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Resumen

En el presente estudio, las comunidades bacterianas en muestras de suelo y agua,
procedentes de pozas artesanales de lixiviacion con cianuro, fueron caracterizadas
por analisis dependientes e independientes de cultivo. Para la caracterizacion de la
comunidad bacteriana cultivable, se emplearon técnicas cldsicas de microbiologia
hasta la obtencidn de cepas puras, las cuales fueron identificadas a nivel molecular.
Por otro lado, las comunidades bacterianas no cultivables fueron caracterizadas por
secuenciacion de proxima generacion del gen ARNr 16S. La comunidad bacteriana
cultivable estaba principalmente representada por los géneros Pseudomonas, Baci-
llus y Acinetobacter; mientras que las comunidades no cultivables, predominantes
en muestras de suelo, fueron los filos Proteobacteria (12.91%), Firmicutes (11.32%),
Actinobacteria (11.25%) y Bacteroidetes (10.16%). Por otro lado, en muestras de
agua predominaron los filos Firmicutes (59.16%) y Actinobacteria (38.99%).

Abstract

In the present study, bacterial communities in soil and water samples, from artisanal
leaching pools with cyanide, were characterized by dependent and independent
culture analyzes. For the characterization of the culturable bacterial community,
classical techniques of microbiology were used, until obtaining pure strains, which
were identified at the molecular level. On the other hand, uncultured bacterial
communities were characterized by next-generation sequencing of the 16S rRNA
gene. The culturable bacterial community was mainly represented by the genera
Pseudomonas, Bacillus and Acinetobacter; while the predominant uncultured
communities, in soil samples, were the proteobacteria (12.91%), Firmicutes
(11.32%), Actinobacteria (11.25%) and Bacteroidetes (10.16%). On the other hand,
in water samples, the edges of Firmicutes (59.16%) and Actinobacteria (38.99%)
predominated.
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Introduccion

La mineria artesanal se define como un sistema infor-
mal y no regulado de mineria en pequefia escala. Gene-
ralmente, emplea tecnologias muy simples, y no hay pla-
nificacién para la rehabilitacién después del cierre de la
operacién minera. El resultado mas visible, es la destruc-
ciéon del medio ambiente a través de la contaminacién
por metales pesados de la tierra y el agua que rodea la
operacién de mineria artesanal, debido a la eliminacién
de residuos de rocas y relaves (Krisnayanti et al.2012).

Existen sistemas de ingenieria convencionales para
rehabilitar terrenos mineros degradados, pero son cos-
tosos y se basan en tecnologia que puede no estar dispo-
nible en las peores areas de mineria artesanal (Krisna-
yanti et al.2012).

En los Gltimos afios, la biotecnologia ha experimenta-
do grandes avances que se han visto reflejados en multi-
ples aplicaciones industriales. Los métodos independien-
tes de cultivo, especialmente el andlisis metagendmico
de las comunidades microbianas, se han convertido en
herramientas utiles en la deteccién e identificacién de
nuevas especies, genes o enzimas, importantes para la
biotecnologia industrial, ademas de proporcionar infor-
macién valiosa sobre la funcién, estructura, interacciéon y
dindmica de las comunidades microbianas en un ecosis-
tema (Montafa 2015).

Estudios dependientes e independientes de cultivo
sobre las minas de oro en Japon (Inagaki et al. 2003, Nu-
noura et al. 2005), Sudafrica (Takai et al. 2001, Baker et
al. 2003) y Estados Unidos (Nemergut et al. 2004) han
mostrado poblaciones microbianas activas, compuestas
de diversos grupos de microorganismos con propieda-
des fisioldgicas inusuales, las cuales pueden ser aplica-
das en procesos de biorremediacion.

El presente estudio tuvo como objetivo identificar y
analizar molecularmente, mediante analisis dependien-
tes e independientes de cultivo, las comunidades bacte-
rianas en muestras de suelo y agua de pozas artesanales
de lixiviacién con cianuro. Los resultados mostraron que
la comunidad bacteriana cultivable estuvo representada
por los géneros Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter,
entre otros; mientras que los filos Proteobacteria y Fir-
micutes, fueron los mas representativos de la comunidad
no cultivable.

Material y métodos

Fuente de los aislados de bacterias.- En el presente
estudio las muestras de suelo y agua fueron colectadas
de seis pozas artesanales de lixiviacién abandonadas, en
area préxima al proyecto minero “Yerba buena” de la em-
presa WF SILVA INGENIEROS SRL, ubicadas en distrito
Usquil, provincia Otuzco, departamento La Libertad. Adi-
cionalmente, se colect6 una muestra de suelo y agua de
un sitio de referencia que no habia sido afectado por ac-
tividad minera y representaba la situacién mas préxima
a un suelo y agua pristina, en el que se determiné la au-
sencia de cianuro. En cada punto de colecta se evaluaron
diversos parametros de campo como temperatura, pH y

Tabla 1. Ubicacién de las pozas artesanales de lixiviacion aban-
donadas en el distrito Usquil, provincia Otuzco, departamento La
Libertad. *Pozas de lixiviacion, **suelo pristino

Fecha Puntos Longitud Latitud Altitud (m)
23/10/2014 1* -78.368841 -7.727397 2785
23/10/2014 2% -78.36884 -7.727487 2785
23/10/2014 3* -78.368569 -7.727485 2834
23/10/2014 4% -78.373205 -7.724804 2579
23/10/2014 5* -78.373296 -7.724805 2579
23/10/2014 6* -78.378772 -7.732968 2416
23/10/2014 7** -78.382035 -7.732627 2467

concentracion de cianuro, empleando el medidor porta-
til HANNA H1 98185-01, pH/ORP/ISE y el fotémetro por-
tatil HANNA HI 96714, respectivamente. As{ mismo, se
registraron las coordenadas de cada punto muestreado,
de las seis pozas de lixiviaciéon (1 — 6) y del suelo pristino
(7) (Tabla 1).

Aislamiento y condiciones de cultivo.- Las bacte-
rias fueron aisladas empleando el medio general Agar
tripticasa de soya (TSA), y el medio especifico Cetrimide
fue usado para especies del género Pseudomonas. Para
la siembra de las muestras de suelo y agua se realizaron
diluciones sucesivas colocando 1mL de cada muestra de
agua en tubos estériles (FALCON), que contenian 9 mL
de agua destilada estéril. Luego, las diluciones 10, 102y
103 fueron sembradas en placas e incubadas a 37 °C por
24 — 48 horas. Las cepas bacterianas fueron replicadas
mediante siembras sucesivas hasta la obtencion de cepas
puras, luego fueron conservadas con glicerol al 15% y al-
macenadas a -20 °C.

Extraccion de ADN genémico bacteriano.- El cul-
tivo bacteriano (1.2 mL) fue sedimentado en un tubo de
microcentrifugaa 10000 rpm por 2 min. Posteriormente,
se eliminé el sobrenadante y resuspendi6 el sedimento
en 500 pL de Buffer Fosfato Salino (PBS 1X) esterilizado.
Luego, se centrifugd a 10000 rpm por 2 min., se elimin6
el sobrenadante, y el pellet fue resuspendido en 200 pL
de la solucién TE (Tris 10 mM / 1 mM EDTA). Después,
para lisar las células se llevé a ebullicién por 10 min. e
inmediatamente se coloc6 sobre hielo por 5min. y se cen-
trifugé a 10000 rpm por 1min. Luego, se transfirié el so-
brenadante a otro microtubo y se traté con 1 pL. ARNasa
agregando a cada muestra e incub6 a 65 °C por 15 minu-
tos. Finalmente, pasado el tiempo de incubacion se con-
servo el ADN a -20 °C, para investigaciones posteriores.

Determinaciéon de secuencias del gen ADNr 16S.-
La amplificacién del gen ARNr 16S, de las bacterias
aisladas, se realizé mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), empleando los primers
27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 37) y 1492R (5" TAC-
GGYTACCTTGTTACGACTT 3°). Las reacciones fueron rea-
lizadas en un volumen final de 25 pL, 2.5 uL de Buffer
10X, 2.5 uL de MgCl, 50 mM, 0.1 pL de Taq polimerasa
(5U/ pL) (Thermo Fisher scientific), 0.5 uL. de dNTPs a
10 mM, 0.6 uL de cada primer a 15 pmol, 2 uL. de ADN
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extraido y agua ultra pura. La amplificacién de los pro-
ductos fue verificada por electroforesis utilizando un gel
de agarosa de 1.5%.

Extraccion de ADN metagenomico a partir de sue-
lo y agua.- La caracterizaciéon de comunidades bacteria-
nas de suelo y de agua pristinos y contaminadas por el
uso de cianuro, fue realizada empleando ADN total ex-
traido directamente de las muestras, usando protocolos
previamente estandarizados (Tekere et al. 2011) y el kit
ADN PowerSoil (Mo Bio Laboratories, USA) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Luego, los analisis molecu-
lares dirigidos a la regién variable V4 del gen 16S rRNA
(Gong et al. 2013), se realizaron mediante "secuencia-
cién de proxima generacion” (Ion Torrent, MR DNA).

Identificacidon de especies.- Las secuencias obteni-
das fueron ensambladas empleando el software MEGA
v6.0 y luego comparadas con la base de datos del Gen-
Bank, del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica
(NCBI), usando la herramienta BLASTN. Se consideraron
s6lo aquellas secuencias que presentaban un porcentaje
de identidad superior a 98% con la secuencia sometida.
Asi mismo, se emple6 la herramienta bioinformatica Mi-
crosoft Excel para el procesamiento de datos, elabora-
cién de graficos y tablas.

Analisis filogenético.- El andlisis filogenético y el
alineamiento fue realizado utilizando el software MEGA
v6.0 y las secuencias del gen ADNr 16S. La historia evo-
lucionaria fue inferida empleando el método estadistico
maxima verosimilitud (mdximum likelihood) basado en
el modelo de dos parametros de Kimura con 1000 répli-
cas de bootstrap. Halorubrum lacusprofundi (nimero de
accesion NR_028244.1) fue empleada como grupo exter-
no para la elaboracion del arbol filogenético dirigido al
gen ADNr 16S.

Resultados

Parametros fisico-quimicos de las muestras de
suelo y agua.- En las muestras suelo evaluadas la con-
centracidon de cianuro fue de 23.01 mg/L y 21.5 mg/L
en dos puntos muestreados, mientras que en el res-
to de muestras de suelo las concentraciones fueron de
13.03mg/L, 5.2mg/Ly 1.49mg/L. Por otro lado, la mues-
tra de agua present6 una concentraciéon de cianuro de
132 mg/L y un pH de 11.59. Los valores de pH obtenidos
de las muestras de suelo se encontraron en un rango de
6 —10 (Tabla 2).

Identificacion molecular de bacterias aisladas.- El
estudio a nivel molecular de muestras de pozas de lixi-
viacion ubicadas en La Libertad, permiti6 identificar un
total de 78 bacterias, de las cuales sélo 54 corresponden
a cepas con diferentes nimeros de accesién (Tabla 3)
como Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Sphingobac-
terium, Alcaligenes, Serratia, Enterobacter, entre otros.
Asi mismo, el 69% de la comunidad bacteriana identifi-
cada corresponde al grupo de bacterias Gram negativas,
mientras que el 31% pertenece a bacterias Gram positi-
vas. La identificacion de las secuencias de nucledtidos de
los aislados, proporcioné entre 90 — 100% de identidad

Tabla 2. Parametros fisico-quimicos de muestras de sueloy agua
provenientes de pozas artesanales de lixiviacion abandonadas,
del distrito Usquil, provincia Otuzco, departamento La Libertad.
MSCN: Muestra de Suelo Contaminado con Cianuro. MSP: Mues-
tra de Suelo Pristino. MACN: Muestra de Agua Contaminada con
Cianuro. MAP: Muestra de Agua Pristina.

Muestra 'cll;r;t;gi Cédigo pH [CN] mg/L

P03 MSCNO1 10.41 23.01
P06 MSCNO2 10.34 21.5
P04 MSCNO3 9.59 13.03

Suelo PO1 MSCNO4 8.11 5.2
P02 MSCNO5 7.49 1.49
PO5 MSCNO6 6.94 0.43
SP MSPO7 5.9 <0.05
PO1 MACN 11.59 132

Agua
P06 MAP 7.69 -0.02

para bacterias al compararse con la base de datos del
GenBank. El arbol filogenético para bacterias es mostra-
do en la Figura 1.

Anadlisis metagendmicos de muestras de suelos
contaminados con cianuro y derivados toxicos.- Los
analisis metagendémicos de las muestras de suelos con-
taminados con cianuro mostraron 22 filos bacterianos
identificados, predominando los filos Proteobacteria
(12.91%), Firmicutes (11.32%), Bacteroidetes (10.16%),
Actinobacteria (11.25%), Verrucomicrobia (8.20%) y
con abundancias menores se encuentraron Chloroflexi
(0.73%), Synergistetes (0.59%), Thermodesulfobacte-
ria (0.49%), Chlorobi (0.33%), Fibrobacteres (0.001%)
y Gemmatimonadetes (0.001%); ademas, se reportaron
también secuencias bacterianas no clasificadas, las cua-
les representan el 14.48% del total (Tabla 4).

Analisis metagendmicos de suelos no contamina-
dos con cianuro.- En las muestras de suelos no conta-
minados con cianuro 19 filos fueron identificados por
metagendmica directa. Las secuencias no clasificadas
derivadas de bacterias representan el 47.42%, Proteo-
bacteria (11.33%), Actinobacteria (10.88%) y Verru-
comicrobia (7.65%). Asi mismo, se determinaron otros
filos con menor abundancia desde 6% hasta menos del
1% (Tabla 5).

Andlisis metagen6micos de agua contaminada
con cianuro.- En las muestras de agua contaminados
con cianuro 17 filos fueron identificados, siendo Firmi-
cutes (59.16%), Actinobacteria (38.99%) los filos con
mayor abundancia. Por otro lado, en los filos con menor
abundancia se encuentran Proteobacteria (0.71%), Bac-
teroidetes (0.19%), Fusobacteria (0.05%), Deinococcus-
Thermus (0.04%), Cyanobacteria (0.04%), Acidobacte-
ria (0.02%), Chloroflexi (0.02%), Gemmatimonadetes
(0.01%), Tenericutes (0.01%), Planctomycetes (0.01%),
Verrucomicrobia (0.01%), Spirochaetes (0.003%), Ni-
trospirae (0.002%), Synergistetes (0.001%), Chlamydiae
(0.0006%) (Tabla 6).
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Figura 1: La historia evolucionaria de los microorganismos aislados mediante secuencias del gen ADNr 16S, fue inferida mediante el método
estadistico de maxima verosimilitud, basado en el modelo de dos pardametros de Kimura. El porcentaje de arboles, en los cuales el taxa
asociado agrupado en conjunto, es mostrado al lado de las ramas. Una distribucién gamma discreta fue usada para modelar diferencias de
velocidad evolutiva entre sitios.

278 REV. PERU. BIOL. 26(2): 278 - 282 (MAY0 2019)



SERNAQUE AGUILAR ET AL.

Tabla 3. Lista de especies bacterianas identificadas a nivel mo- Tabla 4: Abundancia relativa (%) de los filos bacterianos dominantes
lecular, mediante la amplificacion por PCR del gen ARNr 16S. en las muestras de suelo de las seis pozas de lixiviacion analizadas.
provenientes de muestras de suelo y agua de pozas artesanales
de lixiviacion abandonadas, del distrito Usquil, provincia Otuzco, Phylum %
departamento La Libertad. unclassified (derived from Bacteria) 14.48
dico d k- Proteobacteria 12.91
- Cddigo de h] o
cf:g;gpz Especie bacteriana identificada acceso a g Firmicutes 11.32
genbank = Actinobacteria 11.25
MB1 Paenibacillus terrae LC127093.1 99 Bacteroidetes 10.16
MB2 Brevundimonas sp. EF491966.1 99 Verrucomicrobia 8.20
MB3 Alcaligenes faecalis KP224304.1 99 Acidobacteria 5.73
MB4 Pseudomonas stutzeri JQ799118.1 99 Planctomycetes 434
MB5 Brevundimonas bullata FM213397.2 99 Cyanobacteria 3.33
MB6 Stenotrophomonas sp. JX899643.1 99 Aquificae 261
MB7 Acinetobacter johnsonii CP010350.1 98
) Nitrospirae 2.52
MB8 Acinetobacter sp. GU566324.1 99 )
MB9  Pseudomonas sp. DR 5-09 CPO11566.1 99 Spirochaetes 2.26
MB10  Pseudomonas sp. EU934224.1 99 Thermotogae 2.10
MB11 Pseudomonas sp FI392835.1 99 Deinococcus-Thermus 2.04
MB12 Bacillus subtilis CP010053.1 99 Chlamydiae 1.82
MB13 Acinetobacter sp. Y3 KF889272.1 99 Tenericutes 1.53
MB14 Stenotrophomonas maltophilia GU186115.1 99 Dictyoglomi 1.26
MB15 Paenibacillus taichungensis LN889997.1 99 Chloroflexi 073
MB16 Bacillus subtilis KF607095.1 99 s stet. 0.59
MB17 Bacillus sp. SAP72_1 JN872501.1 100 ynerglstetes . '
MB18 Alcaligenes faecalis JF710956.1 99 Thermodesulfobacteria 0.49
MB19  Bacillus subtilis KU551201.1 99 Chlorobi 0.33
MB20 Sphingobacterium faecium NR_025537.1 99 Fibrobacteres 0.00
MB21 Bacillus mycoides KR233759.1 99 Gemmatimonadetes 0.00
MB22 Pseudomonas putida AMA411059.1 929
MB23 Bacillus sp. S21205 KF956673.1 99
MB24 Bacillus mycoides CP009692.1 99
MB25 Sphingobacterium sp. PF-11 F1378300.1 99 Tabla 5: Abundancia relativa (%) de los principales filos identificados
MB26 Bacillus subtilis HM214542.1 99 . L . .
en muestras de suelos no contaminados del distrito Usquil, provincia
MB27 Enterobacter sp. CTSP4 EU855187.1 99 .
. . Otuzco, departamento La Libertad..
MB28 Bacillus subtilis KU132387.1 99
MB29 Pseudomonas oryzihabitans AB675634.1 99 Phylum %
MB30 Bacillus subtilis subsp. Subtilis CP015375.1 929
MB31 Pseudomonas sp. PX2b_S1 1F274936.1 99 unclassified (derived from Bacteria) 47.43
MB32 Bacillus sp. BAB-3423 KF917153.1 99 Proteobacteria 11.34
MB33 Serratia fonticola NR_114577.1 91 Actinobacteria 10.88
MB34 Acinetobacter sp. TDSAS2-27 GQ284530.1 97 ) )
MB35  Acinetobacter schindleri KC934833.1 99 Verrucomicrobia 7:65
MB36  Chryseomicrobium palamuruense ~ FN555708.1 99 Acidobacteria 5.73
MB37 Pseudomonas sp. A-13 AY556391.1 99 Firmicutes 561
MB38 Serratia proteamaculans 568 CP000826.1 98 Gemmatimonadetes 4.52
MB39 Serratia sp. K20-49 KP899189.1 94 )
MB40  Pseudomonas sp. BZ55 HQ588844.1 99 Bacteroidetes 2.94
MB41 Acinetobacter haemolyticus AB859671.1 98 Planctomycetes 1.75
MB42 Arthrobacter sp. G1 EU342346.1 99 Chloroflexi 1.27
MB43 Acinetobacter guillouiae JN092611.1 99 .
. ) Spirochaetes 0.51
MB44 Sphingobacterium sp. PM2-P1-29  LK931720.1 99
MB45  Sphingobacterium sp KJ190943.1 95 Nitrospirae 0.18
MB46 Pseudomonas poae KR085862.1 929 Chlorobi 0.07
MB47 Micrococcus sp. JW-23 DQ513327.1 99 Cyanobacteria 0.02
MB48 Staphylococcus haemolyticus KT696497.1 99 i
L i Deferribacteres 0.02
MB49 Viridibacillus arenosi KJ671467.1 99
MB50  Pseudomonas mendocina GU204966.1 99 Dictyoglomi 0.02
MB51 Staphylococcus saprophyticus EU073967.1 99 Synergistetes 0.02
MB52 Sphingobacterium sp. KP189373.1 99 Fibrobacteres 0.01
MB53 Pseudomonas japonica KT825519.1 99 .
MB54  Bacillus sp. G2DM-61 DQ416783.1 99 Tenericutes 0.01
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Anadlisis metagenémicos de agua no contaminada
con cianuro.- La diversidad bacteriana en muestras de
agua no contaminada con cianuro estuvo representa-
da por los filos Proteobacteria y bacteroidetes, con una
abundancia de 17.71% y 14.92%, respectivamente. Por
otro lado, los filos presentes en menor abundancia fue-
ron Actinobacteria (5.73%) y Verrucomicrobia (4.81%)
(Tabla 7).

Discusion

Los ambientes contaminados con cianuro han sido
ampliamente estudiados a fin de obtener la informacién
necesaria para la implementacién de estrategias de bio-
rremediacién (Adams et al. 2012, Akcil & Mudder 2003,
Dasha et al. 2009, Deloya 2012, Luque et al. 2016). Va-
rios microorganismos han sido evaluados y aislados de
suelos procedentes de mineria, siendo los géneros mas
representativos Exiguobacterium, Aeromonas, Bacillus,
Pseudomonas, Escherichia, y Acinetobacter (Anderson
& Cook 2004). Por otra parte, Alcaligenes sp. pertene-
ciente a la familia Alcaligenaceae y clasificado como
[-Proteobacteria, ha sido reportado como degradador
y habitante nativo de lugares contaminados con cianuro
(Baxter & Cummings 2006, Bhalla et al. 2012) y metales
pesados (Abbas et al. 2015). En el presente trabajo, den-
tro de la comunidad bacteriana cultivable, se han iden-
tificado tanto los géneros mas representativos de zonas
contaminadas con cianuro (Pseudomonas, Alcaligenes,
Bacillus y Acinetobacter), como géneros bacterianos poco
reportados en otros estudios (Sphingobacterium, Pae-
nibacillus y Stenotrophomonas), lo que permite conocer
mas acerca de las comunidades bacterianas cultivables
presentes en estas zonas contaminadas, estudiar a ma-
yor profundidad su funcién en estos nichos, y revelar sus
posibles aplicaciones en procesos de tratamiento de zo-
nas afectadas por la actividad minera.

Asi mismo, las bacterias presentes en lodo activado
son generalmente Gram-negativas e incluyen Pseudomo-
nas, Achromobacter, Flavobacterium, Nocardia, Bdello-
vibrio y Mycobacterium (Sharifi et al. 2001). EI género
Pseudomonas es considerado entre los mejores para la
degradacidn de cianuro debido a su versatilidad metabd-
lica, amplia capacidad oxidativa y una alta adaptabilidad
para utilizar una gran variedad de sustancias quimicas
como fuente de carbono y nitrégeno (Quispe etal. 2011).
En el presente estudio, también se ha identificado un
mayor porcentaje de bacterias Gram negativas (69%)
principalmente del género Pseudomonas, cuya toleran-
cia a ambientes alcalinos con muy poca cantidad de nu-
trientes (Akcil & Mudder 2003, Chung 2008), asi como
su capacidad para degradar cianuro, explicaria su mayor
abundancia en las pozas de lixiviacion evaluadas. Solo el
31% de la comunidad identificada fueron bacterias Gram
positivas pertenecientes a los géneros Staphylococcus,
Micrococcus, Chryseomicrobium y Bacillus.

Por otro lado, la metagendmica se resalta como una
herramienta importante para la biorremediacién (Gabor
et al. 2007, George et al. 2011), permitiendo entender
la estructura, interacciéon y potencial metabdlico de las

Tabla 6: Abundancia relativa de los principales filos identificados en muestras
de agua contaminadas de pozas artesanales de lixiviacién abandonadas,
del distrito Usquil, provincia Otuzco, departamento La Libertad.

Phylum %

Firmicutes 59.16
Actinobacteria 38.99
unclassified (derived from Bacteria) 0.75
Proteobacteria 0.71
Bacteroidetes 0.19
Deinococcus-Thermus 0.04
Fusobacteria 0.05
Cyanobacteria 0.04
Gemmatimonadetes 0.01
Chloroflexi 0.02
Acidobacteria 0.02
Tenericutes 0.01
Verrucomicrobia 0.01
Spirochaetes 0.00
Planctomycetes 0.01
Nitrospirae 0.00
Synergistetes 0.00
Chlamydiae 0.00

Tabla 7: Abundancia relativa de los principales filos identificados en mues-
tras de agua no contaminadas del distrito Usquil, provincia Otuzco,
departamento La Libertad.

Phylum %

unclassified (derived from Bacteria) 41.54
Proteobacteria 17.71
Bacteroidetes 14.92
Firmicutes 12.15
Actinobacteria 5.73
Verrucomicrobia 4381
Gemmatimonadetes 1.33
Planctomycetes 1.11
Chlamydiae 0.21
Chloroflexi 0.12
Deinococcus-Thermus 0.12
Synergistetes 0.11
Spirochaetes 0.06
Tenericutes 0.05
Cyanobacteria 0.00
Acidobacteria 0.00

comunidades microbianas no cultivables, capaces de
degradar cianuros (Wang et al. 2015, Kantor et al. 2015,
Luque et al. 2016). Los miembros del filo Proteobacteria
son frecuentemente encontrados en suelos de diferen-
tes tipos de minas (Moreels et al. 2008, Khan et al. 2013,
Li et al. 2014). Estudios sobre sistemas de tratamientos
de aguas residuales conteniendo cianuro han reportado
que la biodegradacion exitosa de este contaminante fue
asociada con miembros de Proteobacteria, su impor-
tancia se debe a la via més eficiente de degradacion de
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cianuro, hidrolitica, la cual es cominmente encontrada
en este filo (Shin et al. 2019). Por otro lado, las bacterias
responsables de la biolixiviacion, mesofilas o termofilas
moderadas, se distribuyen principalmente en los grupos
filogenéticos: Proteobacteria, Firmicutes, y Actinobacte-
ria (Clark & Norris 1996, Norris et al. 2000). El filo Fir-
micutes es uno de los grupos bacterianos mas comunes
en ambientes extremos, ya que muchos de sus miembros
tienen la capacidad de tolerar una amplia gama de condi-
ciones desfavorables (Khan et al. 2013).

Dentro de la gran diversidad, también se reporta-
ron los filos Proteobacteria y Firmicutes como los mas
abundantes en las muestras de suelo y agua evaluadas.
Su participacién en procesos de biorremediacién y bio-
lixiviacion, explica la importancia de identificar y estu-
diar estos filos. Por otro lado, el filo Actinobacteria fue
reportado en menor abundancia, con 11.25% y 38.99%
en muestras de suelo y agua, respectivamente. Conside-
rando que este filo contiene pocos miembros cultivables
(Janssen 2006), sus roles fisiol6gicos en ambientes natu-
rales, incluso en ecologia de mina, sigue siendo descono-
cido (Rastogi et al.2009).

El presente estudio muestra la diversidad bacteria-
na cultivable y no cultivable presente en zonas conta-
minadas con cianuro producto de la actividad minera
en la region La Libertad, conocimiento que coadyuvara
a la implementacion de técnicas de tratamiento en zo-
nas afectadas por la actividad minera en nuestro pais.
Sin embargo, ain se requieren estudios que permitan
conocer a mayor profundidad la funcién y potencial me-
tabolico de estos microorganismos para que puedan ser
empleados en diferentes campos de investigacion.
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