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Glosario 

 

Metabarcoding: Este se enfoca en la caracterización de comunidades a partir de una 

muestra ambiental, dicha caracterización se realiza a través del uso de un conjunto de 

cebadores que se amplifican entre especies para examinar una región específica del ADN, 

conduciendo a una lectura de secuencias o “código de barras” (Acharya-Patel, Allison y 

Helbing, 2023). 

 

Secuenciación de segunda generación (NGS): Denominada también secuenciación de 

alto rendimiento, secuenciación masiva paralela o profunda, es una tecnología de 

secuenciación de ADN. Existen varias plataformas NGS, todas realizan la secuenciación 

de millones de fragmentos de ADN en paralelo, se puede utilizar para secuenciar genomas 

completos o limitarse a áreas específicas de interés (Behjati y Tarpey, 2013). 

 

Secuenciación de amplicón: Herramienta ventajosa que permite la obtención de reads 

de una sola región genómica, está basada en PCR, puede utilizar como objetivo varias 

regiones genómicas, sin embargo, el más popular es el gen 16S ARNr, usado para generar 

un perfil comunitario mediante un flujo de trabajo de análisis de datos (Kameoka et al., 

2021). 

 

Variante de secuencia de amplicón (ASV): alternativa a las unidades taxonómicas 

operativas (OTU) para analizar comunidades microbianas, reflejar un nivel más refinado 

de taxonomía, ya que no agrupan secuencias en función de un umbral basado en la 

distancia (Schloss, 2021). 



xiv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DIVERSIDAD BACTERIANA CULTIVABLE Y NO CULTIVABLE DE AGUA 

Y SEDIMENTO EN EL DRENAJE ÁCIDO DE LA MINA MICHIQUILLAY-

CAJAMARCA, 2021 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xv 

 

Resumen 

El objetivo de esta investigación fue determinar la diversidad de las comunidades 

bacterianas cultivables y no cultivables que habitan el drenaje ácido de la mina 

Michiquillay-Cajamarca. Para ello se colectaron muestras de agua y sedimento de las 

afueras de la bocamina del drenaje ácido, mismas que fueron trasladadas al laboratorio 

de Microbiología de la Universidad Nacional de Cajamarca en donde se llevó a cabo su 

procesamiento y análisis. Se aplicó una metodología 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 sólidos nutritivos y en el medio líquido 9K-Fe 

de enriquecimiento selectivo; una vez obtenidos los aislamientos se procedió con la 

caracterización fenotípica, luego se procedió con la extracción de ADN bacteriano, y la 

amplificación del gen 16S ARNr mediante la técnica de PCR, los productos obtenidos 

fueron enviados a secuenciar a Macrogen. Para el caso de la metodología independiente 

de cultivo se realizó la extracción 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 DADA2 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 permitió 

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. Así mismo, los resultados obtenidos del 

análisis del amplicón 16S ARNr mostraron una baja diversidad bacteriana en el drenaje 

ácido de la mina Michiquillay.  

Palabras clave: DAM, bacterias acidófilas, 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 DADA2 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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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

Un gran número de microorganismos sobreviven y prosperan en ambientes con 

características extremas únicas que ofrecen una gran oportunidad para el estudio de 

la composición, función y evolución de las comunidades microbianas extremófilas, 

es decir, organismos que pueden vivir y prosperar en condiciones desafiantes. Entre 

estos ambientes se encuentran los drenajes ácidos de minas (DAM), en su mayoría 

causados por actividades antropogénicas como la minería que dan como resultado un 

ambiente que no solo presenta características ácidas, sino que también incluye altas 

concentraciones de metales pesados, convirtiéndose de esa manera en un nicho 

ecológico singular que alberga comunidades microbianas complejas por lo que es 

considerado como un modelo único para estudios de ecología microbiana (D. Barrie, 

1998; Gupta, Sarkar y Sar, 2019). 

 

En los últimos años 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 

tecnológicos de biología molecular y las nuevas herramientas de secuenciación de 

alto nivel de rendimiento que en conjunto permiten el descubrimiento de nuevos 

linajes que expanden el conocimiento sobre la diversidad y distribución de los 

microorganismos (Méndez et al., 2015). No obstante, en el Perú, esta diversidad y los 

estudios en ecología microbiana en general no han recibido la debida atención, por lo 

que existen vacíos en el conocimiento de las poblaciones microbianas que habitan 

distintos hábitats extremos del territorio peruano, así como los efectos que tiene sobre 
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las diversas formas de explotación de suelo, como las relacionadas a la actividad 

minera, origen de la aparición de los DAM. 

 

Las investigaciones en esta área se basan en dos métodos fundamentales; los 

dependientes del cultivo y los independientes de cultivo, en conjunto permiten una 

mejor visión de la diversidad bacteriana, así como la obtención de aislamientos que 

pueden ser estudiados con el fin de evaluar su potencial biotecnológico (Dong et al., 

2022). En la región 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 allí habitan, en ese sentido, la presente investigación evaluó la 

diversidad bacteriana mediante el uso de las dos metodología, evidenciando una 

diversidad baja pero con mucho potencial biotecnológico por descubrir, lo que 

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

MARCO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes de la investigación 

En la actualidad existen diversos estudios enfocados en diversidad microbiana de 

drenaje ácidos de minas alrededor del mundo. En el año 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 Pyhäsalmi, Finlandia, usando 

secuenciación de amplicones dirigidos a las regiones variables V3-V4 del gen ADNr 

16S, cultivos de enriquecimiento y qPCR dirigidos al gen ARNr 16S. Sus análisis en 

QIIME y R hallaron entre 63-114 géneros bacterianos, en donde Leptospirillum y 

Acidithiobacillus fueron los principales géneros presentes tanto en la secuenciación 

de amplicones como en los enriquecimientos. 

 

En ese mismo año, 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 secuenciación de amplicones dirigidos a las regiones V1-

V3 del gen ARNr 16S, realizaron un análisis de las similitudes y diferencias entre las 

comunidades bacterianas de ambas muestras mediante QIIME, revelando a 

Acidiphilium spp como el más 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 índices 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 secuenciación de amplicones 

dirigidos a la región V4-V5 del gen ARNr 16S analizaron la diversidad microbiana 

procariota en muestras agua ácida (pH: 2.52, 2.25, 1.94 y 5.07) y sedimento (pH:1.89, 

2.18, 2.37) en el área minera Menzi, Provincia de Yunnan; el análisis utilizado fue 

una clasificación taxonómica mediante OTU (Unidades taxonómicas operativas) y 

ASV (Variantes de secuencia de amplicón) ambos revelaron una diversidad rica en 

bacterias hierro-acidófilas, bacterias oxidantes de azufre y bacterias heterótrofas 

acidófilas. Los investigadores concluyen que todavía hay muchos grupos microbianos 

sin clasificar y sin cultivar, y que si bien es cierto su metabolismo fisiológico y 

funciones ambientales pueden analizarse mediante datos de secuenciación de alto 

rendimiento, no se debe dejar de lado la búsqueda de cepas, ya que los cultivos ayudan 

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

 

De igual manera, en el año 2019, Ettamimi y cols., estudiaron las comunidades 

procariotas de cinco cuerpos de agua contaminados por el drenaje ácido de una mina, 

estos presentaron rangos de pH de 2.25 hasta 6.65. Las comunidades bacterianas 

fueron estudiadas utilizando un enfoque meta-taxonómico con secuenciación dirigida 

a la región V4 del gen ARNr 16S; sus estudios revelan gran abundancia de OTUs 

relacionadas con los géneros acidófilos como Metallibacterium, Acidibacter, 

Leptospirillum, y la familia Acidobacteriaceae en los sitios más contaminados y con 

pH más bajos. Además, reportan la presencia de los filos Cyanobacteria, 

Bacteroidetes, y Actinobacteria entre otras, en los sitios menos contaminados y con 

pH más altos; concluyendo que existe una correlación demostrable entre el nivel de 

acidez y la diversidad de comunidades procariotas, lo que confirmaría su potencial 

como biomarcadores de contaminación por drenaje ácido de minas.  
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Mientras tanto en el Perú, uno de los reportes recientes sobre comunidades 

microbianas en drenajes ácidos de mina fue realizado por Valdez-Nuñez et al., en el 

año (2022), en el que se estudió la composición bacteriana de muestras de agua (pH 

de 2.3 a 5.4) y sedimento (pH de 5.8 a 6.5) de túneles mineros de Hualgayoc-

Cajamarca, mediante secuenciación del amplicon 16S ARNr específicamente la 

región bacteriana V4, y a partir del cual revelaron la presencia de filums 

característicos 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 según el tipo de muestra. 

 

Por último, Liza Trujillo, en el año 2019 caracterizó la comunidad microbiana de las 

pozas de sedimentación (pH: 1.99 – 2.38), zonas de infiltración (pH: 2.02 hasta 2.38), 

y una quebrada natural adyacente a las pozas de sedimentación (pH: 2.95), presente 

en el drenaje ácido de una mina de oro, secuenciando la región V4 del gen ADNr 16S 

mediante la plataforma Illumina, procesándolas y analizándolas 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 

oxidación de compuestos de minerales de sulfuro son predominantes. 
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2.2 Bases teóricas 

2.2.1 Ambientes extremos y organismos que pueden habitarlos 

A inicios del siglo XXI se empezó a conocer de la existencia de ambientes extremos 

en la Tierra y la detección de organismos que prosperan en estos ambientes, a los 

cuales se le llamó extremófilos, descubrimientos que no solo han dado pase a una 

nueva disciplina de investigación que en los últimos años tiene ya varias revisiones 

publicadas, sino que también le ha dado vitalidad a la industria biotecnológica 

(Rothschild y Mancinelli, 2001).  

 

Los ambientes extremos son hábitats con parámetros ambientales que sobrepasan los 

rangos óptimos 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 ácidos (< 

4.0) o básicos (> 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 (Ramírez, Serrano y Sandoval, 2006); los 

organismos que tienen la habilidad de crecer bajo estas condiciones son llamados por 

definición extremófilos, en los que se incluye tanto a organismos eucariotas como a 

bacterias y arqueas procariotas, y se clasifican dentro de las siguientes categorías: 

psicrófilos, termófilos, termotolerantes, halófilos, halotolerantes, acidófilos, acido 

tolerantes, metalófilos, metal tolerantes, entre otros; algunos de estos organismos 

incluso tienen la capacidad de tolerar más de una condición extrema (Gómez, 2011; 

Salwan y Sharma, 2019).  
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2.2.2 Acidófilos 

Los organismos acidófilos presentan características aerobias o aerobias facultativos, 

quimiolitótrofos hasta heterótrofos; sin embargo, la más 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 aceptación sobre lo que constituye un acidófilo 

es la formulada por Johnson (2007), quién caracterizó a los acidófilos en diferentes 

niveles, denominando extremos, a los organismos que tiene un pH de crecimiento 

óptimo menor o igual a 3; moderados a aquellos con pH óptimo de 3 a 5, aunque 

algunas de estas también pueden crecer en un pH <3; además, están menciona también 

a las especies ácido 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 α-

proteobacterias, β-proteobacterias y γ-proteobacterias y arqueas como Acidianus, 

Ferroplasma, Picrophilus y Sulfoplasmarenar entre otros, además 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 aún no se 

conoce bien, pero se sabe que en las bacterias uno de los factores principales que 

contribuye a esta adaptación 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 degradación de ácidos orgánicos por disociación de protones y la síntesis de 

chaperonas que protegen las proteínas y el ADN (Salvador y Gonzalez, 2017). 

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

generada por procesos naturales como los que ocurren en las regiones volcánicas y 
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marinas o manantiales de azufre ácido, y por actividades antropogénicas, 

principalmente mineras, causantes de la formación de drenajes ácidos de mina (DAM) 

(Salwan y Sharma, 2019). 

 

2.2.3 Drenajes ácidos de minas (DAM) 

Los DAM son entornos ácidos 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 oxígeno, ocasionando la oxidación de estos minerales, la 

formación de ácido sulfúrico y la liberación de iones metálicos y sulfatos; además, en 

estos procesos también actúan microorganismos como las bacterias oxidantes de 

hierro que mediante la oxidación microbiana de sulfuros metálicos aceleran los 

procesos de acidificación y oxidación de sulfuros (Akcil y Koldas, 2006).  

 

El pH de los DAM comúnmente puede encontrarse entre 2 a 5 aunque eso se 

determinaría en función de las propiedades fisicoquímicas o la etapa de formación de 

los drenajes ácido (Baker y Banfield, 2003; K A Natarajan, 2018). El hierro (Fe2+) y 

el aluminio (Al3+) serían los principales cationes disueltos, mientras que los sulfatos 

y el bicarbonato los aniones más comunes, además, directamente relacionado con los 

DAM están los minerales, el mineral de sulfuro que predomina en la mayoría de las 

rocas es la pirita (FeS2); sin embargo, existen otros minerales como la calcopirta 

(CuFeS2), la esfalerita (ZnS) y la galena (PbS) que pueden estar asociadas a elementos 

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

 

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

químicas, utilizando pirita (FeS2) como mineral de sulfuro modelo y a partir de las 
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cuales se puede deducir la producción de grandes cantidades de ácido sulfúrico que 

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

2FeS2 + 7O2 + 2H2O → 2Fe2
+ + 4𝑆𝑂4

2− + 4H+                        (1) 

2Fe2+ + O2 + 4H+ → 4Fe3+ + 2H2O                                  (2) 

Fe3+ + 3H2O → Fe(OH)3 + 3H+                                                           (3) 

FeS2 + 14Fe3+ + 8H2O → 15Fe2+ + 2𝑆𝑂4
2−+ 16H+ .        (4) 

Las duras condiciones que caracterizan a los DAM hacen imposible la formación 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 características 

fisiológicas y metabólicas necesarias para sobrevivir en este ambiente hostil; incluso, 

algunos de estos microrganismos son los que convierten a los DAM en un entorno 

único debido a que la acidez surge del metabolismo microbiano in situ (Lukhele, 

2019). Estas características de los DAM, los convierten en sistemas de baja 

complejidad que ofrecen la oportunidad de analizar la ecología y evolución de los 

conjuntos microbianos naturales, es por ello que son considerados como modelos 

ideales para el estudio de la diversidad microbiana y sus procesos metabólicos (L.-X. 

Chen et al., 2016). 

2.2.4. Diversidad bacteriana en drenajes ácidos de minas 

En cualquier sistema DAM se puede encontrar muchos nichos microbianos, con 

distintas variaciones de temperatura, fuerza iónica y pH que condicionan el medio 

para la supervivencia de diversas comunidades bacterianas con distintas 

características  (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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continuación, se describe algunas características de estos filos y los géneros más 

estudiados dentro de estos: 

2.2.3.1 Filum Proteobacteria 

Entre los géneros más comunes que pertenecen a este filo se encuentra 

Acidithiobacillus, el cual agrupa bacterias acidófilas con crecimiento mesófilo óptimo 

en pH entre 2 y 3, poseen un metabolismo quimiolitotrófico a través del cual oxidan 

Fe2+ 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 anóxicas (L.-X. Chen et al., 2016).  

 

Una de las especies más estudiadas del género Acidithiobacillus es At. ferrooxidans, 

bacteria descubierta en 1947 en entornos afectados por minas, los análisis 

microscópicos muestran bacilos Gram negativos, no formadoras de esporas, de 0.4 µ 

de ancho por 0.8-1.0 µ de largo y colonias rojo-marrón en medio sólido; se le relaciona 

con la aceleración de la disolución oxidativa de los minerales sulfurados, lo que 

genera las aguas de drenaje ácidas y ricas en metales pesado, además, se le conoce 

también porque facilita la recuperación de metales básicos 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 más relevante que se sabe que habita los DAM es 

Leptospirillum, una bacteria oxidante de hierro ferroso acidofílica, obligatoriamente 

aeróbica y quimiolitotrófica, aislada en aguas de mina, crecen a temperaturas óptimas 

de entre 26 °C a 40 °C, es incapaz de oxidar azufre, y por sí 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 más estudiados del género Leptospitillum se encuentra a las 

bacterias L. ferrooxidans y L. ferriphilum, ambas son morfológicamente muy diversas 

y se caracterizan por ser bacilos curvos helicoidales, específicamente la especie L. 

ferriphilum son vibrios espirilos con un diámetro de 0.3 – 0.6 µm y 0.9 – 3.5 µm de 

longitud, con un extremo redondeado y otro alargado ahusado (Tzvetkova, Selenska-

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

 

2.2.3.3 Filum Actinobacteria 

Bacterias heterotróficas oxidantes de hierro, entre los que se encuentran a los géneros 

Ferrimicrobium y Acidimicrobium. Estas bacterias comúnmente prosperan en estos 

ambientes; en el caso de Ferrimicrobium acidiphilum puede eliminar el carbono 

orgánico disuelto, inhibiendo a los autótrofos que coexisten en el mismo hábitat, 

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 

ácidos están las Acidobacteriota y dentro de este el género más común presente en los 

DAM es el mesófilo heterótrofo obligado Acidobacterium (Ward et al., 2009). Por 

otra parte, es muy común también la presencia de las bacterias reductoras de sulfato 

(SRB), organismos quimioorganotróficos o quimiolitotróficos que utilizan sulfato 

como aceptor de electrones terminales y constituyen un grupo fisiológicamente único 

de microorganismos que acoplan el transporte anaeróbico de electrones a la síntesis 
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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, basándose en secuencias de 

ADN hasta proteínas, dichas relaciones evolutivas se pueden describir a través de la 

filogenia molecular mediante el análisis filogenético, el cual está diseñado para 

producir información significativa sobre la organización en las comunidades 

microbianas, y se usan con el fin de crear diferentes tipos de árboles filogenéticos y 

su función en la evaluación de la diversidad microbiana. Los árboles pueden 

representar estimaciones entre familias multigénicas denominados árbol de genes, o 

estimaciones entre un solo gen de muchos taxones, llamado árbol de especie. En 

ambos, todas sus partes representan relaciones evolutivas y un patrón histórico 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 están 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 biológica detalla el número y la variedad de organismos que habitan un 

ecosistema, y pude describirse en términos de genes, especies y ecológica, que 

corresponden a los tres niveles fundamentales de la organización biológica (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 ecológica debido a que permite una mejor comprensión 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 ecológicos mediante análisis posteriores y se 

puede utilizar en diferentes contextos; la diversidad existente dentro de una muestra, 

denominado como diversidad alfa; y la estimación de la composición y abundancia de 
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especies o géneros comparando más de dos muestras o grupos a lo que se denomina 

diversidad beta (Feranchuk et al., 2018). Para el caso de la presente investigación se hará 

uso de la estimación 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.Índices de diversidad alfa 

Esta es una medida de diversidad dentro de una sola comunidad, proporciona una 

descripción cuantitativa del número de especies o géneros en un conjunto de datos, 

generalmente se caracteriza usando el número total de especies (riqueza), la abundancia 

relativa de las especies (uniformidad) o índices que combinan estas dos dimensiones. Es 

así que, para la medición de la diversidad alfa cualitativa o riqueza basado en especies se 

puede utilizar índices no paramétricos como Chao 1, ACE (Estimador de cobertura 

basado en abundancia) y la rarefacción; por otro lado, para medir la diversidad alfa 

cuantitativa basado en especies se usa el índice de Shannon y el índice de Simpson 

(Cuadro 1) (Lozupone y Knight, 2008). 

Cuadro 1. Parámetros o índices de diversidad usados en el estudio de diversidad 

microbiana. 

Índice de 

diversidad/Parámetros 

 

Descripción 

 

Fórmula 

Índice de Shannon (H) Estimador de riqueza de especies y 

uniformidad de especies; da más 

peso a la riqueza de especies. 

𝐻 =∑(𝑝𝑖 ln 𝑝𝑖)

𝑆

𝑖=1

 

Índice de Simpson’s 

(D) 

Estimador de riqueza de especies y 

uniformidad de especies: da mayor 

peso a la uniformidad de especies 

𝐷 =
1

∑ 𝑝𝑖2𝑠
𝑖=1
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Chao1 Estimador de riqueza de especies 

basado en abundancia. 

𝑆𝐶ℎ𝑎𝑜1 = 𝑆𝑜𝑏𝑠 +
𝐹1(𝐹1 − 1)

2(𝐹2 + 1)
 

En donde: S: número de OTUs ,pi: la proporción de la comunidad representada por OTUs , F1 y F2: recuento de 

singletons y doubletons, respectivamente, y Sobs, es el número 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 

mayoría han trabajado a través de cultivos y técnicas moleculares tradicionales, en los 

últimos años 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 genómica (L.-X. Chen et al., 2016).  

2.2.6.1.Método dependiente de cultivo 

Un enfoque cultivable proporciona información sobre la diversidad microbiana a baja 

escala, y comprende el cultivo en laboratorio y la caracterización de sus propiedades 

morfológicas, fisiológicas y bioquímicas utilizando técnicas clásicas, a partir de las 

cuales se infiere el papel que desempeña un microorganismo en un hábitat en 

particular. Sin embargo, el hecho de que la fracción 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. Además, las 

características culturales y morfológicas no proporcionan una clasificación procariota 

completa; no obstante, es fundamental potenciar y mejorar la capacidad de cultivo de 

microorganismos no cultivables para una mejor comprensión de sus procesos 
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fisiológicos, que tiene aplicaciones en diversos campos biotecnológicos (Giovannoni 

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

 

Para la evaluación 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 bioquímicos y herramientas moleculares 

para el análisis total o una parte específica del ADN extraído, por ejemplo, mediante 

el análisis de los productos de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de 

algunos genes. Lo que proporciona una pista inicial sobre el perfil fisiológico del 

organismo, perfil nutricional que dependen mayormente de las condiciones 

ambientales y de hábitat 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 identificación 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 carácter distinguible 

entre especie bacterianas, así como un fácil y apropiado diseño (Nazir et al., 2019). 

Para la presente investigación se utilizó el marcador molecular bacteriano del gen 

ARNr 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 nucleótidos de largo y compuesto por 9 regiones variables 

altamente conservadas. Características como su función esencial, ubicuidad y 
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propiedades evolutivas han permitido su uso como marcador molecular en estudios 

sobre diversidad y ecología bacteriana. Para la comparación de las secuencias 

obtenidas de gen ARNr 16S se han utilizado ampliamente las secuencias que se 

encuentra en NCBI (Centro Nacional de Información Biotecnológica) con el fin de 

obtener relaciones taxonómicas 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 biología molecular han ido permitiendo el análisis 

de comunidades microbianas sin la necesidad de aislar y cultivar células microbianas 

individuales para comprender la diversidad taxonómica funcional de un ecosistema. 

Para una evaluación de la diversidad mediante este tipo de técnicas se debe tener en 

cuenta entonces las técnicas de extracción de ADN metagenómico, procesamiento 

para secuenciación y las diversas herramientas bioinformáticas para procesar las 

lecturas de secuenciación, con la finalidad de caracterización de la presencia, 

abundancia y relación evolutiva de los organismos presentes en una comunidad 

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

 

Con el desarrollo de las tecnologías de secuenciación rápida y la disminución de sus 

costes, las técnicas moleculares de alto rendimiento desempeñan 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 secuenciación de próxima generación (NGS) o de alto 
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rendimiento que en conjunto con herramientas bioinformáticas analizan los datos 

obtenidos (Srivastava et al., 2019). 

 

La secuenciación del amplicón 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 estimación de la diversidad 

bacteriana en muestras ambientales sin cultivo mediante un enfoque metagenómico, 

su principio se basa secuenciación de regiones hipervariables de marcadores 

filogenéticos específicos o genes funcionales secuenciados. Para esto, primero se 

extrae el ADN, se amplifica, secuencia y luego la identificación de las secuencias 

generadas se basa en la similitud con las secuencias del gen ARNr 16S de referencia 

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

 

La determinación de la abundancia relativa de todas las bacterias de las muestras y la 

secuenciación 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 análisis de alta resolución de la diversidad y estructura microbiana, además de una 

posible predicción de la función comunitaria y costo bajo (Gupta et al., 2019; Lukhele 

et al., 2019). 

 

El análisis de las secuencias de amplicón permite determinar el origen taxonómico de 

los organismos que se encuentran en determinado ambiente para lo cual en la 

actualidad se cuenta con dos enfoques de agrupamiento, las unidades taxonómicas 

operativas (OTU) (Kozich et al., 2013), y las variantes de secuencias exactas o de 

amplicón (ASV), este último se basa en la predicción y corrección de errores de 
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secuenciación antes de formar los grupos denominados ASV (Glassman y Martiny, 

2018).  

 

No obstante, si bien estos enfoques moleculares son útiles para comprender las 

comunidades microbianas sin depender de técnicas de cultivo, no siempre son capaces 

de proporcionar información sobre la fisiología de microorganismos desconocidos. 

Por lo que es recomendable el uso combinado de herramientas biomoleculares y 

técnicas de cultivo, ya que esto no solo proporcionará información 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 más estudios 

en el laboratorio (Johnson y Hallberg, 2007). 

 

2.2.7. Importancia biotecnológica de la diversidad bacteriana de los DAM 

La importancia biotecnológica 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 biolixiviación que aprovecha la capacidad de 

estas bacterias para solubilizar los minerales para su uso en la extracción 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 aquí 

habitan para optimizar procesos de biorremediación, siendo estas las dos aplicaciones 

más relevantes, sin embargo, se conoce también de la aplicación de estas bacterias en 

biofiltración, biofertilizantes, biosensores y como agentes de control biológico, entre 

otros (Salwan y Sharma, 2019).  
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CAPÍTULO III 

DISEÑO DE CONTRASTACIÓN DE LA HIPÓTESIS 

3.1 Nivel de investigación 

Descriptivo 

3.2 Tipo y diseño de estudio 

Tipo básico, organizado mediante un diseño transversal 

3.3 Marco muestral 

Bacterias que habitan agua y sedimento del drenaje ácido de la mina Michiquillay, 

Cajamarca. Para el caso específico de bacterias cultivables lo constituyen todas las 

bacterias capaces de crecer en medio de cultivo en condiciones aeróbicas. 

3.3.1 Material biológico 

Muestras de agua y sedimento colectadas del drenaje ácido 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 ácido de la mina Michiquillay. 

➢ ADN genómico total obtenido de las muestras de agua y suelo colectadas del 

drenaje ácido de la mina Michiquillay. 

3.4 Zona de estudio 

La mina Michiquillay se encuentra situado en el distrito de la Encañada, provincia 

de Cajamarca, a una altitud promedio de 3000 msnm, ubicada en las coordenadas 

7°02´24.2´´S y 78° 19´ 28.5´´ W. Es un yacimiento rico en minerales como cobre, 

oro, plata y molibdeno, su actividad minera comenzó a inicios de 1960 y desde 

aquel año, los estudios de exploración geológica, minera y metalúrgica han 
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generado varios pasivos ambientales entre los cuales se encuentra un drenaje ácido 

asociado a una bocamina con una profundidad de aproximadamente 3 km, de la 

que fluye agua ácida 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 

socavón, P2: Poza de sedimentación, P3: salida de agua hacia el río. 

 

3.5 Colección de la muestra 

Las muestras estuvieron constituidas por agua y sedimento colectadas de 3 puntos 

(Figura 2) del drenaje ácido fuera del socavón, el cual se encuentra cerrado por 

presentar riesgo de derrumbe. Para el estudio de la diversidad bacteriana cultivable 

se colectó muestras de los tres puntos señalados en la Figura 2. El agua se colectó 

en frascos de vidrio estériles de 250 ml hasta la tercera parte de su volumen, luego 

fueron selladas y etiquetadas. El sedimento se colectó 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 1 y 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 

frío hasta el Laboratorio de Microbiología 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 determinó la temperatura y pH utilizando un 

potenciómetro calibrado. Las muestras fueron etiquetadas según 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 Análisis químico de las muestras 

Se colectaron una muestra adicional de agua (1 litro) y sedimento (1 kg) para la 

determinación 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 según lo descrito en 

USEPA (1995, 2004). El análisis de metales totales fue realizado mediante un 

espectrómetro de emisión atómica de plasma por microondas agilent MP-
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AES4210 y estuvo a cargo de Laboratorio de Suelos, Aguas y Foliares – LABSAF 

Baños del Inca. 

 

3.7 Metodología 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 sólidos 

nutritivos para bacterias heterótrofas mesófilas y el método de enriquecimiento 

líquido en medio selectivo para bacteria acidófilas quimiolitoautótrofas. En el 

método directo se utilizó 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 inoculó mediante la técnica de 

diseminación en placa 25 µl de cada una de las muestras de agua sin diluir; 

complementariamente se hicieron diluciones de hasta 10-3 en agua acidificada (pH 

4.0) y se inoculó de la misma forma como se describió anteriormente en todos los 

medios. 

 

Para el caso de las muestras de sedimento se inocularon tres diluciones (de 10-1 a 

10-3); 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 homogenización completa, a 

partir de ella se obtuvieron las diluciones restantes. Alícuotas de 25 µl de cada 

dilución fueron inoculadas en los medios mediante la técnica de diseminación en 

placa.  Todas las placas fueron incubadas a 37 °C hasta evidenciar crecimiento o 

por un tiempo máximo de 5 días. Las colonias bacterianas que presentaron 

características macroscópicas de morfología, tamaño o pigmentación 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 utilizó el medio 9K-Fe líquido, cuya 

composición fue la siguiente (g.L-1): 2g de (NH4)2SO4; 0.5g de K2HPO4; 0.5g de 

MgSO4 x 7H2O; 0.1g de KCl; 0.01g de Ca(NO3)2; y 8g de FeSO4 x 7H2O, ajustado 

a pH 2.5 con H2SO4 de acuerdo con el protocolo original (Yates y Holmes, 1987). 

De cada muestra de agua se inoculó 10 ml en su respectivo frasco con 100 mL de 

medio de enriquecimiento, y para el caso de las muestras de sedimento se incorporó 

10 gramos de cada muestra en su respectivo frasco con 100 mL de medio de 

enriquecimiento, homogenizando manualmente. Todos los frascos se incubaron en 

agitación constante a 170 rpm a temperatura ambiente hasta la oxidación del Fe+ 

que se evidenció mediante el cambio de color del medio (de verde claro a naranja) 

producto de la actividad y crecimiento microbiano (11 a 15 días). Después de este 

tiempo se obtuvo 25 µl de cada frasco y se sembró por la técnica de diseminación 

en placas con medio 9K-Fe sólido (pH 2.5); las placas fueron incubadas a 28 °C 

por 7 días, las colonias se re-aislaron y purificaron hasta la obtención de cultivos 

puros. La pureza de los cultivos se comprobó mediante coloración 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 heterótrofas, y en medio líquido 9K-Fe con 

20% de glicerol para las bacterias acidófilas. Además, se conservaron réplicas en 

viales con agar nutritivo para bacterias heterótrofas y medio 9k-Fe líquido para 

bacterias acidófilas, en refrigeración a 4 °C, con el fin de usarlos en los análisis 

posteriores.  
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3.7.2 Caracterización microbiológica y bioquímica 

Todas las bacterias heterótrofas mesófilas obtenidas fueron reactivadas en agar 

nutritivo a 37 °C por 24 h, con el fin de caracterizarlas fenotípicamente mediante 

la evaluación de las características de crecimiento, de la morfología bacteriana y 

de su comportamiento frente a la tinción de Gram (Gram positivos o Gram 

negativos). 

 

Paralelamente, se realizó una serie de pruebas bioquímicas 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 permitió evaluar capacidades bacterianas como 

la fermentación de azucares, descarboxilación de lisina, utilización del citrato 

como única fuente de carbono, la evidencia de movilidad, la producción de indol, 

entre otras. También se realizaron pruebas de fermentación de manitol y de 

crecimiento a 7.5 % de concentración de sal en el medio Agar Manitol salado, y 

de producción de citocromooxidasa y de catalasa. Para el caso de bacterias que con 

morfología cocoide se les realizó prueba de coagulasa, prueba de producción de 

hemolisina en agar sangre; y de reducción del telurito de potasio y actividad 

lecitinásica en agar Baird Parker.  

 

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

realizó coloración Gram, debido a que este tipo de bacterias no crecen en los 

medios utilizados para la caracterización de heterótrofos.  
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3.7.3 Extracción de ADN 

La extracción de ADN de bacterias heterótrofas no acidófilas se realizó a partir de 

una suspensión de dos a tres colonias en 200 µl de agua grado molecular en tubos 

Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugó a 8 000 rpm por 2 min. Se eliminó el 

sobrenadante y se procedió con la extracción usando el kit comercial PureLink 

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

 

Para el caso de las bacterias acidófilas el ADN fue extraído según lo descrito por 

Pairazamán-Quiroz et al., (2019), con algunas modificaciones, de  la siguiente 

manera: a partir de cultivos de 7 días en 250 ml de medio 9K-Fe se obtuvo la 

biomasa bacteriana mediante un sistema de filtración al vacío utilizando filtros de 

0.22 µm de diámetro de poro. A continuación, el filtro con las bacterias se colocó 

en un tubo falcón 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 realizó una centrifugación a 400 rpm por 1 min con el fin 

de precipitar restos del medio y se repartió 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 

extracción de ADN utilizando el kit comercial PureLink Genomic DNA 

(InvitrogenTM)según las indicaciones del proveedor. 

 

3.7.4 Amplificación del gen 16S ARNr  

La amplificación del gen 16S ARNr se realizó mediante una PCR convencional en 

un termociclador S1000TM 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 preparó un master mix de PCR a partir del Kit 2X PCR Taq 

MasterMix (abm®) siguiendo las indicaciones del fabricante. La composición de 

cada reacción fue: 12.5 µl de 2X PCR Taq MasterMix, 0.5 µl del forward 10 uM, 

0.5 µl del reverse 10 µM, 0.7 µl de ADN templado y se completó hasta 25 µl con 

agua grado molecular. La amplificación se llevó a cabo bajo las siguientes 

condiciones de termociclado: inició con la activación de la polimerasa a 94°C por 

3 min, seguido de 33 ciclos de desnaturalización del templado a 94°C por 30 s, 

hibridación de los iniciadores a 54°C por 30 s, y extensión a 72°C por 1.5 min. 

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

 

La visualización de los productos de PCR se realizó en un sistema de electroforesis 

horizontal (EasyCastTM, Thermo Scientific) usando la metodología descrita por 

Sambrook y Russel (2001). Para ello se preparó 50 mL de agarosa al 1% con buffer 

TBE 0.5x y 5 µl de colorante SYBR-Safe (InvitrogenTM) para teñir el gen de 

interés, la mezcla fue adicionada al molde de electroforesis horizontal para obtener 

el gel. El gel se colocó en la cubeta de electroforesis horizontal y se procedió a 

cargar los productos; para ello se mezcló 5 µl de cada producto de PCR con 1 µl 

de buffer de carga y se inoculó 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 Secuenciación del gen 16S ARNr e identificación filogenética 

Los productos de gen 16S ARNr amplificados fueron enviados a Macrogen (Corea 

del Sur), en donde se realizó una secuenciación bidireccional mediante el método 

de Sanger (Sanger, Nicklen y Coulson, 1997). Una vez obtenidas las secuencias 
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nucleotídicas 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 procedió a la construcción de árboles filogenéticos, para ello se 

creó un archivo multifasta con las secuencias obtenidas en este estudio y las 

secuencias de las especies más cercanas (99% de similitud) recuperadas de la base 

de datos GenBank-NCBI. La inferencia filogenética se realizó empleando el 

programa MEGA 10.2 (Kumar et al., 2018) y el método Neighbor-Joining (Saitou 

y Nei, 1987). 

 

3.7.6 Índices de diversidad alfa  

El cálculo de los índices de biodiversidad de Chao1, Shannon y el índice de 

Simpson se llevó a cabo en el software PAST v4.09 (Hammer, Harper y Ryan, 

2001).  

 

3.8 Metodología independiente de cultivo 

3.8.1 Procesamiento de muestras 

En el laboratorio el sedimento fue dividido en muestras pequeñas 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 µm de diámetro de poro con un sistema de filtración al vacío, 

los filtros se almacenaron a -20 °C hasta realizar la extracción de ADN. 
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3.8.2 Pre-tratamiento de muestras de sedimento 

La muestra de sedimento pasó en primer lugar por un pre-tratamiento químico con 

el fin de eliminar materiales húmicos y metales pesados que pudieran interferir con 

el procedimiento de extracción de ADN. El pre-tratamiento consistió en pesar 0.5 

g de sedimento en tubos Eppendorf (sub muestras por triplicado), a los que se les 

agregó 1.5 ml de solución de pre-tratamiento (0,1 mM de EDTA; 0,1 mM de Tris-

HCl (pH 8); 1,5 mM de NaCl; 0,1 mM de NaH2PO4; 0.1 mM de Na2HPO4). Los 

tubos fueron colocados en un baño maría a 65 °C por 15 min con vortex cada 2 

minutos. Luego se centrifugó a 12000 g durante 5 minutos y se descartó el 

sobrenadante, el sedimento fue nuevamente re-suspendido en 1.5 mL de solución 

de pretratamiento y luego de un vortex se centrifugó nuevamente, este 

procedimiento se repitió de 2 a 3 veces hasta que el sobrenadante fue claro, 

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

 

El paso siguiente consistió en un proceso de lavado de cada submuestra, para ello 

se hizo uso de un matraz de 100 mL que contenía 70 mL de solución buffer de 

lavado (300 mM de NaCl, 2.9 mM de KCl, 10 mM de NaH2PO4 y 1.7 mM de 

Na2HPO4) según 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 realizó un proceso secuencial de filtración empleando filtros de 

membrana (Serrana y Watanabe, 2022) como se describe a continuación, cada 

submuestra lavada fue filtrada en primer lugar a través de un filtro de papel con un 

tamaño de poro de 12 µM, seguido de una filtración por un filtro medio con un 
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tamaño de poro de 0.45 µM y finalmente a través de un filtro colector de 0.22 µM. 

Los filtros colectores fueron cortados y colocados en un Eppendorf estéril de 2 mL 

para el siguiente procedimiento.   

 

3.8.3 Extracción de ADN metagenómico 

El ADN metagenómico se extrajo de los filtros obtenidos a partir de las muestras 

de agua y sedimento pre-tratadas; la extracción se realizó de acuerdo al protocolo 

modificado por Solomon et al. (2016) de la siguiente manera; los filtros fueron 

suspendidos en 900 µL de tampón de extracción [Tris-HCl 100 mM, EDTA 100 

mM, (pH 8,0), fosfato de sodio 100 mM (pH 8,0) y NaCl 1,5 M], al que se añadió 

50 μL de CTAB al 10 %, 50 μL de SDS al 20 % y 10 μL 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 retiró 

el sobrenadante a un nuevo Eppendorf de 1.5 mL al que se le agregó un volumen 

igual de cloroformo:alcohol-isoamílico (24:1 v/v), luego de un breve vortex se 

centrifugó a 16000 g durante 10 min, la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo 

y se le agregó 600 µL de isopropanol, la mezcla fue incubada durante una noche a 

4 °C, una vez pasado este tiempo se centrifugó a 20 000 g durante 20 minutos, el 

sedimento de ADN se lavó con etanol al 70% (v/v) dos veces, finalmente el ADN 

fue resupendido en 50 µL de agua grado molecular. El ADN de la muestra de 

sedimento obtenido de los tres filtros de colección, fue concentrado en un nuevo 

Eppendorf. La preservación se realizó a -20 °C. La concentración y calidad del 

ADN fue medido en un NanoDrop (NanoDrop 2000TM, ThermoScientific).  
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3.8.4 Secuenciamiento del Amplicón 16S ARNr 

El ADN total extraído de ambas muestras (agua y sedimento, por separado) se 

enviaron a Macrogen (Corea del Sur) para su secuenciamiento mediante NGS. La 

preparación de las librerías para la región 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 amplicón 16S ARNr 

se realizó mediante el uso de la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq 

300bp. 

 

3.8.5 Análisis bioinformático y de diversidad 

Los reads obtenidos a partir de la secuenciación de cada muestra se analizaron a 

través del paquete de código 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 análisis inició 

con un pre-procesamiento de los reads; es decir, la revisión y control de calidad, 

se trabajó con reads que mostraron una calidad mayor a 30, se realizó también el 

recorte de los cebadores utilizando la función “FilterAndTrim”. Este paquete 

también permitió la inferencia de los grupos de secuencias idénticas; es decir, 

variantes de secuencia de amplicón (ASV) para luego realizar la asignación 

taxonómica con la función “assignTaxonomy” en donde se comparó 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) identificándose hasta el nivel de género.   
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La estimación de la diversidad alfa se realizó utilizando los índices de Chao1, el 

índice de Shannon y el índice 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). Además, se usó el paquete ggplot2 v3.4.0 (Hadley, 

2016) para la elaboración de gráficos de abundancia relativa.  
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Propiedades fisicoquímicas de las muestras de agua y sedimento 

Las muestras de agua y sedimento del área 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 observó como 

el elemento más abundante al Fe; además, el sedimento presentó 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  5,1  

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 Metodología dependiente de cultivo 

4.2.1 Aislamiento, caracterización microbiológica y bioquímica 

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 líquido 9K-Fe a pH 

2,5.  

 

En la caracterización microbiológica se observó una variada diversidad fenotípica de 

las colonias, las cuales presentaron desde formas irregulares hasta filamentosas, con 

bordes enteros hasta rizoides, con tamaños menores a 1 mm (puntiformes) hasta 

mayores a 3 mm (grandes), con elevaciones desde convexas a planas, de aspecto liso 

la mayoría 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 incubación 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 típico de bacterias acidófilas en medio sólido 9K-

Fe, donde se aprecia una coloración naranja producto de la oxidación de hierro; las 
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colonias en este caso se caracterizaron por presentar un tamaño muy pequeño no 

visibles a la vista por lo que se usó un estereoscopio para una mejor caracterización, 

a través del cual se observaron colonias circulares, convexas, con pigmentación entre 

naranja y marrón y de aspecto suave. 

 

 

Figura 4.Colonias bacterianas acidófilas oxidantes de hierro obtenidas en medio 

sólido 9K-Fe luego de aproximadamente 15 días de incubación a 28 °C. 
 

En cuanto a la morfología celular bacteriana, se encontraron principalmente bacilos y 

cocos, y en menor cantidad cocobacilos y estreptobacilos. Respecto a la tinción Gram, 

la mayoría de los aislados (66%) se clasificaron como Gram positivos, mientras que 

los restantes (34 %) fueron Gram negativos, en este último grupo se encontraron las 

bacterias acidófilas (Figura 5).  
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Figura 5. Observación microscópica a 1000x a partir de tinción Gram. A. A7, bacilos 

- Gram positivos, empalizados grandes; B. A5, cocobacilos – Gram negativos 

agrupados; C. S54, bacilos – Gram positivos, D. A15, estreptobacilos - Gram 

positivos con espora central, E. A58, bacilos – Gram negativos empalizados; F. A13, 

cocos Gram – positivos agrupados. G. S64, bacilos pequeños – Gram negativos, 

característico de bacterias acidófilas. 
 

A continuación, en la tabla 2 se describen los resultados de las pruebas bioquímicas 

realizadas a los aislamientos que presentaron una morfología celular cocal según el 

tipo de muestra del que fueron aisladas. En general todos los aislados bacterianos 

hidrolizaron la lecitinásica y redujeron el telurito en el medio Baird Parker, además 

revelaron ser positivos para catalasa, fermentación de glucosa, lactosa y sacarosa, así 

como un resultado negativo para el uso de citrato de sodio como única fuente de 

carbono; asimismo, demostraron capacidad de crecer a una concentración de 7.5 % 

de NaCl al ser sembradas en el medio manitol salado, a excepción del aislamiento 

A18. En ese mismo medio adicionalmente se evaluó la capacidad de fermentar 

manitol para el cual los aislamientos A14, A16, A17, A26 y A28 resultaron ser 

positivos.  
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Tabla 2. Caracterización morfológicas y bioquímicas de aislamientos con morfología 

cocacea. 
 

Características 
Agua Sedimento 

A13 A14 A16 A17 A18 A23 A26 A30 S28 S29 S35 S36 

Tinción Gram + + + + + + + + + + + + 

Disposición de cocos  r r r r t r r r r r r r 

Crecimiento a 35 °C + + + + + + + + + + + + 

Crecimiento a 7.5 % (w/v) NaCl + + + + - + + + + + + + 

Oxidasa - - - - - - - - - - - - 

Catalasa + + + + + + + + + + + + 

Fermentación de glucosa + + + + + + + + + + + + 

Fermentación de lactosa + + + - + + + + + + + + 

Fermentación de sacarosa + + + - + + + + + + + + 

Citrato - - - - - - - - - - - - 

Movilidad en medio semisólido - - - - - - - - - - - - 

Prueba Rojo de Metilo + + + + - + + - - + + + 

Prueba Voges Prokauer - - - - - - + - - + - + 

Descarboxilación de Lisina - SC SC - - - - - - - - - 

Actividad Lecitinásica + + + + + + + + + + + + 

Reducción de Telurito de potasio + + + + + + + + + + + + 

Fermentación de manitol - + + + - - + - + - - - 

Coagulasa - - - - - - - - - - - - 

Producción de hemólisis - α - - - - - - - - - - 

+: Positivo; -: Negativo; SC: Sin crecimiento; RM: Prueba de rojo de metilo; VP: Prueba de Voges-Proskauer; L+: 

Lisina positivo; α: Hemólisis alfa; r: racimos; t: tétradas.  

 

De igual manera se realizó la caracterización bioquímica de las bacterias que 

presentaron morfología 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, además de usar el citrato de sodio como fuente única 

de carbono; por su parte, el aislamiento A8 presentó una reacción positiva para 

catalasa, fermentación de glucosa, utilización de citrato, así como para la prueba MR-

VP, esto indicaría que se tratarían de dos aislamientos diferentes. En cuanto a los 

aislamientos A5 y A42 presentaron una morfología celular en forma de cocobacilos 

y sus características bioquímicas revelaron reacciones positivas para catalasa y 

fermentación de glucosa, su parecido a nivel bioquímico y fenotípico indicarían 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, además de una reacción positiva para catalasa y 

fermentación de glucosa. Por su parte los aislamiento A21, A25 y A58 presentaron 

además 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 comparación del aislamiento A21 que además mostró la capacidad 

de fermentar manitol, característica que compartió con los aislamientos A7, A20, 

A38, A41 y A50, su crecimiento en este medio reveló también la capacidad que tienen 

de crecer a una concentración de 7.5 % de NaCl,  característica compartida también 

con la cepa A1. En cuanto a la utilización del citrato como única fuente de carbono, 

solo el aislamiento A20 reveló esa característica. Dentro de este grupo también se 

encontró el aislamiento A15 la cual se diferenció de las demás por presentar una 

morfología celular en forma de estreptobacilo con espora central.  

 

Además, una de las características reveladas a nivel de tinción Gram fue la 

variabilidad que presentaron algunos aislamientos; es decir, según el medio de cultivo 



55 

 

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, A6 y A19 

de las muestras de agua presentaron esta singular característica. Bioquímicamente, el 

primero reveló ser positiva para catalasa, fermentación de glucosa y movilidad en 

medio SIM, y las dos últimas mostraron resultados bioquímicos muy similares entre 

ellas, siendo positivas para las pruebas de oxidasa, catalasa y fermentación 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 mostró 

como un Gram variable, todos a excepción de este último revelaron movilidad en el 

medio SIM. El aislado S9 mostró diferencias al compararse con las otras seis, no 

presentó crecimiento en los medios TSI y LIA en los cuales se observa la capacidad 

de las bacterias para fermentar azúcares, lo que indicaría ser una especie diferente de 

las demás. En cuanto al aislamiento S3, presenta características similares a los 

aislamientos A6 y A19 de las muestras de agua, lo mismo sucede entre los 

aislamientos S12, A25 y A58, indicando que los dos tipos de muestra compartirían 

algunas especies.  

 

Este primer análisis de caracterización metabólica y fenotípica realizado a los 

aislamientos obtenidos nos permite observar desde ya cierta diversidad entre las 

bacterias que podrían estar habitando las aguas y sedimentos del ambiente extremo 

aquí estudiado. 
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Tabla 3. Caracterización morfológica y bioquímica de aislamientos que presentaron morfología bacilar. 
 

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

Características 
Agua Sedimento 

A2 A5 A8 A42 A1 A6 A7 A15 A19 A20 A21 A25 A38 A41 A50 A58 S27 S3 S4 S9 S12 S53 S62 S54 

Tinción Gram - - - - + v + + v + + + + + + + v v + + + + + + 

Morfología celular b cb b cb b b b sb b b b b b b b b b b b b b b b b 

Crecimiento a 35 °C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Crecimiento a 7.5 % (w/v) NaCl - - - - + - + - - + + - + + + - - - + - - + + + 

Oxidasa + - - - - + + + + - - + + - + + - + + - + + -  

Catalasa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  

Glucosa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + SC + + + + 

Lactosa - - - - - - - - - - + + - - - + - - - SC + + - + 

Sacarosa - - - - - - - - - - + + - - - + - - - SC + + - - 

Citrato + - + - - - SC - - + - - - - - - - - - - - - - - 

Movilidad en medio semisólido - - - - + - + + - + + + + + + + + - + + + + + + 

Prueba Rojo de Metilo - - + - + - + + - - + + + + + + - - + - + + - + 

Prueba Voges Prokauer - - + - - - + + - - + - - + + - - - + - - + + + 

Descarboxilación de Lisina - - - - - - - - - - - - - - - - - - - SC - - - - 

Fermentación de manitol - - - - - - + - - + + - + + + - - - + - - + + + 
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4.2.2 Identificación molecular y análisis filogenético 

En la tabla 4 se observan los resultados del análisis BLASTn de los aislamientos 

obtenidos a partir de las muestras de agua, en el programa se comparó 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 construyó un árbol filogenético. El análisis filogenético 

mostró al filum Firmicutes como el más 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 más abundante fue Proteobacteria, que 

incluyó a las especies Pantoea sp correspondiente a la familia Enterobacteraceae, 

Pseudomona stutzeri correspondiente a la familia Pseudomonadaceae y 

Acinetobacter iwoffi correspondiente a la familia Moraxellaceae. Además, se 

encontró un aislamiento perteneciente al filum Actinobactería, la cual fue identificada 

como Micrococcus sp de la familia Micrococcaceae. 
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Tabla 4. Identificación 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. 

 

Código de  

Aislamiento 
Familia 

Organismo más  

cercano 

Porcentaje 

de 

identidad 

(%) 

Cobertura 

(%) 

Número de 

acceso 

Genbank 

A1 Bacillaceae Bacillus lincheniformis 99.93 100 MG937682.1 

A2 Pseudomonadaceae Pseudomonas stutzeri 100 100 EU275358.1 

A5 Moraxellaceae Acinetobacter iwoffii 99.12 100 MG871217.1 

A6 Paenibacilaceae Brevibacillus bortelensis 99.51 99 MN604052.1 

A7 Bacillaceae Bacillus lincheniformis 99.44 100 KY433888.1 

A8 Enterobacteriaceae Pantoea sp. 99.72 100 MK053631.1 

A13 Staphylococcaceae Staphylococcus hominis 99.65 99 MF327693.1 

A14 Staphylococcaceae Staphylococcus equorum 99.58 100 KR054056.1 

A15 Bacillaceae Bacillus toyonensis 100 100 MK318228.1 

A16 Staphylococcaceae Staphylococcus cohnii 99.86 99 MH393218.1 

A17 Staphylococcaceae Staphylococcus caprae 99.51 99 MW132421.1 

A18 Micrococcaceae Micrococcus luteus 100 100 MW251746.1 

A19 Paenibacilaceae Brevibacillus bortelensis 99.93 100 KX783601.1 

A20 Bacillaceae Bacillus licheniformis 98.87 100 LT669763.1 

A21 Bacillaceae Bacillus licheniformis 100 100 MT534569.1 

A23 Staphylococcaceae 
Staphylococcus 

saprophyticus 
99.79 100 MW040701.1 

A25 Paenibacilaceae Paenibacillus sp 99.79 100 FN429976.1 

A26 Staphylococcaceae Staphylococcus epidermidis 99.93 100 MN938189.1 

A30 Staphylococcaceae Staphylococcus hominis 99.85 100 KT717627.1 

A28 Bacillaceae Bacillus licheniformis 99.90 100 OK094134.1 

A41 Bacillaceae Bacillus haynesii 100 100 OP456544.1 

A42 Moraxellaceae Acinetobacter iwoffii 99.71 100 MN252077.1 

A53 Bacillaceae Bacillus licheniformis 99.81 100 ON004995.1 

A58 Paenibacilaceae Paenibacillus lautus 99.86 100 KU955657.1 

A62 Bacillaceae Bacillus licheniformis 100 100 OP439523.1 
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Figura 6. Árbol filogenético construido con las secuencias del gen 16S ARNr de los 

aislamientos obtenidos de las muestras de agua. Se utilizó el método estadístico 

Neiborg-Joining del software MEGA-X con 1000 réplicas bootstrap. Filum: 

●Firmicutes, ■Actinobacteria, ♦Proteobacteria. 
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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 taxonómicas de aislamientos bacterianos a partir de muestras 

de sedimento. 

 

Código 

de 

aislamiento 

Familia Organismo más cercano 

Porcentaje 

de 

identidad 

(%) 

Cobertura 

(%) 

Número de 

acceso 

GenBank 

S3 Paenibacillaceae Brevibacillus bortelensis 100 98.8 KT239000.1 

S4 Bacillaceae Bacillus licheniformis 100 100 MT640331.1 

S9 Bacillaceae Lysinibacillus macroides 100 100 MN428188.1 

S12 Paenibacilaceae Paenibacillus sp 100 99.72 KJ184886.1 

S27 Planococcaceae Sporosarcina aquimarina 100 99.33 KT922020.1 

S28 Staphylococcaceae 
Staphylococcus 

epidermidis 
100 99.65 MG937601.1 

S29 Staphylococcaceae Staphylococcus warneri 100 99.30 FR691470.1 

S35 Staphylococcaceae 
Staphylococcus 

epidermidis 
100 100 

MT613456.1 

 

S36 Staphylococcaceae 
Staphylococcus 

epidermidis 
100 99.79 MK015803.1 

S50 Bacillaceae Bacillus licheniformis 100 100 OM967176.1 

S54 Bacillaceae Bacillus licheniformis 99 99.90 MT640331.1 

S64 Acidithiobacillaceae 
Acidithiobacillus 

ferriphilus 
100 100 KX894732.1 

S65 Acidithiobacillaceae 
Acidithiobacillus 

ferrooxidans 
100 99.93 KX694508.1 

S66 Acidithiobacillaceae 
Acidithiobacillus 

ferriphilus 
100 99.93 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 construyó el árbol filogenético. El análisis mostró 

igualmente al filum Firmicutes como el más 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 incluyó bacterias de la familia Acidithiobacillaceae: 

Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus ferrifillum. 
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Figura 7. Árbol filogenético construido con las secuencias del gen 16S ARNr de los 

aislamientos obtenidos de las muestras de sedimento. Se utilizó el método estadístico 

Neiborg-Joining del software MEGA-X con 1000 réplicas bootstrap. Filum: 

●Firmicutes, ♦Proteobacteria. 

 

A partir de la identificación 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 encontró 
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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) (Gráfico 1).   

Gráfico 1. Abundancia relativa de los géneros bacterianos obtenidos según el tipo de 

muestras. 

     

 

4.2.3 Índices de diversidad alfa para bacterias cultivables  

Los dos tipos de muestra mostraron diferentes especies bacteriana, un mayor número 

de aislamientos se encontró en las muestras de agua en comparación con las de 

sedimento. La tabla 6 muestra los índices de diversidad alfa para ambos tipos de 

muestras; el índice de Chao1 muestra una mayor riqueza de especies en las muestras 
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de agua en comparación con las muestras de sedimento, de igual manera, el índice de 

Shannon evidencia una mayor diversidad en las muestras de agua. Por otro lado, el 

índice de Simpson revela una baja distribución equitativa en ambas muestras, es decir, 

existe dominancia de especies.  

 

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

 

4.3 Metodología independiente de cultivo 

4.3.1 Diversidad de la comunidad bacteriana 

El secuenciamiento del amplicón 16S ARNr 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 únicas por 

amplicón), registrando en la muestra de agua una menor cantidad de ASV (156) en 

comparación 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 comparación con la comunidad bacteriana del 

agua y se refleja en los índices de diversidad alfa obtenidos (Tabla 7, Gráfico 2). En 

la muestra de sedimento la riqueza (índice de Chao1) presentó un valor de 654 en 

comparación con el índice de 156 en la muestra de agua. De igual forma, el valor 

Muestra Chao1 Shannon Simpson 

Agua 26.58 2.809 0.9231 

Sedimento 19.71 2.637 0.9524 
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obtenido en el índice de diversidad de Shannon fue 4.65 en las muestras de sedimento, 

lo que indica una mayor diversidad. Por otro lado, el índice de uniformidad de 

Simpson fue 0.97 para la muestra de sedimento en comparación con el 0.75 en el agua, 

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

  

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

 

Gráfico 2. Índices de diversidad alfa según el tipo de muestra   

 

La composición de la comunidad bacteriana en ambas muestras se anotó 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 través de un gráfico 

de columnas apiladas. A nivel de filum (Gráfico 3), el filum Proteobacteria (94.3 %) 

dominó en la muestra de agua, seguido de Firmicutes (3.15 %) y Actinobacteria (1.41 

Muestra Número de secuencias Chao1 Shannon Simpson 

Agua 61 640 156 2.10 0.75 

Sedimento 137 451 654 4.65 0.97 
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%); también se registró 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 encontró 

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 %), además se registró también el filum Firmicutes con una 

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

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

(0.25 %).  

Gráfico 3. Abundancia relativa por filum en agua y sedimento del drenaje ácido de 

mina 

 

   

A nivel de clases, la muestra de agua presentó mayor abundancia de 

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

y Actinobacteria (1.4 %); con abundancias relativas más baja se reportó a Bacteroidia 
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(0.8 %), Leptospirae (0.07 %), Cyanobacteriia (0.05 %), entre otros. Así mismo, en 

la muestra de sedimento, las clases Gammaproteobacteria (36.7 %) y 

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 %), además se encontró 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 (Gráfico 

4).  

Gráfico 4. Abundancia relativa a nivel de clases en agua y sedimento de drenaje ácido 

de mina. 

 

    

 

A nivel de género (Gráfico 5) la muestra de agua reveló mayor abundancia relativa 

del género Citrobacter (54.6%), seguido de Sphingomonas (1.4%), Enterobacter 

(1.3%), Staphylococcus (1.27%) y Ralstonia (1.01%), además 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%); además, se 

evidenció la presencia de los géneros Leptospirillum (0,035%), y Acidithiobacillus 

(0.028%). 

Gráfico 5. Abundancia relativa a nivel de género en agua y sedimento de drenaje 

ácido de mina. 
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DISCUSIÓN: 

El análisis de metales pesados reveló la presencia de concentraciones altas de Fe y Cu 

en ambos tipo de muestra (Tabla 1), esto se relaciona principalmente con la 

meteorización de minerales como la calcopirita (CuFeS2) y pirita (FeS2) que forman 

parte de todo yacimiento minero (OEFA, 2019), y que debido al contacto con el agua 

y oxígeno tienden a oxidarse liberando iones metálicos y una serie de sulfatos de las 

rocas, así como la producción de ácido sulfúrico que conduce a la disminución del pH 

del ambiente influenciado (Akcil y Koldas, 2006). Así mismo, en ambas muestras se 

detectó la presencia de metales del grupo II y metales de transición, 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 análisis químico evidencian una mayor concentración de metales 

pesados en las muestras de sedimento en comparación con la muestra de agua; en 

ambas, el hierro es el metal con mayor presencia; sin embargo, el sedimento mostró 

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 

oxidación del hierro y como reacción secundaria de la meteorización impulsada por 

comunidades microbiana complejas, que se evidencian por el color naranja 

característico en los sedimentos de DAM (Figura 2, P2) (Norlund, Baron y Warren, 

2010). Estos compuestos actúan también como adsorbentes de metales tóxicos como 

el arsénico y son considerados como fuentes potenciales de generación de ácido, 

incluso en su proceso de generación se pueden formar cationes metálicos como el 

potasio, metales traza y otros contaminantes (Xie et al., 2018); lo que explicaría la 

mayor concentración de metales en el sedimento. 
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Las altas concentraciones de Ca en ambas muestras, se debería a la existencia de 

piedras calizas compuestas principalmente por carbonato de calcio (CaCO3) (OEFA, 

2019). Los carbonatos como el CaCO3, que normalmente se encuentran en las rocas 

expuestas, funcionan como neutralizadores de ácido; es decir, contrarrestan la acidez 

provocada por la mineralización 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 ácido y ácido, 

respectivamente (Quatrini y Johnson, 2018; Skousen, Ziemkiewicz y McDonald, 

2019). Lo que explicaría la mayor abundancia de heterótrofos tolerantes a los ácidos 

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 oxígeno, así como el nitrógeno, los fosfatos disponibles y la 

concentración de sustratos orgánicos 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 

acidófilo, entre los que también están bacterias heterótrofas, y quimiolitótrofos 

oxidantes de hierro que pueden sobrevivir en ambientes oxigenados y que con su 

actividad bioquímica aumentan los efectos del DAM debido a que aumentan la acidez, 

y disuelve las rocas liberando los compuestos metálicos 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 reveló una 

diversidad inesperada de bacterias tanto en el agua como en el sedimento. El mayor 

número de aislamientos fue obtenido en medios nutritivos, debido principalmente al 

tipo y concentración de nutrientes que favorecen el crecimiento de ciertos géneros 

bacterianos con metabolismo heterótrofo. Como se observa en las Tablas 4 y 5, 

resultado del análisis molecular de ambos tipos de muestras, se evidencia mayor 

cantidad de bacterias heterótrofas en las muestras de agua debido probablemente a 

que en el agua habría una mayor disponibilidad de nutrientes orgánico que favorecen 

su crecimiento (Barrie Johnson y Hallberg, 2008). 

 

Las bacterias heterótrofas presentes en estos ecosistemas se encargan de crear un 

ambiente propicio para el crecimiento de las bacterias oxidantes de hierro, ya que 

cumplen la función de remover los componentes orgánicos que podrían ser tóxicos 

para los oxidantes de hierro, en nuestro estudio por ejemplo, se encontró heterótrofos 

de los géneros Bacillus y Staphylococcus en buena proporción, las cuales dependen 

del carbono que se origina de productos originados de las lisis de los acidófilos 

quimilitótrofos, creando de esta manera una interacción biológica de mutualismo 

entre acidófilos quimiolitotróficos y heterótrofos (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 

et al., (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 fácil adaptabilidad que 
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tienen los Firmicutes en  este tipo de ambientes. El filum Proteobacteria se mostró 

como el segundo más 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 contaminación por metales 

pesados, atribuida a su capacidad de adsorción (Haferburg y Kothe, 2010), siendo 

señalados como la comunidad bacteriana cultivable más 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 observó también la presencia del filum 

Actinobacteria, el cual agrupa a géneros bacterianos como Micrococcus (Figura 6) 

los cuales habitan en ecosistemas ácidos y se caracterizan por su capacidad para 

adaptarse a un pH incluso menor de 3 y a temperatura bajas  (Sánchez-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 más abundante, 

seguido igualmente de los filum Proteobacteria y Actinobacteria. 

 

En cuanto a los géneros bacterianos encontrados en esta investigación (Tablas 4 y 5) 

se encontraron Bacillus, Staphylococcus, Paenibacillus, y Brevibacillus, en ambos 

tipos de muestra; en el sedimento además aparecieron los géneros: Lysinibacillus, y 

Sporosarcina. También se identificó 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 ácido de DAM con 

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

 

Zhang et al., (2007) encontraron que la bacteria Gram negativa Acinetobacter sp. 

hallada en un relave minero podría tener la habilidad de tolerar el Cd. Así 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 además que esta bacteria podría presentar mecanismos enzimáticos 

que le permitirían sobrevivir en ambientes con concentraciones altas de metales 

pesados y que usaría esos mecanismos para aumentar el pH de su medio y así 

disminuir la concentración de Mn2+ mediante oxidación química y adsorción. 

Lysinibacillus también ha sido hallada en un DAM de carbón (Park et al., 2012) y en 

un área activa de explotación minera de oro, en ese estudio se resalta sus capacidad 

de adsorción (Bustos, Ibarra y Dussán, 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 remoción 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 Cr4+. Este 

género bacteriano también ha sido aislado de suelo contaminado con Arsénico (As), 

y se ha evaluado su capacidad de remediar suelos con As3+ mediante la precipitación 

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 adaptación a 

estos ambientes pudiendo degradar diversos contaminantes, entre ellos los metales 

pesados, gracias a sus proteínas de unión a metales intracelulares y a una gran cantidad 

de bombas de expulsión (Muneer et al., 2016). Estas capacidades en Pseudomonas 

también se relacionan con algunos mecanismos de desintoxicación, formación de 

complejos de exopolisacáridos, reducción de metales e incluso el uso de estos como 

aceptores terminales de electrones (Haferburg y Kothe, 2010). Así mismo se ha 

estudiado su potencial para la recuperación 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 genómicos de bacterias aisladas del drenaje ácidos de una mina 

de cobre, los cuales pertenecieron al género Pseudomonas. 

 

Si bien es cierto, los aislamientos obtenidos en esta investigación son en gran parte 

heterótrofos, los DAM se caracterizan en realidad por la presencia de 

microorganismos quimiolitotrófos (Chen et al., 2022). En ese sentido, el cultivo en el 

medio líquido selectivo 9K-Fe realizado en ese estudio permitió el aislamiento e 

identificación de bacterias del género Acidithiobacillus (Tabla 5) a partir de la muestra 

de sedimento. La identificación filogenética permitió relacionar estos aislamientos 

con especies como Acidithiobacillus ferriphilus y Acidithiobacillus ferrooxidans. El 

género Acidithiobacillus se caracteriza por ser Gram negativo y de metabolismo 

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

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

 

Las especies Acidithiobacillus ferriphilus catalizan la oxidación disimilatoria de 

hierro ferroso, y la disolución oxidativa de pirita de manera aeróbicas, así también se 

encontraron cepas bacterianas catalizadoras de reducción disimilatoria de hierro 

férrico en condiciones anóxicas a través del azufre reducido como donante de 

electrones (Falagán y Barrie Johnson, 2016). Por otro lado, At. ferrooxidans es una 

especie bacteriana conocida por utilizar la energía de la oxidación de minerales que 

contienen hierro y azufre para promover su desarrollo, puede prosperar a un pH menor 

a 2 y tiene la capacidad de fijar nitrógeno y carbono de la atmósfera (Valdés et al., 

2008), los estudios realizados sobre esta especie resaltan su importante participación 

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

 

En cuanto a los resultados provenientes del análisis con el método independiente de 

cultivo, específicamente el secuenciamiento del amplicón 16S ARNr, permitieron un 

análisis con mucha mayor profundidad de las diversas comunidades microbianas, 

tanto en el agua como dentro del sedimento del DAM. La diversidad de géneros en el 

agua del DAM (Gráfico 5), contuvo una mayor abundancia relativa de Citrobacter, 

género bacteriano caracterizado como mixótrofo por su capacidad de reducir sulfato 

mediante mecanismos tanto autótrofos como heterótrofos, además, 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 análisis de las secuencias 16S fue Sphingomonas, 

reportada en ambientes ácidos como los sedimentos del Río Tinto (Huelva, España), 

entre otras (Johnson et al., 2001; Méndez et al., 2015) y ha sido relacionada con la 

producción de iones sulfato y la capacidad de reducción 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 microóxicas o anóxicas (Fabisch et al., 2013); así mismo, se obtuvo 

secuencias relacionadas con el género Acidovorax una bacteria oxidante de hierro y 

reductora de nitratos (Hohmann et al., 2011). Además, también se detectó la presencia 

de bacterias heterótrofas como Staphylococcus y Enterobacter de la cual se ha 

reportado una especie denominada Enterobacter clocacae NZS capaz de oxidar el Fe2+ 

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 comparación con el sedimento, aunque en este 

último se hicieron presentes con una abundancia relativa muy baja (<1) por lo que no 

aparecen en los gráficos que presentamos (Gráfico 5). Estas bacterias tienen una 

relación muy estrecha con la formación de los DAM debido al metabolismo 

quimiolitoautotrófico 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 

encontró 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 útiles, en cultivos mixtos, para procesos biorremediadores 

(Putri, Ratnaningsih y Rinanti, 2021). También se detectaron los géneros Gallionella 

y Ferruginibacter, este último pertenece al filum Bacteroidetes y ha sido reportada 

también en una zona minera de carbón (García-Moyano et al., 2015), así como en 

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

 

El sedimento también reveló 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 petróleo (Castillo Rogel, 2019) y 

en ríos expuestos a diversas fuentes de contaminación (Adedire et al., 2022). También 

se presentó secuencias relacionadas al género GOUTA6 perteneciente al filo 

Proteobacteria, y de la familia Nitrosomonadaceae, reportadas como bacterias 

nitrificantes; es decir, asociadas a la oxidación microbiana del amoniaco a nitrato, 

mediante metabolismo quimiolitoautotróficas y fotolitoautotróficas (Podlesnaya et 

al., 2020). Así mismo, también se evidenció la presencia de los géneros denominados 

como C1-B045, RBG-1649-21, Blyi10, IS-44, la mayoría identificados mediante 

técnicas de secuenciación 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 mostró una mayor riqueza en el agua con respecto al sedimento, en 

comparación con el método independiente que evidenció una mayor riqueza en el 

sedimento con respecto al agua, debido a la presencia de bacterias acidófilas oxidantes 

de hierro así como bacterias heterótrofas acidófilas que presentan con diversas 

capacidades metabólicas aeróbicas, anaeróbicas, entre otros aún no revelados. Estos 
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resultados concuerdan con lo descrito por Liang et al., (2019), quienes reportan una 

diversidad baja en pozos de agua ácida de mina debido a factores ambientales como 

el pH. Y con lo encontrado por Valdez-Nuñez et al., (2022) quienes también reportan 

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

 

La baja diversidad es característica de ecosistemas asociados a DAM y han sido 

descritos en múltiples estudios (Méndez-García et al., 2014; Méndez et al., 2015), la 

explicación a ello es atribuida por la mayoría de estudios principalmente a las 

condiciones extremas del ambiente, entre ellas el pH bajo y la alta concentración 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 biogeográficos 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 ácidos de minas albergan una variedad de 

bacterias que ya sea en conjunto o de forma individual representa un gran potencial 

biotecnológico, 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 día causan problemas de nivel ambiental y social.  
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES  

• Se logró caracterizar microbiológicamente 41 aislamientos bacterianos a partir de 

las muestras de agua y sedimento obtenidas del drenaje ácido de la mina 

Michiquillay-Cajamarca. 

• El análisis del gen 16S ARNr permitió la identificación 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 análisis de las secuencias del amplicón 16S ARNr de ADN total de las 

muestras, en el método independiente de cultivo, evidenció una mayor riqueza de 

géneros bacterianos en la muestra de sedimento en comparación 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 

que habitan los drenajes ácidos de minas debido al gran potencial biotecnológico 

ambiental que estos microorganismos pueden presentar.  

• Se debe evaluar la resistencia de los aislamientos acidófilos y metalófilos a 

diferentes concentraciones de metales pesados a fin de seleccionar un pool de 

microorganismos potencialmente útiles en biorremediación de DAM. 

• Se debe evaluar las capacidades biolixiviadoras de los aislamientos provenientes 

de los DAM a fin de obtener cepas que puedan ser útiles en biominería. 
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