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Glosario

Metabarcoding: Este se enfoca en la caracterizacién de comunidades a partir de una
muestra ambiental, dicha caracterizacion se realiza a través del uso de un conjunto de
cebadores que se amplifican entre especies para examinar una region especifica del ADN,
conduciendo a una lectura de secuencias o “codigo de barras” (Acharya-Patel, Allison y

Helbing, 2023).

Secuenciacion de segunda generacion (NGS): Denominada también secuenciacion de
alto rendimiento, secuenciacion masiva paralela o profunda, es una tecnologia de
secuenciacion de ADN. Existen varias plataformas NGS, todas realizan la secuenciacion
de millones de fragmentos de ADN en paralelo, se puede utilizar para secuenciar genomas

completos o limitarse a &reas especificas de interés (Behjati y Tarpey, 2013).

Secuenciacion de amplicdn: Herramienta ventajosa que permite la obtencion de reads
de una sola region gendémica, esta basada en PCR, puede utilizar como objetivo varias
regiones gendmicas, sin embargo, el mas popular es el gen 16S ARNr, usado para generar
un perfil comunitario mediante un flujo de trabajo de analisis de datos (Kameoka et al.,

2021).

Variante de secuencia de amplicén (ASV): alternativa a las unidades taxonémicas
operativas (OTU) para analizar comunidades microbianas, reflejar un nivel més refinado
de taxonomia, ya que no agrupan secuencias en funcion de un umbral basado en la

distancia (Schloss, 2021).
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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue determinar la diversidad de las comunidades
bacterianas cultivables y no cultivables que habitan el drenaje acido de la mina
Michiquillay-Cajamarca. Para ello se colectaron muestras de agua y sedimento de las
afueras de la bocamina del drenaje acido, mismas que fueron trasladadas al laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca en donde se llevo a cabo su
procesamiento y andlisis. Se aplic6 una metodologia dependiente de cultivo y una
independiente de cultivo. En el primer caso, diluciones seriadas de las muestras de agua
y sedimento fueron inoculadas en medios sélidos nutritivos y en el medio liquido 9K-Fe
de enriquecimiento selectivo; una vez obtenidos los aislamientos se procedié con la
caracterizacion fenotipica, luego se procedio con la extraccion de ADN bacteriano, y la
amplificacion del gen 16S ARNr mediante la técnica de PCR, los productos obtenidos
fueron enviados a secuenciar a Macrogen. Para el caso de la metodologia independiente
de cultivo se realizd la extraccion de ADN total directo de las muestras, tanto para agua
como para sedimento, el ADN fue enviado a Macrogen para el secuenciamiento de las
regiones V3-V4 del gen 16S ARNr mediante la plataforma Illumina. Las secuencias
obtenidas fueron procesadas y analizadas usando los paquetes DADA?2 y Phyloseq en el
software R. En ambos casos, la comunidad bacteriana estuvo representada por los filums
Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria. El enriquecimiento en medio 9K-Fe permitio
el aislamiento de bacterias del género Acidithiobacillus a partir de la muestra de
sedimento, los medios nutritivos evidenciaron la presencia de los géneros Bacillus,
Sporosarcinas, Staphylococcus, entre otros. Asi mismo, los resultados obtenidos del
analisis del amplicén 16S ARNr mostraron una baja diversidad bacteriana en el drenaje
acido de la mina Michiquillay.

Palabras clave: DAM, bacterias acidofilas, Metabarcodig, diversidad bacteriana
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Abstract

The aim of this research was to determine the diversity of culturable and unculturable
bacterial communities that inhabit the acid drainage of the Michiquillay-Cajamarca mine.
For this, samples of water and sediment were collected from the outskirts of the acid
drainage mine entrance, which were transferred to the Microbiology laboratory of the
National University of Cajamarca where they were processed and analyzed. A culture-
dependent and a culture-independent methodology were applied. In the first case, serial
dilutions of the water and sediment samples were inoculated in solid nutrient media and
in the 9K-Fe liquid medium for selective enrichment; Once the isolates were obtained,
the phenotypic characterization was carried out, then the bacterial DNA extraction was
carried out, and the 16S rRNA gene was amplified using the PCR technique. The products
obtained were sent to Macrogen for sequencing. In the case of the independent culture
methodology, the direct total DNA extraction of the samples was carried out, both for
water and for sediment, the DNA was sent to Macrogen for the sequencing of the V3-V4
regions of the 16S rRNA gene using the platform illuminates. The obtained sequences
were processed and analyzed using the DADAZ2 and Phyloseq packages in the R software.
In both cases, the bacterial community was represented by the fila Firmicutes,
Proteobacteria and Actinobacteria. The enrichment in 9K-Fe medium allowed the
isolation of bacteria of the genus Acidithiobacillus from the sediment sample, the nutrient
media evidenced the presence of the genera Bacillus, Sporosarcinas, and Staphylococcus,
among others. Likewise, the results obtained from the analysis of the 16S rRNA amplicon
showed a low bacterial diversity in the acid drainage of the Michiquillay mine.

Key words: AMD, acidophilic bacteria, metabarcodig, bacterial diversity
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CAPITULO |

INTRODUCCION
Un gran namero de microorganismos sobreviven y prosperan en ambientes con
caracteristicas extremas Unicas que ofrecen una gran oportunidad para el estudio de
la composicidn, funcion y evolucién de las comunidades microbianas extremofilas,
es decir, organismos que pueden vivir y prosperar en condiciones desafiantes. Entre
estos ambientes se encuentran los drenajes acidos de minas (DAM), en su mayoria
causados por actividades antropogénicas como la mineria que dan como resultado un
ambiente que no solo presenta caracteristicas acidas, sino que también incluye altas
concentraciones de metales pesados, convirtiéndose de esa manera en un nicho
ecoldgico singular que alberga comunidades microbianas complejas por lo que es
considerado como un modelo Unico para estudios de ecologia microbiana (D. Barrie,

1998; Gupta, Sarkar y Sar, 2019).

En los ultimos afios el interés por estudiar las comunidades microbianas en los DAM
ha aumentado entre los investigadores, lo que ha ido de la mano con los avances
tecnoldgicos de biologia molecular y las nuevas herramientas de secuenciacion de
alto nivel de rendimiento que en conjunto permiten el descubrimiento de nuevos
linajes que expanden el conocimiento sobre la diversidad y distribucién de los
microorganismos (Méndez et al., 2015). No obstante, en el Perd, esta diversidad y los
estudios en ecologia microbiana en general no han recibido la debida atencion, por lo
que existen vacios en el conocimiento de las poblaciones microbianas que habitan

distintos habitats extremos del territorio peruano, asi como los efectos que tiene sobre
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las diversas formas de explotacion de suelo, como las relacionadas a la actividad

minera, origen de la aparicion de los DAM.

Las investigaciones en esta area se basan en dos métodos fundamentales; los
dependientes del cultivo y los independientes de cultivo, en conjunto permiten una
mejor vision de la diversidad bacteriana, asi como la obtencion de aislamientos que
pueden ser estudiados con el fin de evaluar su potencial biotecnoldgico (Dong et al.,
2022). En la region de Cajamarca, existe una gran cantidad de DAM (Castillo et al.,
2021), que constituyen un reservorio importante de diversidad bacteriana y
microbiana en general, uno de estos DAM se encuentra en la Mina Michiquillay de la
cual hasta el momento no se han reportado informes centrados en las comunidades
bacterianas que alli habitan, en ese sentido, la presente investigacion evalud la
diversidad bacteriana mediante el uso de las dos metodologia, evidenciando una
diversidad baja pero con mucho potencial biotecnolégico por descubrir, lo que

representa una fuente enorme de conocimiento e investigaciones por realizar.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En la actualidad existen diversos estudios enfocados en diversidad microbiana de
drenaje &cidos de minas alrededor del mundo. En el afio 2019, Bomberg y cols.
caracterizaron las comunidades bacterianas del agua (pH 1.4-2.3) de tres puntos de
muestreo diferentes en el DAM de la mina Pyhdsalmi, Finlandia, usando
secuenciacion de amplicones dirigidos a las regiones variables V3-V4 del gen ADNr
16S, cultivos de enriquecimiento y qPCR dirigidos al gen ARNr 16S. Sus analisis en
QIIME y R hallaron entre 63-114 géneros bacterianos, en donde Leptospirillum y
Acidithiobacillus fueron los principales géneros presentes tanto en la secuenciacion

de amplicones como en los enriquecimientos.

En ese mismo afio, Lukhele y cols. (2019), caracterizaron la diversidad de las
comunidades bacterianas del agua (pH 2.33-2.93) y sedimentos (pH 3.07-3.35) de una
presa de DAM utilizando secuenciacién de amplicones dirigidos a las regiones V1-
V3 del gen ARNr 168, realizaron un analisis de las similitudes y diferencias entre las
comunidades bacterianas de ambas muestras mediante QIIME, revelando a
Acidiphilium spp como el méas abundantes tanto en el agua como en el sedimento, y
entre los componentes de la comunidad menos comunes se encontraron los géneros
Acidibacillus,  Acidibacter,  Acidobacterium,  Acidothermus,  Legionella,
Metallibacterium y Mycobacterium, concluyendo que, aunque los taxones se
comparten entre las comunidades de sedimentos y agua, los indices de diversidad alfa

indican una mayor riqueza de especie en los sedimentos.
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Por otro lado, Liang y cols., (2019), en China, utilizando secuenciacion de amplicones
dirigidos a la region V4-V5 del gen ARNr 16S analizaron la diversidad microbiana
procariota en muestras agua acida (pH: 2.52, 2.25, 1.94 y 5.07) y sedimento (pH:1.89,
2.18, 2.37) en el area minera Menzi, Provincia de Yunnan; el analisis utilizado fue
una clasificacion taxonémica mediante OTU (Unidades taxondmicas operativas) y
ASV (Variantes de secuencia de amplicon) ambos revelaron una diversidad rica en
bacterias hierro-aciddfilas, bacterias oxidantes de azufre y bacterias heterétrofas
acidofilas. Los investigadores concluyen que todavia hay muchos grupos microbianos
sin clasificar y sin cultivar, y que si bien es cierto su metabolismo fisioldgico y
funciones ambientales pueden analizarse mediante datos de secuenciacion de alto
rendimiento, no se debe dejar de lado la busqueda de cepas, ya que los cultivos ayudan

a conocer la interaccion microbiana y su impacto en la estructura de la comunidad.

De igual manera, en el afio 2019, Ettamimi y cols., estudiaron las comunidades
procariotas de cinco cuerpos de agua contaminados por el drenaje acido de una mina,
estos presentaron rangos de pH de 2.25 hasta 6.65. Las comunidades bacterianas
fueron estudiadas utilizando un enfoque meta-taxonémico con secuenciacion dirigida
a la region V4 del gen ARNr 16S; sus estudios revelan gran abundancia de OTUs
relacionadas con los géneros acidéfilos como Metallibacterium, Acidibacter,
Leptospirillum, y la familia Acidobacteriaceae en los sitios mas contaminados y con
pH méas bajos. Ademaés, reportan la presencia de los filos Cyanobacteria,
Bacteroidetes, y Actinobacteria entre otras, en los sitios menos contaminados y con
pH mas altos; concluyendo que existe una correlacion demostrable entre el nivel de
acidez y la diversidad de comunidades procariotas, lo que confirmaria su potencial

como biomarcadores de contaminacion por drenaje acido de minas.
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Mientras tanto en el Perl, uno de los reportes recientes sobre comunidades
microbianas en drenajes acidos de mina fue realizado por Valdez-Nufiez et al., en el
afio (2022), en el que se estudio la composicion bacteriana de muestras de agua (pH
de 2.3 a 5.4) y sedimento (pH de 5.8 a 6.5) de tuneles mineros de Hualgayoc-
Cajamarca, mediante secuenciacion del amplicon 16S ARNr especificamente la
regién bacteriana V4, y a partir del cual revelaron la presencia de filums
caracteristicos en este tipo de ambientes, entre ellos Proteobacteria, Cianobacteria,
Actinobacteria, Nitrospirae, Cloroflexi, Acidobacteria, Firmicures, Bacteroidetes y
Verrumicrobia en ambas muestras, y a nivel de género se mostraron secuencias
afiliadas a Leptospirillum, Acidiphilium, Isosphaera, Pseudomonas; los mismos que

variaron segun el tipo de muestra.

Por altimo, Liza Trujillo, en el afio 2019 caracteriz6 la comunidad microbiana de las
pozas de sedimentacion (pH: 1.99 — 2.38), zonas de infiltracién (pH: 2.02 hasta 2.38),
y una quebrada natural adyacente a las pozas de sedimentacion (pH: 2.95), presente
en el drenaje acido de una mina de oro, secuenciando la region V4 del gen ADNr 16S
mediante la plataforma Illumina, procesandolas y analizdndolas en el software
QIIME; sus resultados indican que la comunidad microbiana estuvo representada
principalmente por los géneros Metallibacterium, Leptospirillum, Acidiphilium,
Acidibacillus y Acidithiobacillus, Sulfobacillus, Ferroplasma, Thermoplasma,
Ferrimicrobium, Ferrithrix, concluyendo que los microorganismos relacionados a la

oxidacion de compuestos de minerales de sulfuro son predominantes.
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2.2 Bases tedricas

2.2.1 Ambientes extremos y organismos que pueden habitarlos
A inicios del siglo XXI se empez6 a conocer de la existencia de ambientes extremos
en la Tierra y la deteccion de organismos que prosperan en estos ambientes, a los
cuales se le llamé extreméfilos, descubrimientos que no solo han dado pase a una
nueva disciplina de investigacion que en los Ultimos afios tiene ya varias revisiones
publicadas, sino que también le ha dado vitalidad a la industria biotecnolégica

(Rothschild y Mancinelli, 2001).

Los ambientes extremos son habitats con parametros ambientales que sobrepasan los
rangos éptimos para el desarrollo de la vida humana, por ejemplo, temperaturas muy
bajas (de -2 a 20 °C) o demasiado altas (de 55 a 121 °C), pH en extremo acidos (<
4.0) o bésicos (> 8.0), concentraciones elevadas de sal (de 2 a 5 M de NaCl), entre
otras condiciones; sin embargo, el término es relativo ya que lo que es extremo para
un organismo puede no serlo para otro (Ramirez, Serrano y Sandoval, 2006); los
organismos que tienen la habilidad de crecer bajo estas condiciones son llamados por
definicion extremdfilos, en los que se incluye tanto a organismos eucariotas como a
bacterias y arqueas procariotas, y se clasifican dentro de las siguientes categorias:
psicrofilos, termdfilos, termotolerantes, haléfilos, halotolerantes, acidofilos, acido
tolerantes, metalofilos, metal tolerantes, entre otros; algunos de estos organismos
incluso tienen la capacidad de tolerar méas de una condicion extrema (Gomez, 2011;

Salwan y Sharma, 2019).
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2.2.2 Acidofilos
Los organismos aciddfilos presentan caracteristicas aerobias o aerobias facultativos,
quimiolitotrofos hasta heterotrofos; sin embargo, la mas relevante es su capacidad
para sobrevivir en entornos naturales o artificiales en los que el pH se encuentra por
debajo de 7 (Salwan y Sharma, 2019; Johnson y Quatrini, 2020). Una de las
definiciones que ha ganado una gran aceptacion sobre lo que constituye un acidéfilo
es la formulada por Johnson (2007), quién caracterizo6 a los aciddfilos en diferentes
niveles, denominando extremos, a los organismos que tiene un pH de crecimiento
Optimo menor o igual a 3; moderados a aquellos con pH éptimo de 3 a 5, aunque
algunas de estas también pueden crecer en un pH <3; ademas, estan menciona también
a las especies acido tolerantes como aquellas que tienen un pH optimo mayor a 5,

aunque igualmente pueden crecer en pH menores a este.

Entre estos organismos se encuentran bacterias que pertenecen a la clase a-
proteobacterias, [-proteobacterias y y-proteobacterias y arqueas como Acidianus,
Ferroplasma, Picrophilus y Sulfoplasmarenar entre otros, ademas de organismos
eucariotas, hongos y algas (Salwan y Sharma, 2019); y se han adaptado a estos
ambientes manteniendo su pH celular, un mecanismo de homeostasis que aln no se
conoce bien, pero se sabe que en las bacterias uno de los factores principales que
contribuye a esta adaptacion es la impermeabilidad de la membrana, la cual controla
la entrada de protones dentro de la célula (Tyson et al., 2004). Entre otras capacidades,
como la degradacién de acidos orgéanicos por disociacion de protones y la sintesis de
chaperonas que protegen las proteinas y el ADN (Salvador y Gonzalez, 2017).

Los entornos &cidos en los que habitan este tipo de microorganismos puede ser

generada por procesos naturales como los que ocurren en las regiones volcanicas y

23



marinas o0 manantiales de azufre acido, y por actividades antropogénicas,
principalmente mineras, causantes de la formacion de drenajes acidos de mina (DAM)

(Salwan y Sharma, 2019).

2.2.3 Drenajes acidos de minas (DAM)
Los DAM son entornos acidos relacionados con la actividad minera, y se producen a
cuando los minerales de sulfuro que se encuentran en lo profundo de la tierra son
expuestos al agua y al oxigeno, ocasionando la oxidacién de estos minerales, la
formacién de &cido sulfarico y la liberacién de iones metélicos y sulfatos; ademas, en
estos procesos también actlan microorganismos como las bacterias oxidantes de
hierro que mediante la oxidacion microbiana de sulfuros metélicos aceleran los

procesos de acidificacion y oxidacion de sulfuros (Akcil y Koldas, 2006).

El pH de los DAM comuUnmente puede encontrarse entre 2 a 5 aunque eso se
determinaria en funcion de las propiedades fisicoquimicas o la etapa de formacion de
los drenajes acido (Baker y Banfield, 2003; K A Natarajan, 2018). El hierro (Fe?") y
el aluminio (AI*") serian los principales cationes disueltos, mientras que los sulfatos
y el bicarbonato los aniones mas comunes, ademas, directamente relacionado con los
DAM estan los minerales, el mineral de sulfuro que predomina en la mayoria de las
rocas es la pirita (FeS); sin embargo, existen otros minerales como la calcopirta
(CuFeSy), la esfalerita (ZnS) y la galena (PbS) que pueden estar asociadas a elementos

como Au, Ag, Cu, Zny Pb (Baker y Banfield, 2003).

La generacion de los DAM se puede resumir en un conjunto de cuatro reacciones

quimicas, utilizando pirita (FeSz) como mineral de sulfuro modelo y a partir de las
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cuales se puede deducir la produccién de grandes cantidades de acido sulfurico que

reduce el pH y promueve la disolucién de metales (Kuyucak, 2002):

2FeS; + 70, + 2H20 — 2Fey" + 4505~ + 4HY (1)
2Fe* + O + 4H* — 4Fe** + 2H,0 2
Fe** + 3H,0 — Fe(OH)s + 3H* (3)

FeSy + 14Fe3* + 8H20 — 15Fe?* + 25027+ 16H". (4)
Las duras condiciones que caracterizan a los DAM hacen imposible la formacion de
vida para organismos no tolerantes la acidez; sin embargo, se ha demostrado la
presencia de una gran diversidad de microorganismos distribuidos en los tres
dominios de la vida, bacterias, arqueas y eucariotas, quienes tienen las caracteristicas
fisioldgicas y metabolicas necesarias para sobrevivir en este ambiente hostil; incluso,
algunos de estos microrganismos son los que convierten a los DAM en un entorno
unico debido a que la acidez surge del metabolismo microbiano in situ (Lukhele,
2019). Estas caracteristicas de los DAM, los convierten en sistemas de baja
complejidad que ofrecen la oportunidad de analizar la ecologia y evolucion de los
conjuntos microbianos naturales, es por ello que son considerados como modelos
ideales para el estudio de la diversidad microbiana y sus procesos metabdlicos (L.-X.
Chen et al., 2016).

2.2.4. Diversidad bacteriana en drenajes acidos de minas
En cualquier sistema DAM se puede encontrar muchos nichos microbianos, con
distintas variaciones de temperatura, fuerza idnica y pH que condicionan el medio
para la supervivencia de diversas comunidades bacterianas con distintas
caracteristicas (L. xing Chen et al., 2016). Las comunidades que habitan el agua y
sedimento de los DAM pertenecen principalmente a los filos Proteobacteria,

Nitrospirae, Actinobacteria, Firmicutes y Acidobacteria (L.-X. Chen et al., 2016). A
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continuacién, se describe algunas caracteristicas de estos filos y los géneros mas
estudiados dentro de estos:
2.2.3.1 Filum Proteobacteria

Entre los géneros mas comunes que pertenecen a este filo se encuentra
Acidithiobacillus, el cual agrupa bacterias acidofilas con crecimiento meséfilo éptimo
en pH entre 2 y 3, poseen un metabolismo quimiolitotrofico a través del cual oxidan
Fe?* y compuestos de azufre como las especies At. ferrooxidans, At. ferridurans y At.
ferrivorans, o solo compuestos de azufre como At. caldus, At. thiooxidans y At.

albertensis en condiciones andxicas (L.-X. Chen et al., 2016).

Una de las especies mas estudiadas del género Acidithiobacillus es At. ferrooxidans,
bacteria descubierta en 1947 en entornos afectados por minas, los andlisis
microscépicos muestran bacilos Gram negativos, no formadoras de esporas, de 0.4
de ancho por 0.8-1.0 L de largo y colonias rojo-marron en medio sélido; se le relaciona
con la aceleracion de la disolucion oxidativa de los minerales sulfurados, lo que
genera las aguas de drenaje &cidas y ricas en metales pesado, ademas, se le conoce
también porque facilita la recuperacién de metales basicos y preciosos de los
lixiviados minerales (Hinkle y Colmer, 1947; Wakao et al., 1991; Quatrini y Johnson,
2019).
2.2.3.2 Filum Nitrospirae

Dentro de este filo, el género mas relevante que se sabe que habita los DAM es
Leptospirillum, una bacteria oxidante de hierro ferroso acidofilica, obligatoriamente
aerdbica y quimiolitotréfica, aislada en aguas de mina, crecen a temperaturas dptimas
de entre 26 °C a 40 °C, es incapaz de oxidar azufre, y por si sola no puede atacar

sulfuros minerales, es decir, necesita de otros microorganismos, como At.
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ferrooxidans o At. thiooxidans (Markosyan, 1972; Sand et al., 1992; K.A. Natarajan,

2018).

Dentro de las especies méas estudiados del género Leptospitillum se encuentra a las
bacterias L. ferrooxidans y L. ferriphilum, ambas son morfol6gicamente muy diversas
y se caracterizan por ser bacilos curvos helicoidales, especificamente la especie L.
ferriphilum son vibrios espirilos con un diametro de 0.3 — 0.6 um y 0.9 — 3.5 um de
longitud, con un extremo redondeado Yy otro alargado ahusado (Tzvetkova, Selenska-

Pobell y Groudeva, 2002; Panyushkina et al., 2018).

2.2.3.3 Filum Actinobacteria
Bacterias heterotréficas oxidantes de hierro, entre los que se encuentran a los géneros
Ferrimicrobium y Acidimicrobium. Estas bacterias cominmente prosperan en estos
ambientes; en el caso de Ferrimicrobium acidiphilum puede eliminar el carbono
organico disuelto, inhibiendo a los autotrofos que coexisten en el mismo hébitat,
permitiéndose de esta manera su desarrollo (Bacelar y Johnson, 1999; Bond, Druschel

y Banfield, 2000).

Entre otros filum de bacterias que se pueden encontrar en ambientes relativamente
acidos estan las Acidobacteriota y dentro de este el género mas comun presente en los
DAM es el mesoéfilo heterétrofo obligado Acidobacterium (Ward et al., 2009). Por
otra parte, es muy comun también la presencia de las bacterias reductoras de sulfato
(SRB), organismos quimioorganotroficos o quimiolitotroficos que utilizan sulfato
como aceptor de electrones terminales y constituyen un grupo fisiolégicamente Unico

de microorganismos que acoplan el transporte anaerobico de electrones a la sintesis
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de ATP, estas pueden pertenecer a los filum ya mencionados, aunque son asociados
mayormente a Deltaproteobacteria (Méndez et al., 2015).
2.2.4 Diversidad filogenética

La filogenética es el estudio de las relaciones evolutivas, basandose en secuencias de
ADN hasta proteinas, dichas relaciones evolutivas se pueden describir a través de la
filogenia molecular mediante el analisis filogenético, el cual estd disefiado para
producir informacion significativa sobre la organizacion en las comunidades
microbianas, y se usan con el fin de crear diferentes tipos de arboles filogenéticos y
su funcién en la evaluacién de la diversidad microbiana. Los arboles pueden
representar estimaciones entre familias multigénicas denominados arbol de genes, o
estimaciones entre un solo gen de muchos taxones, Ilamado arbol de especie. En
ambos, todas sus partes representan relaciones evolutivas y un patréon historico de

ascendencia, divergencia y descendencia (Waikagul y Thaenkham, 2014).

En los ecosistemas DAM se encuentran muchos nichos microbianos, en donde habitan

comunidades compuestas por diferentes organismos, los cuales estan restringidos a

miembros de unas pocas especies (Figura 1).
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Figura 1. Filogenia de genes de ARNr 16S de sitios DAM (Baker y Banfield, 2003).

2.2.5 Diversidad microbiana
La diversidad bioldgica detalla el nimero y la variedad de organismos que habitan un
ecosistema, y pude describirse en términos de genes, especies y ecoldgica, que
corresponden a los tres niveles fundamentales de la organizacion biologica (Magurran,
2004). La diversidad microbiana como tal, comprende el estudio de la variedad observada
dentro de un determinado grupo, ya sean bacterias, arqueas, hongos, y virus, y en la
actualidad es una prioridad ecolégica debido a que permite una mejor comprension de
diversidad de las comunidades microbianas, es decir, la cantidad de especies y su
abundancia relativa (Vitorino y Bessa, 2018). Las estimaciones de la diversidad permiten
simplificar de alguna manera los datos ecol6gicos mediante analisis posteriores y se
puede utilizar en diferentes contextos; la diversidad existente dentro de una muestra,

denominado como diversidad alfa; y la estimacion de la composicion y abundancia de
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especies 0 géneros comparando mas de dos muestras o grupos a lo que se denomina
diversidad beta (Feranchuk et al., 2018). Para el caso de la presente investigacion se hara
uso de la estimacidn de diversidad alfa, debido a que se estudian una muestra de agua y
una muestra de sedimento, ambas de un solo lugar de muestreo.
2.2.5.1.Indices de diversidad alfa

Esta es una medida de diversidad dentro de una sola comunidad, proporciona una
descripcién cuantitativa del namero de especies 0 géneros en un conjunto de datos,
generalmente se caracteriza usando el numero total de especies (riqueza), la abundancia
relativa de las especies (uniformidad) o indices que combinan estas dos dimensiones. Es
asi que, para la medicidn de la diversidad alfa cualitativa o riqueza basado en especies se
puede utilizar indices no paramétricos como Chao 1, ACE (Estimador de cobertura
basado en abundancia) y la rarefaccion; por otro lado, para medir la diversidad alfa
cuantitativa basado en especies se usa el indice de Shannon y el indice de Simpson
(Cuadro 1) (Lozupone y Knight, 2008).

Cuadro 1. Pardmetros o indices de diversidad usados en el estudio de diversidad

microbiana.

Indice de

diversidad/Parametros Descripcion Formula

Indice de Shannon (H) Estimador de riqueza de especies y S
H = Z(pi In pi)
uniformidad de especies; da mas =1
peso a la riqueza de especies.
indice de Simpson’s Estimador de riqueza de especiesy 1
=
i=1 P!

(D) uniformidad de especies: da mayor

peso a la uniformidad de especies
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Chaol Estimador de riqueza de especies Fi(F;—1)

- chao1 = Sobs T m
basado en abundancia.

En donde: S: nimero de OTUs ,p;: la proporcion de la comunidad representada por OTUs , F; y F,: recuento de

singletons y doubletons, respectivamente, y Sps, €S €l nimero de especies observadas. Fuente: (Kim et al., 2017).

2.2.6. Métodos de estudio de la diversidad bacteriana
Para evaluar la diversidad microbiana existen dos enfoques considerados
fundamentales: los métodos dependientes de cultivo y los independientes de cultivo,
si bien es cierto, los estudios enfocados en diversidad bacteriana en DAM, en su
mayoria han trabajado a través de cultivos y técnicas moleculares tradicionales, en los
ultimos afios con el mejoramiento las diferentes técnicas moleculares de alto
rendimiento se ha podido apreciar mucho mejor el potencial microbiano de estos
ambientes a través de su estructura gendmica (L.-X. Chen et al., 2016).
2.2.6.1.Método dependiente de cultivo

Un enfoque cultivable proporciona informacion sobre la diversidad microbiana a baja
escala, y comprende el cultivo en laboratorio y la caracterizacion de sus propiedades
morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas utilizando técnicas clasicas, a partir de las
cuales se infiere el papel que desempefia un microorganismo en un hébitat en
particular. Sin embargo, el hecho de que la fraccion microbiana cultivable sea < 1%
del total de organismos procariotas realmente presentes en el medio ambiente
(Hugenholtz, 2002) sumado a la incapacidad de muchos microbios para crecer en
condiciones de laboratorio hacen que este enfoque sea sesgado. Ademas, las
caracteristicas culturales y morfolégicas no proporcionan una clasificacion procariota
completa; no obstante, es fundamental potenciar y mejorar la capacidad de cultivo de

microorganismos no cultivables para una mejor comprension de sus procesos
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fisioldgicos, que tiene aplicaciones en diversos campos biotecnolégicos (Giovannoni

y Stingl, 2005; Srivastava et al., 2019).

Para la evaluacién de la diversidad microbiana y los rasgos funcionales dependientes
de cultivo se requiere de cultivos puros de los microorganismos aislados y se puede
realizar usando métodos convencionales bioquimicos y herramientas moleculares
para el analisis total o una parte especifica del ADN extraido, por ejemplo, mediante
el andlisis de los productos de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) de
algunos genes. Lo que proporciona una pista inicial sobre el perfil fisioldgico del
organismo, perfil nutricional que dependen mayormente de las condiciones

ambientales y de habitat del que ha sido aislado (Srivastava et al., 2019).

En cuanto a los marcadores moleculares, estos son fragmentos de una secuencia de
ADN asociada con un genoma, y se usan en la identificacion de una secuencia en
particular para descifrar relaciones filogenéticas, potenciando el conocimiento de la
diversidad, abundancia y funciones de los microorganismos. Estos marcadores deben
estar presentes en todas las especies bacterianas, deben tener caréacter distinguible
entre especie bacterianas, asi como un facil y apropiado disefio (Nazir et al., 2019).
Para la presente investigacion se utiliz el marcador molecular bacteriano del gen

ARNTr 16S.

El ARNr 16S es el componente de la subunidad 30S de los ribosomas procariotas y
esta codificado por el gen ARNr 16S (también conocido como ADNr 16S), con
aproximadamente 1500 nucle6tidos de largo y compuesto por 9 regiones variables

altamente conservadas. Caracteristicas como su funcion esencial, ubicuidad y
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propiedades evolutivas han permitido su uso como marcador molecular en estudios
sobre diversidad y ecologia bacteriana. Para la comparacion de las secuencias
obtenidas de gen ARNr 16S se han utilizado ampliamente las secuencias que se
encuentra en NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica) con el fin de
obtener relaciones taxondmicas entre las cepas bacterianas, para lo cual se considera
una similitud de 97% para ser incluidas como parte de una especie (Johnson y

Hallberg, 2007; Nazir et al., 2019).

2.2.6.2.Método independiente de cultivo
Los avances en las herramientas de biologia molecular han ido permitiendo el analisis
de comunidades microbianas sin la necesidad de aislar y cultivar células microbianas
individuales para comprender la diversidad taxondmica funcional de un ecosistema.
Para una evaluacion de la diversidad mediante este tipo de técnicas se debe tener en
cuenta entonces las técnicas de extraccion de ADN metagendmico, procesamiento
para secuenciacion y las diversas herramientas bioinformaticas para procesar las
lecturas de secuenciacion, con la finalidad de caracterizacion de la presencia,
abundancia y relacion evolutiva de los organismos presentes en una comunidad

microbiana (Johnson y Hallberg, 2007; Srivastava et al., 2019).

Con el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion rapida y la disminucién de sus
costes, las técnicas moleculares de alto rendimiento desempefian un papel importante
como alternativa para descubrir la diversidad microbiana y las funciones asociadas,
entre estas técnicas se encuentran enfoques basados en secuencias, en donde los genes

se identifican utilizando secuenciacién de proxima generacion (NGS) o de alto
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rendimiento que en conjunto con herramientas bioinformaticas analizan los datos

obtenidos (Srivastava et al., 2019).

La secuenciacién del amplicon del gen ARNr 16S, denominado también como
metabarcoding se utiliza para estimar la diversidad microbiana, ya sea para identificar
y clasificar cultivos puros aislados, como para la estimacién de la diversidad
bacteriana en muestras ambientales sin cultivo mediante un enfoque metagenémico,
su principio se basa secuenciacion de regiones hipervariables de marcadores
filogenéticos especificos o genes funcionales secuenciados. Para esto, primero se
extrae el ADN, se amplifica, secuencia y luego la identificacion de las secuencias
generadas se basa en la similitud con las secuencias del gen ARNr 16S de referencia

disponibles en bases de datos publicos (Gupta et al., 2019).

La determinacion de la abundancia relativa de todas las bacterias de las muestras y la
secuenciacion paralela de cientos de muestras forman parte de las ventaja del uso de
esta herramienta, por otro lado, se puede decir también que su principal fortaleza es
el analisis de alta resolucion de la diversidad y estructura microbiana, ademas de una
posible prediccidn de la funcién comunitaria y costo bajo (Gupta et al., 2019; Lukhele

etal., 2019).

El analisis de las secuencias de amplicon permite determinar el origen taxonémico de
los organismos que se encuentran en determinado ambiente para lo cual en la
actualidad se cuenta con dos enfoques de agrupamiento, las unidades taxondmicas
operativas (OTU) (Kozich et al., 2013), y las variantes de secuencias exactas o de

amplicon (ASV), este dltimo se basa en la prediccion y correccion de errores de
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secuenciacion antes de formar los grupos denominados ASV (Glassman y Martiny,

2018).

No obstante, si bien estos enfoques moleculares son utiles para comprender las
comunidades microbianas sin depender de técnicas de cultivo, no siempre son capaces
de proporcionar informacién sobre la fisiologia de microorganismos desconocidos.
Por lo que es recomendable el uso combinado de herramientas biomoleculares y
técnicas de cultivo, ya que esto no solo proporcionara informaciéon sobre la diversidad
de microorganismos en las muestras que se analizan, sino que también da como
resultado el aislamiento de bacterias que luego pueden ser sometidas a mas estudios

en el laboratorio (Johnson y Hallberg, 2007).

2.2.7. Importancia biotecnoldgica de la diversidad bacteriana de los DAM
La importancia biotecnologica de este tipo de estudios radica en las aplicaciones que
se pueden dar a las bacterias que habitan en ambientes DAM, dentro de estas
aplicaciones se puede mencionar a la biolixiviacion que aprovecha la capacidad de
estas bacterias para solubilizar los minerales para su uso en la extraccion de minerales
de la industria minera. Por otro lado, al ser considerados los DAM como
contaminantes ambientales, se puede aprovechar también a las bacterias que aqui
habitan para optimizar procesos de biorremediacion, siendo estas las dos aplicaciones
mas relevantes, sin embargo, se conoce también de la aplicacion de estas bacterias en
biofiltracion, biofertilizantes, biosensores y como agentes de control bioldgico, entre

otros (Salwan y Sharma, 2019).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Nivel de investigacion

Descriptivo

3.2 Tipo y disefio de estudio
Tipo basico, organizado mediante un disefio transversal
3.3 Marco muestral
Bacterias que habitan agua y sedimento del drenaje &cido de la mina Michiquillay,
Cajamarca. Para el caso especifico de bacterias cultivables lo constituyen todas las
bacterias capaces de crecer en medio de cultivo en condiciones aerobicas.
3.3.1 Material bioldgico
Muestras de agua y sedimento colectadas del drenaje &cido de la mina Michiquillay,
Cajamarca.
3.3.2 Unidad de estudio
El presente trabajo cuenta con dos tipos de unidades de estudio.
» Bacterias cultivables provenientes de las muestras de agua y suelo obtenidas del
drenaje acido de la mina Michiquillay.
» ADN gendmico total obtenido de las muestras de agua y suelo colectadas del
drenaje &cido de la mina Michiquillay.
3.4 Zona de estudio
La mina Michiquillay se encuentra situado en el distrito de la Encafada, provincia
de Cajamarca, a una altitud promedio de 3000 msnm, ubicada en las coordenadas
7°02°24.2”°Sy 78° 19" 28.5”" W. Es un yacimiento rico en minerales como cobre,
oro, plata y molibdeno, su actividad minera comenzé a inicios de 1960 y desde

aquel afo, los estudios de exploracién geoldgica, minera y metalurgica han
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generado varios pasivos ambientales entre los cuales se encuentra un drenaje acido
asociado a una bocamina con una profundidad de aproximadamente 3 km, de la
que fluye agua acida de manera constante (OEFA, 2012), a partir del cual se

colectaron las muestras de este trabajo.

Figura 2. Yacimiento minero Michiquillay. Puntos de muestreo; P1: Entrada a
socavon, P2: Poza de sedimentacién, P3: salida de agua hacia el rio.

3.5 Coleccidén de la muestra
Las muestras estuvieron constituidas por agua y sedimento colectadas de 3 puntos
(Figura 2) del drenaje acido fuera del socavon, el cual se encuentra cerrado por
presentar riesgo de derrumbe. Para el estudio de la diversidad bacteriana cultivable
se colectd muestras de los tres puntos sefialados en la Figura 2. El agua se colectd
en frascos de vidrio estériles de 250 ml hasta la tercera parte de su volumen, luego
fueron selladas y etiquetadas. EI sedimento se colecté empleando jeringas estériles
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de 60 ml cortadas en su parte anterior, estas fueron introducidas en el sedimento
hasta aproximadamente 3 cm en el caso de los puntos 1y 3,y 10 cm en el caso del
punto 2, para obtener las muestras, luego las jeringas fueron etiquetadas y se

colocaron en bolsas ziploc de primer uso con cierre hermético.

Para el estudio de la diversidad bacteriana no cultivable se colectaron muestras de
agua y sedimento por duplicado en el punto 2 (Figura 2). Las muestras de agua se
recolectaron en frascos de vidrio estériles de 1 L. Las muestras de sedimento fueron
colectadas con la ayuda de jeringas cortadas de 60 ml introduciéndolas hasta
aproximadamente unos 10 cm debajo de la superficie, luego fueron colocadas en
bolsas ziploc de primer uso. Todas las muestras fueron transportadas en cadena de
frio hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de
Cajamarca. El tiempo estimado del transporte de las muestras fue de 1 hora y 30
minutos.

En cada punto de muestreo se determind la temperatura y pH utilizando un
potenciémetro calibrado. Las muestras fueron etiquetadas segun el tipo de muestra
y el punto de muestreo: AP1, AP2, AP3 para las muestras de agua y SP1, SP2, SP3

para las muestras de sedimento.

3.6 Analisis quimico de las muestras

Se colectaron una muestra adicional de agua (1 litro) y sedimento (1 kg) para la
determinacion de metales totales (Al, As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Zn). El
pH del sedimento se obtuvo a partir del agua intersticial segin lo descrito en
USEPA (1995, 2004). EIl analisis de metales totales fue realizado mediante un

espectrometro de emision atomica de plasma por microondas agilent MP-
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AES4210 y estuvo a cargo de Laboratorio de Suelos, Aguas y Foliares — LABSAF

Bafios del Inca.

3.7 Metodologia para el estudio de las bacterias dependientes de cultivo
3.7.1 Aislamiento bacteriano

Se utilizaron dos enfoques, el método de siembra directa en medios sélidos
nutritivos para bacterias heterétrofas mesofilas y el método de enriquecimiento
liquido en medio selectivo para bacteria acidofilas quimiolitoautdtrofas. En el
método directo se utilizé 4 medios diferentes que fueron preparados de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (Medio TSA, Medio Luria Bertani, Agar Manitol
salado y Medio Cetrimide) en los que se inoculé mediante la técnica de
diseminacion en placa 25 pl de cada una de las muestras de agua sin diluir;
complementariamente se hicieron diluciones de hasta 10~ en agua acidificada (pH
4.0) y se inoculo de la misma forma como se describio anteriormente en todos los

medios.

Para el caso de las muestras de sedimento se inocularon tres diluciones (de 10 a
107%); la primera se obtuvo a partir de suspender 1 g de sedimento en 9 ml de agua
acidificada (pH 4.0) y agitar manualmente hasta su homogenizacion completa, a
partir de ella se obtuvieron las diluciones restantes. Alicuotas de 25 ul de cada
dilucion fueron inoculadas en los medios mediante la técnica de diseminacion en
placa. Todas las placas fueron incubadas a 37 °C hasta evidenciar crecimiento o
por un tiempo maximo de 5 dias. Las colonias bacterianas que presentaron
caracteristicas macroscopicas de morfologia, tamafio o pigmentacion distinta se re-

aislaron en agar nutritivo hasta por tres veces, para obtener cultivos puros.
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Para el método de enriquecimiento se utilizd el medio 9K-Fe liquido, cuya
composicion fue la siguiente (g.L™): 2g de (NH4)2SO4; 0.5g de KHPO4; 0.5g de
MgSOs x 7H20; 0.1g de KCI; 0.01g de Ca(NOs)2; y 8g de FeSO4 x 7H>0, ajustado
a pH 2.5 con H2SO4 de acuerdo con el protocolo original (Yates y Holmes, 1987).
De cada muestra de agua se inoculd 10 ml en su respectivo frasco con 100 mL de
medio de enriquecimiento, y para el caso de las muestras de sedimento se incorporé
10 gramos de cada muestra en su respectivo frasco con 100 mL de medio de
enriquecimiento, homogenizando manualmente. Todos los frascos se incubaron en
agitacion constante a 170 rpm a temperatura ambiente hasta la oxidacion del Fe*
que se evidencidé mediante el cambio de color del medio (de verde claro a naranja)
producto de la actividad y crecimiento microbiano (11 a 15 dias). Después de este
tiempo se obtuvo 25 ul de cada frasco y se sembro por la técnica de diseminacion
en placas con medio 9K-Fe sélido (pH 2.5); las placas fueron incubadas a 28 °C
por 7 dias, las colonias se re-aislaron y purificaron hasta la obtencion de cultivos
puros. La pureza de los cultivos se comprobd mediante coloracion Gram de

colonias completamente aisladas.

Cada uno de los cultivos puros se criopreservaron a -86 °C en medio BHI con 20%
glicerol para el caso de las bacterias heterétrofas, y en medio liquido 9K-Fe con
20% de glicerol para las bacterias acidéfilas. Ademas, se conservaron réplicas en
viales con agar nutritivo para bacterias heterdtrofas y medio 9k-Fe liquido para
bacterias acidofilas, en refrigeracion a 4 °C, con el fin de usarlos en los analisis

posteriores.
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3.7.2 Caracterizacién microbiolégica y bioquimica
Todas las bacterias heterotrofas mesofilas obtenidas fueron reactivadas en agar
nutritivo a 37 °C por 24 h, con el fin de caracterizarlas fenotipicamente mediante
la evaluacion de las caracteristicas de crecimiento, de la morfologia bacteriana y
de su comportamiento frente a la tincién de Gram (Gram positivos 0 Gram

negativos).

Paralelamente, se realiz6 una serie de pruebas bioquimicas en medios diferenciales
como TSI, LIA, Agar Citrato de Simmons, Agar SIM y el caldo MR-VP (Rojo de
metilo y Voges-Proskauer), lo cual permiti6 evaluar capacidades bacterianas como
la fermentacidon de azucares, descarboxilacién de lisina, utilizaciéon del citrato
como unica fuente de carbono, la evidencia de movilidad, la produccién de indol,
entre otras. También se realizaron pruebas de fermentacion de manitol y de
crecimiento a 7.5 % de concentracion de sal en el medio Agar Manitol salado, y
de produccion de citocromooxidasa y de catalasa. Para el caso de bacterias que con
morfologia cocoide se les realiz6 prueba de coagulasa, prueba de produccion de
hemolisina en agar sangre; y de reduccion del telurito de potasio y actividad

lecitinasica en agar Baird Parker.

Para el caso de las bacterias acidéfilas (que se aislaron en agar 9K-Fe) solo se

realizé coloracién Gram, debido a que este tipo de bacterias no crecen en los

medios utilizados para la caracterizacion de heterétrofos.
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3.7.3 Extraccion de ADN
La extraccion de ADN de bacterias heterotrofas no acidéfilas se realizé a partir de
una suspension de dos a tres colonias en 200 pl de agua grado molecular en tubos
Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugé a 8 000 rpm por 2 min. Se elimino el
sobrenadante y se procedié con la extraccion usando el kit comercial PureLink

Genomic DNA (Invitrogen®) segun las indicaciones del proveedor.

Para el caso de las bacterias acidofilas el ADN fue extraido segun lo descrito por
Pairazaman-Quiroz et al., (2019), con algunas modificaciones, de la siguiente
manera: a partir de cultivos de 7 dias en 250 ml de medio 9K-Fe se obtuvo la
biomasa bacteriana mediante un sistema de filtracion al vacio utilizando filtros de
0.22 um de didmetro de poro. A continuacion, el filtro con las bacterias se coloco
en un tubo falcon estéril de 15 ml para ser lavado con 10 ml de agua libre de
nucleasas acidificada (pH: 2.5) usando un vortex horizontal a 1500 rpm por 15
min; posteriormente, se realizé una centrifugacion a 400 rpm por 1 min con el fin
de precipitar restos del medio y se repartio el sobrenadante en 10 microtubos tipo
Eppendorf de 1.5 ml para luego centrifugar a 5 000 rpm por 10 minutos; los pellets
obtenidos se juntaron en un nuevo tubo Eppendorf para luego proceder con la
extraccion de ADN utilizando el kit comercial PureLink Genomic DNA

(Invitrogen™)segUn las indicaciones del proveedor.

3.7.4 Amplificacion del gen 16S ARNr
La amplificacion del gen 16S ARNr se realizé mediante una PCR convencional en
un termociclador S1000™ Biorad, utilizando los cebadores universales 27F (5°-

GAGTTTGATCCTGGCTCA-3") y 1492R (5’-CGG TTA CCT TGT TAC GAC
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TT-3’); para ello se prepard un master mix de PCR a partir del Kit 2X PCR Taq
MasterMix (abm®) siguiendo las indicaciones del fabricante. La composicion de
cada reaccion fue: 12.5 ul de 2X PCR Tag MasterMix, 0.5 ul del forward 10 uM,
0.5 pl del reverse 10 uM, 0.7 ul de ADN templado y se completd hasta 25 pl con
agua grado molecular. La amplificacion se llevd a cabo bajo las siguientes
condiciones de termociclado: inici6 con la activacién de la polimerasa a 94°C por
3 min, seguido de 33 ciclos de desnaturalizacion del templado a 94°C por 30 s,
hibridacion de los iniciadores a 54°C por 30 s, y extensiéon a 72°C por 1.5 min.

Finalmente, una extension final a 70°C por 5 min.

La visualizacion de los productos de PCR se realizé en un sistema de electroforesis
horizontal (EasyCast™, Thermo Scientific) usando la metodologia descrita por
Sambrook y Russel (2001). Para ello se prepard 50 mL de agarosa al 1% con buffer
TBE 0.5x y 5 pl de colorante SYBR-Safe (Invitrogen™) para tefiir el gen de
interés, la mezcla fue adicionada al molde de electroforesis horizontal para obtener
el gel. El gel se coloco en la cubeta de electroforesis horizontal y se procedio a
cargar los productos; para ello se mezcld 5 pl de cada producto de PCR con 1 pl
de buffer de carga y se inoculd en el carril respectivo del gel. El corrido
electroforético fue a 100 V durante 30 minutos. Las bandas generadas fueron

observadas en un transiluminador de luz UV (Major Science, USA).

3.7.5 Secuenciacion del gen 16S ARNr e identificacion filogenética
Los productos de gen 16S ARNr amplificados fueron enviados a Macrogen (Corea
del Sur), en donde se realiz6 una secuenciacion bidireccional mediante el método

de Sanger (Sanger, Nicklen y Coulson, 1997). Una vez obtenidas las secuencias
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nucleotidicas los cromatogramas se visualizaron en el programa Chromas y se
editaron utilizando el programa Aliview 1.27 (Larsson, 2014). Las secuencias
editadas se alinearon localmente con las secuencias depositadas en la base de datos
del GenBank-NCBI utilizando la herramienta BLASTn (Altschul et al., 1997).

Seguidamente se procedié a la construccion de arboles filogenéticos, para ello se
cre6 un archivo multifasta con las secuencias obtenidas en este estudio y las
secuencias de las especies mas cercanas (99% de similitud) recuperadas de la base
de datos GenBank-NCBI. La inferencia filogenética se realiz6 empleando el
programa MEGA 10.2 (Kumar et al., 2018) y el método Neighbor-Joining (Saitou

y Nei, 1987).

3.7.6 Indices de diversidad alfa
El calculo de los indices de biodiversidad de Chaol, Shannon y el indice de
Simpson se llevé a cabo en el software PAST v4.09 (Hammer, Harper y Ryan,

2001).

3.8 Metodologia independiente de cultivo

3.8.1 Procesamiento de muestras
En el laboratorio el sedimento fue dividido en muestras pequefias que fueron
depositadas en tubos Eppendorf de 2 mL, y almacenadas a -20 °C hasta su
procesamiento. Las muestras de agua fueron filtradas utilizando filtros de
membrana de 0.22 um de didmetro de poro con un sistema de filtracién al vacio,

los filtros se almacenaron a -20 °C hasta realizar la extraccion de ADN.

44



3.8.2 Pre-tratamiento de muestras de sedimento
La muestra de sedimento pas6 en primer lugar por un pre-tratamiento quimico con
el fin de eliminar materiales humicos y metales pesados que pudieran interferir con
el procedimiento de extraccion de ADN. EIl pre-tratamiento consistié en pesar 0.5
g de sedimento en tubos Eppendorf (sub muestras por triplicado), a los que se les
agrego 1.5 ml de solucién de pre-tratamiento (0,1 mM de EDTA; 0,1 mM de Tris-
HCI (pH 8); 1,5 mM de NaCl; 0,1 mM de NaH2PO4; 0.1 mM de Na,HPOg). Los
tubos fueron colocados en un bafio maria a 65 °C por 15 min con vortex cada 2
minutos. Luego se centrifugd a 12000 g durante 5 minutos y se descarté el
sobrenadante, el sedimento fue nuevamente re-suspendido en 1.5 mL de solucién
de pretratamiento y luego de un vortex se centrifugd nuevamente, este
procedimiento se repitié de 2 a 3 veces hasta que el sobrenadante fue claro,

finalmente se elimino el sobrenadante (Fang et al., 2015).

El paso siguiente consistid en un proceso de lavado de cada submuestra, para ello
se hizo uso de un matraz de 100 mL que contenia 70 mL de solucion buffer de
lavado (300 mM de NaCl, 2.9 mM de KCI, 10 mM de NaH2PO; y 1.7 mM de
NazHPO4) segun lo descrito por Zeng et al., (2008), y perlas de vidrio de 0.5 mm
en el cual las submuestras fueron agitadas constantemente mediante un vortex

vertical a 450 rpm durante 15 minutos.

Posteriormente, se realizd un proceso secuencial de filtracion empleando filtros de
membrana (Serrana y Watanabe, 2022) como se describe a continuacion, cada
submuestra lavada fue filtrada en primer lugar a través de un filtro de papel con un

tamafio de poro de 12 uM, seguido de una filtracion por un filtro medio con un
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tamafio de poro de 0.45 uM y finalmente a través de un filtro colector de 0.22 uM.
Los filtros colectores fueron cortados y colocados en un Eppendorf estéril de 2 mL

para el siguiente procedimiento.

3.8.3 Extraccion de ADN metagendémico
El ADN metagenomico se extrajo de los filtros obtenidos a partir de las muestras
de agua y sedimento pre-tratadas; la extraccién se realizé de acuerdo al protocolo
modificado por Solomon et al. (2016) de la siguiente manera; los filtros fueron
suspendidos en 900 puL de tampdn de extraccion [Tris-HCI 100 mM, EDTA 100
mM, (pH 8,0), fosfato de sodio 100 mM (pH 8,0) y NaCl 1,5 M], al que se afiadid
50 puL de CTAB al 10 %, 50 uL de SDS al 20 % y 10 uL de Proteinasa K, para
luego ser incubado a 55 °C durante 2 h con vortex constantes cada 15 min,
posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 4000 g durante 1 min, se retir6
el sobrenadante a un nuevo Eppendorf de 1.5 mL al que se le agreg6 un volumen
igual de cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1 v/v), luego de un breve vortex se
centrifugd a 16000 g durante 10 min, la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo
y se le agregd 600 pL de isopropanol, la mezcla fue incubada durante una noche a
4 °C, una vez pasado este tiempo se centrifug6 a 20 000 g durante 20 minutos, el
sedimento de ADN se lavo con etanol al 70% (v/v) dos veces, finalmente el ADN
fue resupendido en 50 pL de agua grado molecular. EI ADN de la muestra de
sedimento obtenido de los tres filtros de coleccion, fue concentrado en un nuevo
Eppendorf. La preservacion se realiz6 a -20 °C. La concentracion y calidad del

ADN fue medido en un NanoDrop (NanoDrop 2000™, ThermoScientific).
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3.8.4 Secuenciamiento del Amplicon 16S ARNr
El ADN total extraido de ambas muestras (agua y sedimento, por separado) se
enviaron a Macrogen (Corea del Sur) para su secuenciamiento mediante NGS. La
preparacion de las librerias para la regién bacteriana V3-V4 del gen 16S ARNr se
hizo a través de PCR utilizando los siguientes cebadores predeterminados:
Bakt 341F-CCTACGGGNGGCWGCAG y Bakt_805R-
GACTACHVGGGTATCTAATCC. El secuenciamiento del amplicon 16S ARNr
se realizd6 mediante el uso de la plataforma de secuenciaciéon Illumina MiSeq

300bp.

3.8.5 Analisis bioinformatico y de diversidad

Los reads obtenidos a partir de la secuenciaciéon de cada muestra se analizaron a
través del paquete de cddigo abierto DADA2 v.1.12 (Callahan et al., 2016) en el
software R v.4.2.2 en el entorno del programa RStudio v.4.2.2. El andlisis inicio
con un pre-procesamiento de los reads; es decir, la revision y control de calidad,
se trabajé con reads que mostraron una calidad mayor a 30, se realiz6 también el
recorte de los cebadores utilizando la funcion “FilterAndTrim”. Este paquete
también permitio la inferencia de los grupos de secuencias idénticas; es decir,
variantes de secuencia de amplicon (ASV) para luego realizar la asignacion
taxondmica con la funcion “assignTaxonomy” en donde se compard las secuencias
de los ASV obtenidos a partir de las muestras de agua y sedimento con la base de

datos SILVA v.138.1 (Quast et al., 2013) identificAndose hasta el nivel de género.
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La estimacion de la diversidad alfa se realizé utilizando los indices de Chaol, el
indice de Shannony el indice de Simpson (Lemos et al., 2011), para lo cual se hizo
uso las funciones “plort-richness” y “estimate_richness” del paquete phyloseq
(McMurdie y Holmes, 2013). Ademas, se usé el paquete ggplot2 v3.4.0 (Hadley,

2016) para la elaboracion de graficos de abundancia relativa.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Propiedades fisicoquimicas de las muestras de agua y sedimento
Las muestras de agua y sedimento del &rea de muestreo presentan en promedio
temperaturas y pH similares, la temperatura fue de 12 °C mientras que el pH de la
muestra de agua fue de 5,6 siendo mayor al de la muestra de sedimento, que fue de
4,7. En lo que se refiere a los metales disueltos, en ambas muestras se observo como
el elemento mas abundante al Fe; ademas, el sedimento presentd mayor cantidad de
los metales Al, Cu, Ca, K, Mg y otros elementos (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones de metales pesados en las muestras de agua y sedimento

Metal pesado  Agua (mg/kg) Sedimento (mg/kg)

Aluminio (Al) 0.7 14979,9
Arsénico (As) <0,005 23,6
Calcio (Ca) 5,7 805,7
Cadmio (Cd) <0,005 51
Cromo (Cr) <0,005 1,5
Cobre (Cu) 1,1 1819,3
Hierro (Fe) 9,0 368291,8
Potasio (K) 1,7 566,7
Magnesio (Mg) 2,2 508,9
Manganeso (Mn) 0,1 15,9
Sodio (Na) 2,1 109,8
Zinc (Zn) <0,005 52,2
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4.2 Metodologia dependiente de cultivo
4.2.1 Aislamiento, caracterizacion microbioldgica y bioquimica
Las estrategias de cultivo permitieron obtener un total de 41 aislamientos a partir de
ambos tipos de muestra. Del total de aislamientos, el 92% (n=38) se obtuvieron de la
siembra en placa con los medios de cultivo nutritivos a pH 7, mientras que el 8%
(n=3) se obtuvieron con la técnica de enriquecimiento en medio liquido 9K-Fe a pH

2,5.

En la caracterizacion microbioldgica se observé una variada diversidad fenotipica de
las colonias, las cuales presentaron desde formas irregulares hasta filamentosas, con
bordes enteros hasta rizoides, con tamafios menores a 1 mm (puntiformes) hasta
mayores a 3 mm (grandes), con elevaciones desde convexas a planas, de aspecto liso
la mayoria y algunas rugosas, algunas con consistencia suave y otras mucosas, y solo

algunas pigmentadas; algunas de ellas se muestran en las figuras 3 y 4.

Figura 3. Colonias bacterianas luego de 24 horas de incubacion a 37 °C. A. A7,
muestra colonias grandes, B. A1, muestra colonias grandes de aspecto mucoso; C,
A16: muestra colonias medianas circulares, de color blanco; D. A18, muestra colonias
circulares medianas, convexas, con pigmento amarillo y textura suave.

La figura 4 muestra el crecimiento tipico de bacterias acidéfilas en medio sélido 9K-
Fe, donde se aprecia una coloracién naranja producto de la oxidacién de hierro; las
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colonias en este caso se caracterizaron por presentar un tamafio muy pequefio no
visibles a la vista por lo que se us6 un estereoscopio para una mejor caracterizacion,
a traveés del cual se observaron colonias circulares, convexas, con pigmentacion entre

naranja 'y marron y de aspecto suave.

Figura 4.Colonias bacterianas acidofilas oxidantes de hierro obtenidas en medio
solido 9K-Fe luego de aproximadamente 15 dias de incubacion a 28 °C.

En cuanto a la morfologia celular bacteriana, se encontraron principalmente bacilos y
cocos, y en menor cantidad cocobacilos y estreptobacilos. Respecto a la tincién Gram,
la mayoria de los aislados (66%) se clasificaron como Gram positivos, mientras que
los restantes (34 %) fueron Gram negativos, en este Gltimo grupo se encontraron las

bacterias acidofilas (Figura 5).
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Figura 5. Observacion microscépica a 1000x a partir de tincion Gram. A. A7, bacilos
- Gram positivos, empalizados grandes; B. A5, cocobacilos — Gram negativos
agrupados; C. S54, bacilos — Gram positivos, D. Al5, estreptobacilos - Gram
positivos con espora central, E. A58, bacilos — Gram negativos empalizados; F. A13,
cocos Gram — positivos agrupados. G. S64, bacilos pequefios — Gram negativos,
caracteristico de bacterias aciddfilas.

A continuacidn, en la tabla 2 se describen los resultados de las pruebas bioquimicas
realizadas a los aislamientos que presentaron una morfologia celular cocal segun el
tipo de muestra del que fueron aisladas. En general todos los aislados bacterianos
hidrolizaron la lecitinasica y redujeron el telurito en el medio Baird Parker, ademas
revelaron ser positivos para catalasa, fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa, asi
como un resultado negativo para el uso de citrato de sodio como Unica fuente de
carbono; asimismo, demostraron capacidad de crecer a una concentracion de 7.5 %
de NaCl al ser sembradas en el medio manitol salado, a excepcion del aislamiento
Al18. En ese mismo medio adicionalmente se evalud la capacidad de fermentar
manitol para el cual los aislamientos Al4, A16, Al7, A26 y A28 resultaron ser

positivos.
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Tabla 2. Caracterizacién morfoldgicas y bioquimicas de aislamientos con morfologia

cocacea.

Caracteristicas

Tincién Gram

Disposicion de cocos
Crecimiento a 35 °C
Crecimiento a 7.5 % (w/v) NaCl
Oxidasa

Catalasa

Fermentacion de glucosa

Fermentacion de lactosa
Fermentacion de sacarosa
Citrato

Movilidad en medio semisélido

Prueba Rojo de Metilo

Prueba Voges Prokauer
Descarboxilacion de Lisina
Actividad Lecitinasica
Reduccion de Telurito de potasio
Fermentacion de manitol
Coagulasa

Produccion de hemdlisis

Al3

+

Al4

+

o

Al6

+

Agua
Al7 A18
+ +
r t
+ +
+ -
+ +
+ +
- +
- +
+ -
+ +
+ +
+ .

A23

+

A26

+

A30

+

S28

+

Sedimento
S29 S35
+ +
r r
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ .
+ +
+ +

+: Positivo; -: Negativo; SC: Sin crecimiento; RM: Prueba de rojo de metilo; VP: Prueba de Voges-Proskauer; L*:
Lisina positivo; a: Hemolisis alfa; r: racimos; t: tétradas.

De igual manera se realiz6 la caracterizacién bioquimica de las bacterias que

presentaron morfologia celular bacilar (Tabla 3). De los aislamientos obtenidos de las

muestras de agua, cuatro de ellos fueron caracterizados como Gram negativos; los

aislamientos A2 y A8 fueron bacilos, la primera positiva para oxidasa, catalasa y con
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capacidad de fermentar glucosa, ademas de usar el citrato de sodio como fuente Unica
de carbono; por su parte, el aislamiento A8 presentd una reaccion positiva para
catalasa, fermentacion de glucosa, utilizacion de citrato, asi como para la prueba MR-
VP, esto indicaria que se tratarian de dos aislamientos diferentes. En cuanto a los
aislamientos A5 y A42 presentaron una morfologia celular en forma de cocobacilos
y sus caracteristicas bioquimicas revelaron reacciones positivas para catalasa y
fermentacion de glucosa, su parecido a nivel bioguimico y fenotipico indicarian la

posibilidad de tratarse de una misma especie.

Posteriormente, nueve aislamientos también de las muestras de agua fueron
caracterizadas como bacilos Gram positivos, todas presentaron capacidad de
movilidad en el medio SIM, ademéas de una reaccion positiva para catalasa y
fermentacion de glucosa. Por su parte los aislamiento A21, A25 y A58 presentaron
ademas la capacidad de fermentar lactosa y sacarosa, no obstante se diferencian
debido a que los aislamientos A25 y A58 no presentaron crecimiento en medio
manitol salado, a comparacion del aislamiento A21 que ademas mostro la capacidad
de fermentar manitol, caracteristica que compartié con los aislamientos A7, A20,
A38, A41y A50, su crecimiento en este medio revel también la capacidad que tienen
de crecer a una concentracion de 7.5 % de NaCl, caracteristica compartida también
con la cepa Al. En cuanto a la utilizacion del citrato como Unica fuente de carbono,
solo el aislamiento A20 reveld esa caracteristica. Dentro de este grupo también se
encontrd el aislamiento A15 la cual se diferencié de las deméas por presentar una

morfologia celular en forma de estreptobacilo con espora central.

Ademas, una de las caracteristicas reveladas a nivel de tincion Gram fue la

variabilidad que presentaron algunos aislamientos; es decir, segin el medio de cultivo
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y/o el tiempo de crecimiento se observan como Gram negativas o Gram positivas, este
tipo de bacterias son denominadas Gram variables, y los aislamientos A27, A6y A19
de las muestras de agua presentaron esta singular caracteristica. Bioguimicamente, el
primero revelO ser positiva para catalasa, fermentacion de glucosa y movilidad en
medio SIM, y las dos Gltimas mostraron resultados bioquimicos muy similares entre
ellas, siendo positivas para las pruebas de oxidasa, catalasa y fermentacion de glucosa,

y resultado negativo en las pruebas restantes.

Por otro lado, a partir de las muestras de sedimento se obtuvieron siete aislamientos,
de los cuales el S4, S9, S12, S53, S62 y S54 fueron Gram positivos y el S3 se mostrd
como un Gram variable, todos a excepcion de este Gltimo revelaron movilidad en el
medio SIM. El aislado S9 mostré diferencias al compararse con las otras seis, no
presento crecimiento en los medios TSIy LIA en los cuales se observa la capacidad
de las bacterias para fermentar azlcares, lo que indicaria ser una especie diferente de
las demés. En cuanto al aislamiento S3, presenta caracteristicas similares a los
aislamientos A6 y Al19 de las muestras de agua, lo mismo sucede entre los
aislamientos S12, A25 y A58, indicando que los dos tipos de muestra compartirian

algunas especies.

Este primer andlisis de caracterizacion metabdlica y fenotipica realizado a los
aislamientos obtenidos nos permite observar desde ya cierta diversidad entre las
bacterias que podrian estar habitando las aguas y sedimentos del ambiente extremo

aqui estudiado.
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Tabla 3. Caracterizacion morfoldgica y bioquimica de aislamientos que presentaron morfologia bacilar.

Caracteristicas

Tincién Gram

Morfologia celular

Crecimiento a 35 °C
Crecimiento a 7.5 % (w/v) NaCl

Oxidasa

Catalasa

Glucosa

Lactosa

Sacarosa

Citrato

Movilidad en medio semisélido
Prueba Rojo de Metilo

Prueba VVoges Prokauer

Descarboxilacién de Lisina

Fermentacion de manitol

A2

A5

ch

A8

A42

ch

Al

A6

A7

+

+

Agua
Al5 Al19
+ \"
sb b
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
+ -

A20

+

+

A21

+

+

A25

+

A38

+

+

A4l

+

+: Positivo; -: Negativo; SC: Sin crecimiento; b: bacilos; cb: cocobacilos; sh: estreptobacilos; v: Gram variable; c: central

A50

+

A58

+

S27

S3

S4

Sedimento
S9 S12
+ +
b b
+ +
- +
+ +
SC +
SC +

SC +
+ +

- +

SC -

S53

+

S62

+
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4.2.2 ldentificacién molecular y analisis filogenético
En la tabla 4 se observan los resultados del analisis BLASTn de los aislamientos
obtenidos a partir de las muestras de agua, en el programa se compard las secuencias
de cada aislamiento con las secuencias almacenadas en la base de datos del NCBI
(GenBank). Los 25 aislamientos identificados se distribuyeron en 3 diferentes filos:
Firmicutes (80 %), Proteobacteria (4 %) y Actinobacterias (16 %), y se agruparon en
8 géneros diferentes: Bacillus (n=9), Pseudomonas (n=1), Acinetobacter (n=2),
Brevibacillus (n=2), Pantoea (n=1), Staphylococcus (n=7), Micrococcus (n=1), y

Paenibacillus (n=2).

La figura 6 presenta las relaciones filogenéticas de los aislamientos obtenidos a partir
de las muestras de agua con una serie de secuencias representativas descargadas del
GenBank con las que se construyé un arbol filogenético. El andlisis filogenético
mostr6 al filum Firmicutes como el mas representativo con 20 aislamientos
pertenecientes a las especies Bacillus licheniformis, Bacillus haynesii, Bacillus
toyonensis, de la familia Bacillaceae; las especies Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus cohnii, Staphylococcus hominis, Staphylococcus epidermidis y
Staphylococcus caprae pertenecientes a la familia Staphylococcaceae; y a
Paenibacillus sp, Paenibacillus lautus y Brevibacillus bortelensis pertenecientes a la
familia Paenibacilaceae. El segundo filum mas abundante fue Proteobacteria, que
incluyé a las especies Pantoea sp correspondiente a la familia Enterobacteraceae,
Pseudomona stutzeri correspondiente a la familia Pseudomonadaceae Yy
Acinetobacter iwoffi correspondiente a la familia Moraxellaceae. Ademas, se
encontrd un aislamiento perteneciente al filum Actinobacteria, la cual fue identificada

como Micrococcus sp de la familia Micrococcaceae.
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Tabla 4. Identificacion de los aislamientos bacterianos a partir de muestras de agua
basado en el porcentaje de identidad de las secuencias 16S-ARNr en el programa

BLAST.

A(i:s(:glrg(i)egfo LI
Al Bacillaceae
A2 Pseudomonadaceae
A5 Moraxellaceae
A6 Paenibacilaceae
A7 Bacillaceae
A8 Enterobacteriaceae
Al3 Staphylococcaceae
Al4 Staphylococcaceae
Al5 Bacillaceae
Al6 Staphylococcaceae
Al7 Staphylococcaceae
Al8 Micrococcaceae
Al9 Paenibacilaceae
A20 Bacillaceae
A21 Bacillaceae
A23 Staphylococcaceae
A25 Paenibacilaceae
A26 Staphylococcaceae
A30 Staphylococcaceae
A28 Bacillaceae
A4l Bacillaceae
A42 Moraxellaceae
A53 Bacillaceae
A58 Paenibacilaceae
A62 Bacillaceae

Organismo més
cercano

Bacillus lincheniformis
Pseudomonas stutzeri
Acinetobacter iwoffii

Brevibacillus bortelensis
Bacillus lincheniformis
Pantoea sp.
Staphylococcus hominis
Staphylococcus equorum
Bacillus toyonensis
Staphylococcus cohnii
Staphylococcus caprae
Micrococcus luteus
Brevibacillus bortelensis

Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis
Staphylococcus
saprophyticus
Paenibacillus sp
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus hominis
Bacillus licheniformis

Bacillus haynesii
Acinetobacter iwoffii

Bacillus licheniformis

Paenibacillus lautus

Bacillus licheniformis

Porcentaje
de
identidad
(%)
99.93

100
99.12
99.51
99.44
99.72
99.65
99.58

100
99.86
99.51

100
99.93
98.87

100

99.79

99.79
99.93
99.85
99.90
100
99.71
99.81
99.86
100

Cobertura
(%)

100
100
100
99

100
100
99

100
100
99

99

100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

Ndmero de
acceso
Genbank

MG937682.1
EU275358.1
MG871217.1
MN604052.1
KY433888.1
MKO053631.1
MF327693.1
KR054056.1
MK318228.1
MH393218.1
MW132421.1
MW251746.1
KX783601.1
LT669763.1
MT534569.1

MW040701.1

FN429976.1
MN938189.1
KT717627.1
OK094134.1
OP456544.1
MN252077.1
ONO004995.1
KU955657.1
OP439523.1
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95%

95%
95%

05% MT534569.1 Bacilus licheniformis strain NB45

OP093777 1 Bacillus sonorensis strain WG-GE-MG17

KY433888.1 Bacillus licheniformis strain ABTNL 1

95% ‘
95%

OP107355.1 Bacillus haynesii strain WG-EN-FG4
— MG937682 1 Bacillus licheniformis strain SML M148

95%

67%

95%

[ )
[ )
[ )
L Y
[ )
[ )
[ )

2% Al

84% @ LT1669763.1 Bacillus licheniformis partial isolate MV/NIGEB¢
@ AN
@ A5l

5% @ ON004995.1 Bacillus licheniformis strain QP28

68% @ A%

MW148427.1 Bacillus licheniformis strain SJP10

MF079348.1 Bacillus licheniformis strain NFS-CAP-6

93%

A1

%
86%
3%

0P438523.1 Bacillus licheniformis strain KS24
(OP456544.1 Bacillus haynesii strain F

]
]
[ ]
@ 0K094134 1 Bacillus licheniformis strain WHWA40
®
®
[

72%

B @ A5

95%

95%

95%

91%

95%

05% 4%

95%

95%

94%

S @ 1K318228 1 Bacillus toyonensis strain NGB-SF113
5% ® A4
@ KR054056.1 Staphylococcus equorum strain HB12
@ A%
950 @ 1W040701.1 Staphylococcus saprophyticus strain S1A
@ A6
95% @ 11H393218.1 Staphylococcus cohnii strain P5
o2% & A0
@ KIT717627 1 Staphylococcus hominis strain PhT3
@ A3
04% @ 1IF327693 1 Staphylococcus hominis strain S1-24
% ® a6
@ 1IN938189 1 Staphylococcus epidermidis strain 3-9
@ A7
95% @ 1MW132421.1 Staphylococcus caprae strain AHS-1
4% ® 15
@ FN429976.1 Paenibacillus sp. 1B-1067
@ A8
93% @ KU955657.1 Paenibacillus lautus strain FJAT-44680

L B

56%

@ 1ING04052.1 Brevibacilus borstelensis strain MX21

94%

@ LC368288.1 Brevibacillus borstelensis [TW2

@ A9

@ KX783601.1 Brevibacillus borstelensis strain p15
04% @ KX783601.1 Brevibacillus borstelensis strain p15

87%
92%

W A

W MK414840 1 Micrococcus sp. strain IAE235
W MH127693.1 Micrococcus sp. strain EB235
1% W MW251746.1 Micrococcus luteus strain BS52

93% ’ A8

S 4 1K053631.1 Pantoea sp. strain SPC23
91% Y

94%

S 4 EU275358.1 Pseudomonas stutzeri strain CONC12

92%
92%

L

& A2

4 MGB71217.1 Acinetobacter lwoffii strain FC1359
93% & 1IN252077 1 Acinetobacter Iwoffi strain A24

Figura 6. Arbol filogenético construido con las secuencias del gen 16S ARNTr de los
aislamientos obtenidos de las muestras de agua. Se utiliz6 el método estadistico
Neiborg-Joining del software MEGA-X con 1000 réplicas bootstrap. Filum:
eFirmicutes, mActinobacteria, 4Proteobacteria.
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La Tabla 5 muestra la identidad de 14 aislamientos obtenidos a partir de las muestras

de sedimento que se distribuyeron en 2 filum: Firmicutes (78.5 %) y Proteobacteria

(21.5 %), representados por 8 géneros diferentes: Bacillus (n=3), Lysinibacillus (n=1),

Brevibacillus (n=1), Staphylococcus (n=4), Sporosarcina (n=1), Paenibacillus (n=1)

y Acidithiobacillus (n=3).

Tabla 5. Afiliaciones taxondmicas de aislamientos bacterianos a partir de muestras
de sedimento.

Cddigo
de
aislamiento

S3
S4
S9
S12

S27

S28

S29

S35

S36

S50

S54

S64

S65

S66

Familia

Paenibacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae

Paenibacilaceae

Planococcaceae

Staphylococcaceae

Staphylococcaceae

Staphylococcaceae

Staphylococcaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Acidithiobacillaceae

Acidithiobacillaceae

Acidithiobacillaceae

Organismo mas cercano

Brevibacillus bortelensis
Bacillus licheniformis
Lysinibacillus macroides

Paenibacillus sp

Sporosarcina aquimarina

Staphylococcus

epidermidis
Staphylococcus warneri

Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis

Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis

Acidithiobacillus
ferriphilus
Acidithiobacillus
ferrooxidans
Acidithiobacillus

ferriphilus

Porcentaje
de
identidad
(%)

100

100
100
100

100

100

100

100

100

100

99

100

100

100

Cobertura
(%)

98.8
100
100

99.72

99.33

99.65

99.30

100

99.79

100

99.90

100

99.93

99.93

Ndmero de
acceso
GenBank

KT239000.1
MT640331.1
MN428188.1
KJ184886.1

KT922020.1

MG937601.1

FR691470.1
MT613456.1

MKO015803.1

OM967176.1

MT640331.1

KX894732.1

KX694508.1

KX894731.1
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La figura 7 presenta las relaciones filogenéticas de los aislamientos obtenidos a partir
de las muestras de sedimento con una serie de secuencias obtenidas de la base de datos
del Gen Bank con las que se construyo6 el arbol filogenético. El analisis mostrd
igualmente al filum Firmicutes como el mas representativo con 11 aislamientos
pertenecientes a las especies Bacillus licheniformis de la familia Bacillaceae, las
especies Staphylococcus warneri y Staphylococcus epidermidis pertenecientes a la
familia Staphylococcaceae; Paenibacillus sp, Paenibacillus lautus y Brevibacillus
bortelensis pertenecientes a la familia Paenibacilaceae. El segundo filum presente
fue Proteobacteria, que incluyd bacterias de la familia Acidithiobacillaceae:

Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus ferrifillum.
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96% 528
o[ 1

MN428237_1 Staphylococcus epidermidis strain IBK-11
MH118521.1 Staphylococcus epidermidis strain VITAPRRKCU-3

96%

96% 536
MK045782 1 Staphylococcus warneri strain TK00S
65% 2o 599
WE FRB91470.1 Staphylococcus warneri strain R-38534
535

MK318259.1 Lysinibacillus xylanilyticus strain NGB-SF386
KU983851.1 Lysinibacillus pakistanensis strain FJAT-28999

96%

04%

MN428188.1 Lysinibacillus macroides strain PK4-21.1(2)
59

MH084955.1 Sporosarcina luteola strain M10

527

KJ417588.1 Sporosarcina sp. D27(2004)

MZ209197 1 Sporosarcina sp. strain SCAU-C14

54

96%
97%

96%

93%
96%

OK067288.1 Bacillus licheniformis strain WHS31

66%
0OM992200.1 Bacillus licheniformis strain GABIT218

69%
80%

95%

S50
554
MW279255.1 Bacillus licheniformis strain CBE RSB SID 30

96%

74%
90%
97%
96%

0LE93712.1 Bacillus lichenformis strain K3
KJ184886.1 Paenibacillus sp. CZGSD2
FN428976 1 Paenibacillus sp. IB-1067

512

96%

MK834382 1 Paenibacillus sp. strain v307

95% KF952566.1 Brevibacillus borstelensis strain UTM105

95% KT238000.1 Brevibacillus borstelensis strain HMR16

S3

95% @ 1K088265.1 Brevibacillus borstelensis strain UNS
& So4
565
84% .
566
2% *
4 KX894732.1 Acidithiobacillus ferriphilus strain C52

92%

ﬂ': 4 KJ944318.1 Acidithiobacillus ferrooxidans strain CK
92%

& KX694508.1 Acidithiobacillus ferrooxidans strain DX-m
93% & KF378735.1 Acidithiobacillus ferrooxidans strain XJF-8
94% 4 KX894731 1 Acidithiobacillus ferriphilus strain A4

Figura 7. Arbol filogenético construido con las secuencias del gen 16S ARNr de los
aislamientos obtenidos de las muestras de sedimento. Se utilizé el método estadistico
Neiborg-Joining del software MEGA-X con 1000 replicas bootstrap. Filum:
eFirmicutes, ¢Proteobacteria.

A partir de la identificacion con el software BLAST se calcularon las abundancias
relativas de los géneros bacterianos obtenidos. Las abundancias relativas del género

Bacillus fueron de 35 % en agua y 27 % en sedimento; en segundo lugar, se encontrd
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al género Staphylococcus con 31 % en agua y 37 % en sedimento. En tercer lugar,
estuvo el género Acidithiobacillus con un 20 %, aislado a partir de las muestras de
sedimento, pero no de las muestras de agua. Otros géneros identificados con menor
abundancia relativa en las muestras de agua fueron Brevibacillus, Paenibacillus y
Acinetobacter, con 8 %, y con 4 % los géneros Pseudomonas, Pantoea y Micrococcus.
En las muestras de sedimento, los géneros Brevibacillus, Paenibacillus,
Lysinibacillus, y Sporosarcina. tuvieron abundancias relativas menores (7 % cada
uno) (Grafico 1).

Gréfico 1. Abundancia relativa de los géneros bacterianos obtenidos segun el tipo de

muestras.
100%
90%
80% B Acidithiobacillus
. B Sporosarcina
X 70%
= B Lysinibacillus
=
© 60% B Micrococcus
(0]
< 50% W Paenibacillus
‘©
C
5 40% B Staphylococcus
5 W Pantoea
2 30%
Brevibacillus
20% M Acinetobacter
10% B Pseudomonas
M Bacillus

0%
AGUA SEDIMENTO
Tipo de Muestras

4.2.3 Indices de diversidad alfa para bacterias cultivables
Los dos tipos de muestra mostraron diferentes especies bacteriana, un mayor nimero
de aislamientos se encontré en las muestras de agua en comparacion con las de
sedimento. La tabla 6 muestra los indices de diversidad alfa para ambos tipos de

muestras; el indice de Chaol muestra una mayor riqueza de especies en las muestras
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de agua en comparacion con las muestras de sedimento, de igual manera, el indice de
Shannon evidencia una mayor diversidad en las muestras de agua. Por otro lado, el
indice de Simpson revela una baja distribucion equitativa en ambas muestras, es decir,

existe dominancia de especies.

Tabla 6. Medidas de diversidad alfa de bacterias cultivables segun el tipo de muestra

Muestra Chaol Shannon Simpson
Agua 26.58 2.809 0.9231
Sedimento 19.71 2.637 0.9524

4.3 Metodologia independiente de cultivo
4.3.1 Diversidad de la comunidad bacteriana
El secuenciamiento del amplicn 16S ARNTr produjo un promedio de 76 605 reads en
la muestra de agua y 201 745 reads en la muestra de sedimento. Luego de filtrar las
lecturas de baja calidad y formar los contigs se obtuvieron 61 640 secuencias para la
muestra de agua y 137 451 secuencias para la muestra de sedimento. En conjunto se
identificaron un total de 796 ASV (Amplicon Sequence Variant, variantes Gnicas por
amplicdn), registrando en la muestra de agua una menor cantidad de ASV (156) en

comparacién con los 654 ASV de la muestra de sedimento.

Estos resultados mencionados son un indicativo inicial de la existencia de una mayor
riqueza de géneros en el sedimento en comparacion con la comunidad bacteriana del
agua y se refleja en los indices de diversidad alfa obtenidos (Tabla 7, Grafico 2). En
la muestra de sedimento la riqueza (indice de Chaol) present6 un valor de 654 en

comparacion con el indice de 156 en la muestra de agua. De igual forma, el valor
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obtenido en el indice de diversidad de Shannon fue 4.65 en las muestras de sedimento,
lo que indica una mayor diversidad. Por otro lado, el indice de uniformidad de
Simpson fue 0.97 para la muestra de sedimento en comparacion con el 0.75 en el agua,

apuntando a una mayor dominancia en el primero comparado con la muestra de agua.

Tabla 7. indices de diversidad alfa para muestras de agua y sedimento.

Muestra Numero de secuencias  Chaol Shannon Simpson
Agua 61 640 156 2.10 0.75
Sedimento 137 451 654 4.65 0.97

Gréfico 2. Indices de diversidad alfa segun el tipo de muestra

Chao1 Shannon Simpson

*- Agua

400-

0.85- -+— Sedimento

300-

indices de Alfa diversidad

.
.
J
a

enby .
enby .
enby .

ojuawpas -

ojuaWIpas .
ojuaLIPaS -

Tipo de Muestra
La composicion de la comunidad bacteriana en ambas muestras se anot6 en 25 filum,
63 clases y 155 géneros bacterianos, y los principales grupos microbianos que
presentaron una frecuencia mayor o igual al 1 % se muestran a travées de un grafico
de columnas apiladas. A nivel de filum (Gréfico 3), el filum Proteobacteria (94.3 %)

domind en la muestra de agua, seguido de Firmicutes (3.15 %) y Actinobacteria (1.41
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%); también se registrd el filum Bacteroidota (0.78 %), Cyanobacteria (0.05 %),

Spirochaetes (0.07 %), Fusobacteria (0.08 %), entre otros filos con una abundancia

baja menor al 1 %. En cuanto al sedimento, de igual manera este se encontrd

dominado por el filum Proteobacteria (59.9 %) representando la mayor abundancia,

seguido de Bacteroidota (17.9 %), Patescibacteria (8.7 %), Actinobacteria (2.5 %),

Cloroflexi (2.03 %), Cyanobacteria (1.82 %), Verrucomicrobiota (1.65 %) y

Acidobacteria (1.5 %), ademés se registrd también el filum Firmicutes con una

abundancia baja de 0.5 %, de igual manera detectaron los filum Planctomycetota (0.9

%), Bdellovibrionota (0.42 %), asi como, a Nitrospirota (0.28 %) y Spiroarchaetes

(0.25 %).

Gréfico 3. Abundancia relativa por filum en agua y sedimento del drenaje &cido de

mina

100 1

B
mn

[
n

Abundancia relativa (%)

A nivel

Agua

de clases,

Tipo de muestra

la muestra de

Sedimento

. Acidobacteriota
. Actinobacteriota
Bacteroidota
Chloroflexi
Cyanobacteria
Firmicutes
Other
Patescibacteria
Protecbacteria

Yerrucomicrobiota

agua presentdé mayor abundancia

de

Gammaproteobacteria (90 %), seguido de Alphaprotepbacteria (4 %), Bacilli (2.9 %)

y Actinobacteria (1.4 %); con abundancias relativas mas baja se reportd a Bacteroidia
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(0.8 %), Leptospirae (0.07 %), Cyanobacteriia (0.05 %), entre otros. Asi mismo, en
la muestra de sedimento, las clases Gammaproteobacteria (36.7 %) vy
Alphaproteobacteria (23.2 %) presentaron mayor abundancia, seguidas de
Bacteroidia (11.9 %), Parcubacteria (8.25 %), Ignavibacteria (5.6 %),
Actinobacteria (2.33 %), Cyanobateriia (1.27 %), Holophagae (1.07 %) y
Verricomicrobiae (1.20 %), ademas se encontrd otras clases con abundancia menor
al 1 %, entre ellas estuvieron Planctomycetes (0.8 %), Bacilli (0.45 %),
Acidobacteriae (0.4 %), Leptospirae (0.2 %), Nitrospira (0.18 %), y otros (Gréfico
4).

Gréfico 4. Abundancia relativa a nivel de clases en agua y sedimento de drenaje acido
de mina.

1007
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Sedimento 4

Tipo de muestra

A nivel de género (Grafico 5) la muestra de agua revel6 mayor abundancia relativa
del género Citrobacter (54.6%), seguido de Sphingomonas (1.4%), Enterobacter
(1.3%), Staphylococcus (1.27%) y Ralstonia (1.01%), ademas hubo otros géneros con
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una abundancia relativa menor a 1, entre los que resaltan el género Gallionella
(0.01%) y Acidovorax (0.04%). Los géneros con mayor abundancia en la muestra de
sedimento fueron Sphingomonas (13.4%), seguido de Pseudomonas (8.4%),
Rhodanabacter (7.14%), Gallionella (4.8%), Ferruginibacter (3.1%); ademas, se
evidencio la presencia de los géneros Leptospirillum (0,035%), y Acidithiobacillus
(0.028%).

Grafico 5. Abundancia relativa a nivel de género en agua y sedimento de drenaje
acido de mina.
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DISCUSION:

El andlisis de metales pesados revelo la presencia de concentraciones altas de Fe y Cu
en ambos tipo de muestra (Tabla 1), esto se relaciona principalmente con la
meteorizacion de minerales como la calcopirita (CuFeS;) y pirita (FeS2) que forman
parte de todo yacimiento minero (OEFA, 2019), y que debido al contacto con el agua
y oxigeno tienden a oxidarse liberando iones metalicos y una serie de sulfatos de las
rocas, asi como la produccion de &cido sulfurico que conduce a la disminuciéon del pH
del ambiente influenciado (Akcil y Koldas, 2006). Asi mismo, en ambas muestras se
detecto la presencia de metales del grupo Il y metales de transiciéon, como el Al, Mg,
Mn, Cd, Cr, Zn los cuales son cationes disueltos que normalmente dominan los DAM

(Skousen et al., 1998).

Los resultados del andlisis quimico evidencian una mayor concentracion de metales
pesados en las muestras de sedimento en comparacion con la muestra de agua; en
ambas, el hierro es el metal con mayor presencia; sin embargo, el sedimento mostro
un mayor contenido de hierro (368291,2 mg/kg) con respecto al agua (9,0 mg/kg), lo
que concuerda con la presencia de compuestos como la jarosita, producto de la
oxidacion del hierro y como reaccion secundaria de la meteorizacion impulsada por
comunidades microbiana complejas, que se evidencian por el color naranja
caracteristico en los sedimentos de DAM (Figura 2, P2) (Norlund, Baron y Warren,
2010). Estos compuestos actlian también como adsorbentes de metales tdxicos como
el arsénico y son considerados como fuentes potenciales de generacion de acido,
incluso en su proceso de generacién se pueden formar cationes metalicos como el
potasio, metales traza y otros contaminantes (Xie et al., 2018); lo que explicaria la

mayor concentracion de metales en el sedimento.

69



Las altas concentraciones de Ca en ambas muestras, se deberia a la existencia de
piedras calizas compuestas principalmente por carbonato de calcio (CaCO3z) (OEFA,
2019). Los carbonatos como el CaCOs, que normalmente se encuentran en las rocas
expuestas, funcionan como neutralizadores de acido; es decir, contrarrestan la acidez
provocada por la mineralizacion de los sulfuros (Skousen et al., 2017), lo que puede
relacionarse con los niveles de acidez que presentaron las muestras de agua (pH=5,7)
y sedimento (pH=4,6), considerados como ligeramente 4&cido y é&cido,
respectivamente (Quatrini y Johnson, 2018; Skousen, Ziemkiewicz y McDonald,
2019). Lo que explicaria la mayor abundancia de heterétrofos tolerantes a los &cidos

en ambos tipos de muestras (Guthrie, Cherry y Singleton, 1978).

La disponibilidad de todos estos metales, principalmente del hierro, el grado de pH,
la temperatura y el oxigeno, asi como el nitrogeno, los fosfatos disponibles y la
concentracion de sustratos organicos en los DAM pueden hacer la diferencia en estos
ecosistemas particulares modificando de alguna manera la estructura de las
comunidades microbianas (Rogers y Wilson, 1966; Kuang et al., 2013). Diversos
estudios han reportado la presencia de microorganismos, principalmente de tipo
acidofilo, entre los que también estan bacterias heterotrofas, y quimiolitétrofos
oxidantes de hierro que pueden sobrevivir en ambientes oxigenados y que con su
actividad bioquimica aumentan los efectos del DAM debido a que aumentan la acidez,
y disuelve las rocas liberando los compuestos metalicos que caracterizan estos

ambientes (Guthrie, Cherry y Singleton, 1978; Bacelar y Johnson, 1999).
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El uso del método dependiente de cultivo en los diferentes medios reveld una
diversidad inesperada de bacterias tanto en el agua como en el sedimento. El mayor
numero de aislamientos fue obtenido en medios nutritivos, debido principalmente al
tipo y concentracién de nutrientes que favorecen el crecimiento de ciertos géneros
bacterianos con metabolismo heter6trofo. Como se observa en las Tablas 4 y 5,
resultado del analisis molecular de ambos tipos de muestras, se evidencia mayor
cantidad de bacterias heterdtrofas en las muestras de agua debido probablemente a
que en el agua habria una mayor disponibilidad de nutrientes organico que favorecen

su crecimiento (Barrie Johnson y Hallberg, 2008).

Las bacterias heter6trofas presentes en estos ecosistemas se encargan de crear un
ambiente propicio para el crecimiento de las bacterias oxidantes de hierro, ya que
cumplen la funcién de remover los componentes organicos que podrian ser toxicos
para los oxidantes de hierro, en nuestro estudio por ejemplo, se encontrd heterotrofos
de los géneros Bacillus y Staphylococcus en buena proporcion, las cuales dependen
del carbono que se origina de productos originados de las lisis de los acidofilos
quimilitotrofos, creando de esta manera una interaccion bioldgica de mutualismo
entre aciddfilos quimiolitotroficos y heterétrofos (D. Barrie, 1998; Bacelar y Johnson,

1999).

El agua y el sedimento se encontraron dominados por el filum Firmicutes, entre ellos
Bacillus y Staphylococcus (Figura 6 y 7), de forma similar a lo reportado por Xiaoqi
etal., (2017) quienes realizaron un estudio de comunidades microbianas en ambientes
con presencia de metales pesados; e indican el ligero predominio de este filum en

presencia de metales pesados contaminantes evidencia la facil adaptabilidad que
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tienen los Firmicutes en este tipo de ambientes. El filum Proteobacteria se mostro
como el segundo méas abundante, entre ellos estuvieron aislamientos pertenecientes a
los géneros Pseudomonas, Pantoea y Acinetobacter (Figura 6 y 7), lo que concuerda
con otras investigaciones en las que se explica que el predominio de bacterias
pertenecientes a este filum constituye una respuesta a la contaminacion por metales
pesados, atribuida a su capacidad de adsorcion (Haferburg y Kothe, 2010), siendo
sefialados como la comunidad bacteriana cultivable mas abundante en suelos con

presencia de metales como el Cd (Xiaoqi et al., 2017; Bravo et al., 2018).

Por otro lado, en la muestra de agua se observé también la presencia del filum
Actinobacteria, el cual agrupa a géneros bacterianos como Micrococcus (Figura 6)
los cuales habitan en ecosistemas acidos y se caracterizan por su capacidad para
adaptarse a un pH incluso menor de 3 y a temperatura bajas (Sanchez-Andrea et al.,
2011). Nuestros resultados concuerdan también con lo reportado por Li et al., (2017)
quienes realizaron un estudio de diversidad de bacterias cultivables en muestras
obtenidas de una mina en la cual los Fimicutes constituyeron el filum més abundante,

seguido igualmente de los filum Proteobacteria y Actinobacteria.

En cuanto a los géneros bacterianos encontrados en esta investigacion (Tablas 4 y 5)
se encontraron Bacillus, Staphylococcus, Paenibacillus, y Brevibacillus, en ambos
tipos de muestra; en el sedimento ademas aparecieron los géneros: Lysinibacillus, y
Sporosarcina. También se identific6 a los géneros Pantoea, Pseudomonas,
Acinetobacter y Micrococcus en el agua. Hallazgos similares fueron reportados en
varios estudios sobre DAM, donde Bacillus, Sarcina, Pseudomonas y Brevibacillus

fueron aislados a partir de efluentes con pH de 4.6 a 6.5 (Guthrie, Cherry y Singleton,
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1978); Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, fueron aislados de muestras de agua
y sedimento (Aransiola, Olusola y Fagade, 2021) y de un efluente 4cido de DAM con

concentraciones elevadas de Cd, Co, Pb, Cr, Zn, Cuy Mn (Funmi y Abiodun, 2021).

Zhang et al., (2007) encontraron que la bacteria Gram negativa Acinetobacter sp.
hallada en un relave minero podria tener la habilidad de tolerar el Cd. Asi mismo, los
géneros Micrococcus. y Pantoea. fueron aislados de agua de DAM en medios
suplementados con metales pesados (Zondo, Maphutha y Kondiah, 2012); y el género
Lysinibacillus, fue aislado de una mina de manganeso por Barboza et al., (2015)
quienes explican ademas que esta bacteria podria presentar mecanismos enzimaticos
que le permitirian sobrevivir en ambientes con concentraciones altas de metales
pesados y que usaria esos mecanismos para aumentar el pH de su medio y asi
disminuir la concentraciéon de Mn?* mediante oxidacion quimica y adsorcion.
Lysinibacillus también ha sido hallada en un DAM de carbo6n (Park et al., 2012) y en
un area activa de explotacion minera de oro, en ese estudio se resalta sus capacidad

de adsorcién (Bustos, Ibarra 'y Dussan, 2018).

El género Sporosarcina al igual que en este estudio ha sido encontrado en muestras
de agua y sedimento de una mina de cobre por Kang et al., (2016) quienes resaltan la
capacidad de esta bacteria para la remocion de Cu. Huang et al., (2021) también
reportaron a esta bacteria anaerobia facultativa en suelo contaminado con Cr, la cual
fue identificada como Sporosarcina saromensis con capacidad reductora de Cr**. Este
género bacteriano también ha sido aislado de suelo contaminado con Arsénico (As),
y se ha evaluado su capacidad de remediar suelos con As®* mediante la precipitacion

de calcita de manera eficiente (Achal et al., 2012).
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Con respecto al género Pseudomonas, aunque solo lo hemos encontrado en las
muestras de agua, este se describe en gran parte de los estudios en ambientes
contaminados debido a que esta bacteria tiene una enorme capacidad de adaptacion a
estos ambientes pudiendo degradar diversos contaminantes, entre ellos los metales
pesados, gracias a sus proteinas de union a metales intracelulares y a una gran cantidad
de bombas de expulsion (Muneer et al., 2016). Estas capacidades en Pseudomonas
también se relacionan con algunos mecanismos de desintoxicacion, formacién de
complejos de exopolisacaridos, reduccion de metales e incluso el uso de estos como
aceptores terminales de electrones (Haferburg y Kothe, 2010). Asi mismo se ha
estudiado su potencial para la recuperacién de metales (Ai et al., 2020), de igual
manera este hallazgo se relaciona con lo informado por Low et al., (2020) quienes
presentaron los datos gendmicos de bacterias aisladas del drenaje &cidos de una mina

de cobre, los cuales pertenecieron al género Pseudomonas.

Si bien es cierto, los aislamientos obtenidos en esta investigacion son en gran parte
heterotrofos, los DAM se caracterizan en realidad por la presencia de
microorganismos quimiolitotrofos (Chen et al., 2022). En ese sentido, el cultivo en el
medio liquido selectivo 9K-Fe realizado en ese estudio permitié el aislamiento e
identificacion de bacterias del género Acidithiobacillus (Tabla 5) a partir de la muestra
de sedimento. La identificacion filogenética permitid relacionar estos aislamientos
con especies como Acidithiobacillus ferriphilus y Acidithiobacillus ferrooxidans. El
género Acidithiobacillus se caracteriza por ser Gram negativo y de metabolismo

quimiolitétrofo;, es decir, usa al Fe* como Ultimo aceptor de electrones, y ha sido
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frecuentemente reportado en diferentes ambientes asociados a DAM (Valdés et al.,

2008; Sanchez-Andrea et al., 2011; Abanto et al., 2013).

Las especies Acidithiobacillus ferriphilus catalizan la oxidacion disimilatoria de
hierro ferroso, y la disolucion oxidativa de pirita de manera aerobicas, asi también se
encontraron cepas bacterianas catalizadoras de reduccién disimilatoria de hierro
férrico en condiciones anoxicas a través del azufre reducido como donante de
electrones (Falagan y Barrie Johnson, 2016). Por otro lado, At. ferrooxidans es una
especie bacteriana conocida por utilizar la energia de la oxidacion de minerales que
contienen hierro y azufre para promover su desarrollo, puede prosperar a un pH menor
a 2y tiene la capacidad de fijar nitrgeno y carbono de la atmésfera (Valdés et al.,
2008), los estudios realizados sobre esta especie resaltan su importante participacion

en biomineria como miembro de consorcios microbianos (Rawlings, 2002).

En cuanto a los resultados provenientes del analisis con el método independiente de
cultivo, especificamente el secuenciamiento del amplicon 16S ARNr, permitieron un
andlisis con mucha mayor profundidad de las diversas comunidades microbianas,
tanto en el agua como dentro del sedimento del DAM. La diversidad de generos en el
agua del DAM (Gréfico 5), contuvo una mayor abundancia relativa de Citrobacter,
género bacteriano caracterizado como mixétrofo por su capacidad de reducir sulfato
mediante mecanismos tanto autétrofos como heterétrofos, ademas, este género es
capaz de formar sulfuro de cobre y precipitar metales pesados (Yan et al., 2018). De
acuerdo con algunas investigaciones, Citrobacter puede ser incluso considerado como
una alternativa frente a las SRB (Bacterias reductoras de sulfato) debido a que estas

bacterias son reductoras de sulfato facultativas frente a las SRB que son
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anaerobias casi estrictas (Qiu et al., 2009).

Otro género detectado en el analisis de las secuencias 16S fue Sphingomonas,
reportada en ambientes acidos como los sedimentos del Rio Tinto (Huelva, Espafia),
entre otras (Johnson et al., 2001; Méndez et al., 2015) y ha sido relacionada con la
produccion de iones sulfato y la capacidad de reduccion del pH del medio que habitan
(Hassanshahian et al., 2019). También se obtuvieron secuencias relacionadas al
género Gallionella, una proteobacteria que tiene la capacidad de oxidar el hierro en
condiciones microoxicas o andxicas (Fabisch et al., 2013); asi mismo, se obtuvo
secuencias relacionadas con el género Acidovorax una bacteria oxidante de hierro y
reductora de nitratos (Hohmann et al., 2011). Ademas, también se detecto la presencia
de bacterias heterdtrofas como Staphylococcus y Enterobacter de la cual se ha
reportado una especie denominada Enterobacter clocacae NZS capaz de oxidar el Fe?*

en medio 9K a pH bajo (Mazalan et al., 2020).

En las muestras de agua no se encontraron secuencias relacionadas con los géneros
Acidithiobacillus y Leptospirillum en comparacion con el sedimento, aunque en este
ultimo se hicieron presentes con una abundancia relativa muy baja (<1) por lo que no
aparecen en los graficos que presentamos (Grafico 5). Estas bacterias tienen una
relacion muy estrecha con la formacion de los DAM debido al metabolismo
quimiolitoautotréfico oxidante de hierro que presentan y a que generalmente se
encuentran juntas (Baker y Banfield, 2003). Los géneros con mayor abundancia
relacionado a esta muestra fueron Sphingomonas y Pseudomonas, la primera se
encontr6 también en la muestra de agua y el segundo género también fue hallada en

el método dependiente de cultivo, ambas han sido encontradas con frecuencia en
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DAM y son potencialmente Utiles, en cultivos mixtos, para procesos biorremediadores
(Putri, Ratnaningsih y Rinanti, 2021). También se detectaron los géneros Gallionella
y Ferruginibacter, este ultimo pertenece al filum Bacteroidetes y ha sido reportada
también en una zona minera de carbén (Garcia-Moyano et al., 2015), asi como en

sedimento de agua dulce de donde fueron aisladas (Lim, Baek y Lee, 2009).

El sedimento también reveld la presencia de secuencias relacionadas a género
bacterianos no cultivados, entre ellos, el género BSV13, del filum Bacteroidota y han
sido relacionadas con ambientes contaminados con petréleo (Castillo Rogel, 2019) y
en rios expuestos a diversas fuentes de contaminacion (Adedire et al., 2022). También
se presentd secuencias relacionadas al género GOUTAG6 perteneciente al filo
Proteobacteria, y de la familia Nitrosomonadaceae, reportadas como bacterias
nitrificantes; es decir, asociadas a la oxidacion microbiana del amoniaco a nitrato,
mediante metabolismo quimiolitoautotréficas y fotolitoautotréficas (Podlesnaya et
al., 2020). Asi mismo, también se evidencid la presencia de los géneros denominados
como C1-B045, RBG-1649-21, Blyil0, 1S-44, la mayoria identificados mediante

técnicas de secuenciacion NGS (Cui et al., 2022).

Con respecto a la diversidad, tanto el método dependiente como el independiente de
cultivo mostraron una baja diversidad alfa; sin embargo, el método dependiente de
cultivo mostré6 una mayor riqueza en el agua con respecto al sedimento, en
comparacién con el método independiente que evidencié una mayor riqueza en el
sedimento con respecto al agua, debido a la presencia de bacterias acidéfilas oxidantes
de hierro asi como bacterias heterotrofas acidofilas que presentan con diversas

capacidades metabdlicas aerdbicas, anaerobicas, entre otros aun no revelados. Estos

77



resultados concuerdan con lo descrito por Liang et al., (2019), quienes reportan una
diversidad baja en pozos de agua acida de mina debido a factores ambientales como
el pH. Y con lo encontrado por Valdez-Nufiez et al., (2022) quienes también reportan

una baja diversidad alfa en muestras de agua y sedimento de DAM.

La baja diversidad es caracteristica de ecosistemas asociados a DAM y han sido
descritos en multiples estudios (Méndez-Garcia et al., 2014; Méndez et al., 2015), la
explicaciéon a ello es atribuida por la mayoria de estudios principalmente a las
condiciones extremas del ambiente, entre ellas el pH bajo y la alta concentracion de
metales, es decir, las condiciones ambientales afectan las interacciones directas e
indirectas entre las comunidades microbianas, por lo que estas dependen directamente
de los patrones biogeograficos del medio ambiente; sin embargo, es preciso resaltar
que aunque esta diversidad se muestre baja, la cantidad de especies microbianas

descritas en este tipo de ecosistemas es considerable (Teng et al., 2017).

A partir de lo mencionado, los drenajes acidos de minas albergan una variedad de
bacterias que ya sea en conjunto o de forma individual representa un gran potencial
biotecnolégico, dadas las diversas capacidades mostradas y discutidas anteriormente
para varios de los géneros bacterianos que hemos encontrado. Por lo tanto, estos
ambientes son una oportunidad para llevar estudios no solo en bacterias, sino también
en otros organismos, permitiendo en un futuro el desarrollo y la mejora de industrias

que hoy en dia causan problemas de nivel ambiental y social.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
Se logro caracterizar microbiolégicamente 41 aislamientos bacterianos a partir de
las muestras de agua y sedimento obtenidas del drenaje acido de la mina
Michiquillay-Cajamarca.
El andlisis del gen 16S ARNr permitio la identificacion molecular de todos los
aislamientos obtenidos por el método dependiente de cultivo, mostrando la
presencia de tres filums dominantes Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria,
representados por los géneros Bacillus, Staphylococcus, Brevibacillus,
Paenibacillus,  Micrococus, Pantoea,  Pseudomonas, Acinetobacter,
Acidithiobacillus, Lysinibacillus y Sporosarcina.
El analisis de las secuencias del amplicon 16S ARNr de ADN total de las
muestras, en el método independiente de cultivo, evidencié una mayor riqueza de
géneros bacterianos en la muestra de sedimento en comparacién con la de agua.
Con ambos métodos, la diversidad alfa de las comunidades bacterianas que
habitan el drenaje acido de la mina Michiquillay fue baja, tanto en agua como en

sedimento.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con las investigaciones relacionadas a microorganismos
gue habitan los drenajes acidos de minas debido al gran potencial biotecnoldgico
ambiental que estos microorganismos pueden presentar.

Se debe evaluar la resistencia de los aislamientos acidéfilos y metal6filos a
diferentes concentraciones de metales pesados a fin de seleccionar un pool de
microorganismos potencialmente utiles en biorremediacion de DAM.

Se debe evaluar las capacidades biolixiviadoras de los aislamientos provenientes

de los DAM a fin de obtener cepas que puedan ser utiles en biomineria.
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Apéndice 3. Crecimiento de bacterias oxidante de hierro en medio sélido 9K-Fe.
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Apéndice 5. Muestreo de los sedimentos en el drenaje &cido de la mina
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Apéndice 6. Amplificacion de las secuencias del gen 16S ARNTr a partir del ADN de

bacterias aisladas
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Apéndice 7. Amplificacién del gen 16S ARNr a partir de ADN total.
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Apéndice 8. Calidad de los reads forward de ambas muestras obtenidos luego de la
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Apéndice 10. ASVs obtenido luego del procesamiento de datos de Amplicon 16S ARNr

- |Kingdom | = | Phylum ~ Class - |Order - | Family - | Genus -
ASV 1 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Enterobacterales  Enterobacteriaceae Citrobacter
ASV_2 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Enterobacterales  Enterobacteriaceae NA
ASV_3 Bacteria Proteobacteri Alphaproteobacter Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas
ASV_4 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Enterobacterales  Enterobacteriaceae Citrobacter
ASV_5 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Enterobacterales  Enterobacteriaceae NA
ASV_6 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Xanthomonadales Rhodanobacteraceae  Rhodanobacter
ASV_7 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Pseudomonadales  Pseudomonadaceae Pseudomonas
ASV 8 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Burkholderiales Gallionellaceae Gallionella
ASV_9 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter
ASV_10 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae NA
ASV_11 Bacteria Patescibacter Parcubacteria NA NA MNA
ASV_12 Bacteria Bacteroidota Ignavibacteria lgnavibacteriales  LD-RB-34 NA
ASV_13 Bacteria Patescibacter Parcubacteria Candidatus Nomura NA NA
ASV_14 Bacteria Proteobacteri Alphaproteobacter Rhodobacterales  Rhodobacteraceae Paracoccus
ASV_15 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia
ASV_16 Bacteria Bacteroidota Ignavibacteria SJA-28 NA NA
ASV_17 Bacteria Bacteroidota Ignavibacteria lgnavibacteriales  SR-FBR-L83 NA
ASV_18 Bacteria Proteobacteri Alphaprotecbacter Rhizobiales Rhizobiaceae Mesorhizobium
ASV_19 Bacteria Proteobacteri Alphaproteobacter Rhizobiales Beijerinckiaceae Methylocystis
ASV_20 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Enterobacterales  Alteromonadaceae Rheinheimera
ASV_21 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Burkholderiales Comamonadaceae MNA
ASV 22 Bacteria Actinobacterii Actinobacteria Frankiales Sporichthyaceae Candidatus Planktophila
ASV_23 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Sediminibacterium
ASV_24 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Burkholderiales Comamonadaceae Pelomonas
ASV_25 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
ASV_26 Bacteria Proteobacteri Gammaproteobact Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
ASV 27 Racteria Protechacteri Gammanrotenobact Xanthomonadales  Rhadanohacteraceae Rhadanabacter
ASV_616 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Burkholderiales Ferrovaceae Ferrovum
ASV_617 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Burkholderiales Gallionellaceae Sideroxydans
ASV_618 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  NA NA NA
ASV_619 Bacteria Myxococcota Myxococcia Myxococcales NA NA
ASV_620 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Burkholderiales Gallionellaceae Gallionella
ASV 621 Bacteria Firmicutes Bacilli Alicyclobacillales Alicyclobacillaceae Acidibacillus
ASV_622 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Xanthomonadales Xanthomonadaceae  Thermomonas
ASV_623 Bacteria Planctomycetota Planctomycetes Gemmatales Gemmataceae Gemmata
ASV_624 Bacteria Acidobacteriota Acidobacteriae Acidobacteriales NA NA
ASV 625 Bacteria Patescibacteria Parcubacteria Candidatus Kaiserbacter NA NA
ASV_626 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Alloprevotella
ASV_627 Bacteria Planctomycetota Planctomycetes NA NA NA
ASV_628 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Microscillaceae Hassallia
ASV_629 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas
ASV_630 Bacteria Protecbacteria Gammaproteobacteria  NA NA NA
ASV_631 Bacteria Patescibacteria Parcubacteria NA NA NA
ASV_632 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Gammaproteobacteria | Unknown Family Acidibacter
ASV_633 Bacteria Nitrospirota Leptospirillia Leptospirillales Leptospirillaceae Leptospirillum
ASV_634 Bacteria Chloroflexi NA NA NA NA
ASV_635 Bacteria Patescibacteria Parcubacteria NA NA NA
ASV_636 Bacteria Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales Nocardioidaceae Nocardioides
ASV_637 Bacteria Actinobacteriota Thermoleophilia Gaiellales NA NA
ASV_638 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Nostocaceae Scytonema UTEX 2349
ASV_639 Bacteria Chloroflexi P2-11E NA NA NA
ASV_640 Bacteria Gemmatimonadota Gemmatimonadetes Gemmatimonadales ~ Gemmatimonadaceae NA
ASV_641 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria NA NA NA
ASV_642 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Sphingobacteriales NA NA
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Apéndice 11. Pipeline del analisis bionformatico para datos de metabarcoding
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