en un peligro para la biota
debido a su tendencia de acumulacién y la biomagnificacion a través de la cadena tréfica ademas
de tener efecto en la sobrevivencia de las plantas (Argota et al., 2014). Por otra parte, la
metagendmica termina de darnos los datos necesarios para comprender las interacciones
bioldgicas de una muestra y asi tener los datos base para crear una estrategia de biorremediacién,
en general con las muestras obtenidas se obtuvieron aceptables indices de riqueza sin importar
si era BIT, BIM o BOS; o0 16S o ITS, esto refleja que a pesar de las condiciones que se manejan en
una mina aun se mantiene diversidad en su biota. Esto también teniendo en cuenta a que los
suelos de la Guajira colombiana son pobres en microorganismos, y que muchos de los trabajos
gue se realizan no logran cultivar muchos de los microorganismos, y por tal razén no son efectivos
limitdndose a algunos grupos tales como Proteobacterias, Cyanobacterias y algunas Eubacterias
Gram positivas (Jaramillo, 2002).

Para un primer muestreo las familias mas representativas fueron Burkholderiaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Micromonosporaceae. De estas, la familia Burkholderiaceae
de acuerdo a trabajos realizados por otros investigadores se le ha determinado que tiene
potencial de degradacion de compuestos aromaticos generalmente contaminantes los cuales
estan presentes en una mina (Pérez et al., 2012). Recientemente, se realizo un trabajo para
realizar la desinfeccién reductiva del suelo (RSD) para remediar suelos afectados, en este trabajo
se observo la presencia de las familias Ruminococcaceae, Lachnospiraceae y Clostridiaceae, que
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pertenecen a Clostridiales dentro del grupo Firmicutes, estas familias estuvieron fuertemente
relacionadas con la disminucidn del pH durante la DSR (Xingi et al., 2018), que se considera un
indicador de la acumulacion de acidos grasos de cadena corta, estas familias se disminuyeron
para el segundo muestreo realizado 12 meses después, posiblemente, reflejando un proceso de
suscesion donde estas especies realizaron un primer proceso recuperacion de los suelos ya que
para el segundo muestreo los tres tipos de muestras tuvieron una abundacia similar. Para un
segundo muestreo, también se evidenciaron nuevas familias como, Pseudonocardiaceae y
Gemmatimonadaceae, esta primera genera gran interés biotecnoldgico al ser una familia
productora de sustancias antibacterianas ante ambientes con contenido moderado o alto de
nitrégeno (Gonza et al.,, 1998). Mientras que, el metabolismo de Gemmatimonadaceae es
mayormente desconocido, pero se sabe que Gemmatimonas aurantiaca T-27T redujo
significativamente el N,O en presencia de oxigeno (Park et al., 2017). En este sentido Cardinale y
col. (2020) mostraron una correlacién de Gemmatimonadetes con fertilizacion orgdnica +
inorganica. De igual manera nuestros resultados confirmaron wuna correlacion de
Gemmatimonadetes con la fertilizacién en el botadero inactivo alto (BIT).

Otros géneros interesantes en BIT, se identificd que Nitrocosmicus fue abundante, este género
se asocia normalmente a la presencia de pesticidas posiblemente la presencia de estos este
asociada a un transporte aluvial o edlico (Pérez, 2018), en las muestras de Bosque predomino
Steroidobacter que tienen la capacidad de reducir nitratos a nitritos o nitrégeno (Huang et al.,
2019) que son comunes en zonas de bosques (Pefia et al.,2017) y finalmente en Botadero Inactivo
Medio, se evidencio Microvirga un género asociados a suelos con capacidad de resistir altas
temperaturas como a las que estd sometida la mina (Kanso et al., 2003).

En cuanto a géneros en este segundo muestreo, Flindesiella, Solirubrobacter fueron mads
abundantes en las muestras de bosque, al ser el bosque un control era de esperarse que se
mantuvieran sus géneros mas abundantes similares en ambos muestreos, sin embargo, las
condiciones ambientales entre muestreos pudieron haber cambiado, lo cual genero este
resultado con géneros diferentes, en este sentido, Solirubrobacter es interesante al ser un género
productor de pigmentos (Whitman, 2015). Mientras en BIM, Modestobacter es importante
resaltarla ya que especies de esta pueden degradar alcohol polivinilico (Nogi et al., 2014) y otras
son productoras de melaninas bajo oligotrofia (Reddy et al., 2007), y BIT donde Streptomyces fue
encontrada; este género es muy conocido por ser el productor de antibidéticos mas grande del
mundo microbiano descubierto hasta ahora, el cual es aislado normalmente de suelos (Watve et
al., 2001).

En el caso de los amplicones de ITS en el primer muestreo estuvieron presentes; El género
Fusarium que es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el suelo y plantas.
Debido a su capacidad de crecer a 37 °C, son considerados patdgenos oportunistas de plantas y
humanos (Tapia & Amaro, 2014; Brown & Proctor, 2013); Aspergillus, es un grupo diverso muy
abundante en el mundo patégeno oportunista (Krijgsheld et al., 2013) tiene una considerable
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importancia para la sociedad debido a la capacidad que presentan algunas de sus especies de
producir enzimas y acidos orgdnicos (Gonzalez, 2010). Este género Aspergillus puede cambiar
entre estilos de vida saprofitos y patdgenos, y la produccién de metabolitos secundarios, como
las micotoxinas, puede variar de acuerdo con estos modos de vida fungicos. Estudios recientes
destacaron la compleja red ecolégica de microbiotas del suelo que determina los nichos que
Aspergillus puede colonizar (Walter et al., 2020). En el segundo muestreo, se observd que este
género se mantuvo mucho mds alto en BIT, en compraracién con los otros sitios de muestreo.

Otro género fue Trichoderma que son ascomicetos transmitidos por el suelo que se pueden
encontrar en todo el mundo. Han sido estudiados con respecto a diversas caracteristicas y
aplicaciones, como xilanasas con éxito en aplicaciones industriales como el preblanqueo de
pulpas kraft (Wong & Saddler, 1992). Sin embargo, uno de los aspectos mas relevantes del género
Trichoderma es gracias a su eficacia para colonizar muchos tipos de raices de plantas e inhibir los
hongos que causan muchos tipos de enfermedades, razén por la cual ha sido uno de los primeros
tipos de biofungicidas disponibles comercialmente (Schmoll & Schuster, 2010). Estos
Trichodermas podrian ser interesantes para aislarse y re-aplicarse en el suelo, usando
biocontroladores naturales, pero ademads acondicionado a las caracteristicas de la zona
(Druzhinina et al., 2011).

Finalmente, los amplicones de ITS para el segundo muestro se resaltan géneros diferentes entre
los mas importantes esta Ganoderma que es un género de hongos estudiado por sus
caracteristicas medicinales pero también por tener moléculas antifungicas y antibateriales (Baby,
Johnson & Govindan, 2015), también ha sido utilizado en el tratamiento de cancer y productor
de componentes farmacoldégicamente activos mas importantes como triterpenoides y los
polisacaridos usados por su actividad antitumoral (Boh, Berovic, Zhang & Zhi-Bin, 2007).
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Este informe presenta los resultados perfil microbiolégico de suelos remediados de la mina la
Caypa en Colombia. Los resultados obtenidos permitieron establecer 1740 géneros de bacterias
y 817 especies de hongos que representan un numero significativo de microorganismos
identificados. Se identificaron géneros de hongos y bacterias que pueden ser interesantes
teniendo en cuenta que estan adaptadas a las condiciones del suelo, como es el caso de
Trichoderma que en otras actividades se implementaron como soluciéon para acelerar la
recuperacién de los suelos.

También se observa que los procesos adelantados con plantas aromaticas y con la fertilizacidn
del suelo han tenido un impacto positivo sobre el suelo, y presentan una alternativa viable para
el manejo de los suelos después del cierre de espacios. Esto podria resultar en una importante
mitigacion de los impactos ambientales que se presentan no solamente en Colombia sino en
Latinoamérica por la mineria legal e ilegal que afecta miles.

Una de las conclusiones mds importantes de la actividad es lograr identificar que los suelos
mineros a pesar de los impactos, son capaces de realizar una sucesién de microorganismos que
aporten nutrientes al suelo y ayuden a degradar los desechos del proceso minero, permitiendo
mas adelante reutilizar los suelos para la agricultura, permitiendo asi fortalecer la capacidad
comercial de la regidn.

Estos resultados también demuestran que las metodologias que se implementaron fomentan el
cierre de minas efectivo y de bajo costo, pero sobre todo Restaurando los suelos disturbados por
la actividad minera, minimizando su impacto sobre los recursos hidricos, el ambiente y la salud
de los pobladores vecinos.
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