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Resumen
La biolixiviación, usando consorcios microbianos, es considera una alternativa 
ecoeficiente y de bajo costo para la recuperación de metales a partir de minerales 
de baja ley. En este estudio, se realizó la caracterización fisiológica y molecular de 
consorcios microbianos psicrotolerantes lixiviantes (CMPL), aislados de drenajes áci-
dos de minas de cuatro localidades mineras de las provincias de Pasco y Huarochirí, 
Perú, ubicados sobre los 4200 m de altitud. Se aislaron seis consorcios adaptados a 
medio 9K con ion ferroso y medio basal 9K con CuS al 0.5% p/v a 15 °C. Se evidenció 
la liberación de cobre en todos los consorcios. El CMPL con mejor crecimiento, pre-
sentó una recuperación de cobre de 12.47% en 30 días de evaluación. Los análisis 
de la secuenciación del gen ARNr 16S de la comunidad bacteriana, mostraron que 
los CMPL están dominados por el género Acidithiobacillus, seguido de Acidiphilium. 
En conclusión, se obtuvieron consorcios que pueden ser aplicados en biolixiviación 
de cobre en la minería altoandina.

Abstract
Bioleaching, using microbial consortia, is regarded as an eco-efficient and cost-
effective alternative for the recovery of metals from low-grade ores. In this study, we 
conducted physiological and molecular characterization of psychrotolerant leaching 
microbial consortia (PLMC) isolated from acid mine drainage in four mining sites 
within the Pasco and Huarochirí provinces of Peru, situated at altitudes above 4200 
meters. Six consortia adapted to a medium containing ferrous ions (9K medium) and 
a basal medium with 0.5% w/v CuS at 15°C were isolated. All consortia exhibited 
copper release. The PLMC with the most robust growth achieved a copper recovery 
of 12.47% within 30 days of evaluation. 16S rRNA gene sequencing analysis of the 
bacterial community revealed that the PLMCs were predominantly dominated by the 
genus Acidithiobacillus, followed by Acidiphilium. In conclusion, consortia suitable 
for copper biolixiviation in high-altitude mining contexts were successfully obtained.
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_____________________________________________

Introducción
La biolixiviación consiste en el uso de microorganismos para ex-

traer metales a partir de minerales y concentrados. Este proceso uti-
liza la capacidad natural de los microorganismos para transformar 
los metales presentes en el mineral a una forma soluble (Brierley & 
Brierley 2013). Este tipo de tecnología ha captado considerablemente 
el interés debido a los beneficios económicos y por ser ecológicamente 
amigable. Es así como se aplica principalmente en la recuperación de 
cobre y oro, siendo responsable del 20 – 25% de la producción mun-
dial de cobre (Watling 2006; Panda et al. 2015). 
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Varios estudios han evidenciado la alta eficiencia de 
la biolixiviación en la recuperación de metales, con ta-
sas superiores al 80%, mediante el uso de bacterias qui-
miolitotróficas acidófilas, tanto en cepas individuales 
como en consorcios (cultivos mixtos) (Petersen & Dixon 
2007; Rawlings & Johnson 2007; Brierley & Brierley 
2013). En particular, las bacterias oxidantes de hierro y 
azufre son ampliamente utilizadas en estos procesos de 
biolixiviación, siendo las especies de Acidithiobacillus 
de las más eficientes y empleadas. Actualmente, el uso 
de consorcios bacterianos autóctonos de yacimientos, 
drenajes ácidos, pilas de sulfuro o depósitos de mine-
rales ha tomado relevancia debido a su eficiencia como 
catalizadores de biolixiviación. Estos microorganismos 
al estar adaptados a un ambiente natural con altas con-
centraciones de metales responderían eficazmente al 
aumento progresivo de elementos principales durante 
los procesos de biolixiviación a gran escala (Watling 
2006; Romo et al. 2013). Entre los consorcios de bac-
terias acidófilas más empleados y estudiados, destacan 
los conformados por Acidithiobacillus ferrooxidans y 
Acidithiobacillus thiooxidans, y también aquellos que 
incluyen a Leptospirillum ferrooxidans. Estos consorcios 
han mostrado resultados favorables para la extracción 
de cobre a partir de minerales de baja ley (Romo et al. 
2013; Sajjad et al. 2018). 

Los consorcios microbianos utilizados industrial-
mente en el procesamiento de sulfuros de cobre suelen 
operar a condiciones mesofílicas y termofílicas (Wat-
ling 2006). En Sudamérica, particularmente en Chile 
y Perú, la minería se concentra en zonas altoandinas, 
las cuales presentan condiciones ambientales desfavo-
rables para la biolixiviación, tales como bajas tempe-
raturas, baja presión atmosférica, escasez de oxígeno 
y altos índices de radiación. Bajo estas condiciones los 
procesos de biolixiviación a nivel industrial son afecta-
dos significativamente en su eficiencia. Especialmente 
las bajas temperaturas (<10 °C) tienen un efecto directo 
ya que los microorganismos mesófilos no son capaces 
de generar suficiente ion férrico (Fe3+) a estas tempe-
raturas, el cual es el factor principal de lixiviación en 
estos procesos (Escobar et al. 2010). Por lo tanto, una 
opción prometedora para mejorar la biominería en las 
regiones altoandinas, sería el uso de microorganismos 
acidófilos autóctonos adaptados a estas condiciones ex-
tremas, como los psicrófilos o psicrotolerantes, y que 
sean capaces de lixiviar minerales sulfurados para la 
recuperación de metales de baja ley.

Existen algunos reportes de microorganismos li-
xiviantes en minas peruanas abandonadas a gran al-
titud, entre ellas, Acidithiobacillus ferrivorans PQ33 
(Ccorahua-Santo et al. 2017) que destaca como una 
cepa psicrotolerante, capaz de realizar la biolixiviación 
de minerales sulfurados eficientemente a bajas tempe-
raturas (< 5 °C) (Liljeqvist et al. 2011; Ccorahua-Santo 
et al. 2017; Peng et al. 2017). Sin embargo, las inicia-
tivas de búsqueda de microorganismos lixiviantes au-
tóctonos y eficientes a bajas temperaturas son pocas y 
en general se restringen al uso de cepas individuales a 
nivel de laboratorio, a pesar de que el diseño y uso de 

consorcios microbianos lixiviantes autóctonos de la mi-
nería altoandina mejoraría la extracción de metales de 
interés comercial, como el cobre, para su aplicación a 
escala industrial. 

Por lo anterior, este trabajo describe el aislamiento 
y caracterización de seis consorcios microbianos psi-
crotolerantes lixiviantes de sulfuro de cobre, obtenidos 
de drenajes ácidos en localidades mineras del Perú. 
Además, la capacidad de estos consorcios es evaluada 
para la biolixiviación del sulfuro de cobre. Asimismo, 
la composición microbiana es determinada mediante 
secuenciación del gen ARNr 16S de la comunidad. Este 
estudio pretende ser una referencia útil para determi-
nar consorcios adecuados para la extracción de cobre a 
partir de minerales sulfurados, con el fin de aplicarlo en 
la biominería altoandina.

Material y métodos
Área de estudio. El muestreo de drenajes ácidos de 

minas (DAM) se realizó en cuatro localidades mineras 
del Perú (Fig. 1). Tres de estas localidades se ubican en 
la provincia y departamento de Pasco, e incluyen a dos 
lagunas ácidas y un arroyo de DAM. Las lagunas ácidas 
de estudio corresponden a la laguna Yanamate y la lagu-
na Quiulacocha, las cuales son usadas como depósitos 
de relaves mineros, y están ubicadas en los distritos de 
Tinyahuarco y Simón Bolívar, respectivamente. El arro-
yo de DAM se encuentra en la localidad de Huarón, en el 
distrito de Huayllay, en las cercanías de la relavera ope-
rada por la compañía Pan American Silver Perú S.A.C. 
La última localidad se encuentra ubicada en el centro 
poblado San José de Parac, en el distrito de San Mateo, 
provincia de Huarochirí, departamento de Lima. En esta 
localidad, se muestreó un arroyo de DAM proveniente 
de los pasivos ambientales mineros de la Compañía Mi-
nera Millotingo.

Muestreo. Las muestras de DAM se colectaron usan-
do frascos de plástico estériles de 1 L y transportadas 
en una caja en frío hasta el laboratorio, donde fueron 
guardadas a 4 °C hasta su procesamiento. Se tomaron 
datos de las coordenadas de cada sitio de muestreo y se 
realizaron las mediciones in situ de las variables fisico-
químicas del agua, como el pH y temperatura. En total, 
se recolectaron seis muestras de DAM de las cuatro lo-
calidades mineras. Esto incluyó una muestra de la lagu-
na Yanamate, tres muestras de la laguna Quiulacocha, y 
dos muestras de arroyos de DAM, uno en la localidad de 
Huarón (Pasco) y otro en San José de Parac (Huarochi-
rí). En la laguna Quiulacocha, se tomaron en tres puntos 
diferentes, una en la entrada del agua proveniente de 
la relavera y dos en cada extremo opuesto de la laguna.

Aislamiento de consorcios microbianos psicro-
tolerantes lixiviantes (CMPL). Las muestras de DAM 
se sembraron al 20% v/v en medio de cultivo 9K mo-
dificado compuesto por 3.33% p/v FeSO47H2O, 0.04% 
p/v MgSO47H2O, 0.01% p/v (NH4)2SO4, 0.004% p/v KH-
2PO4 a pH 1.85 (Varela et al. 1998; Ramírez et al. 2004). 
Los cultivos se incubaron inicialmente a 28 °C con agi-
tación constante de 180 rpm, hasta que se evidenció la 
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oxidación del ion ferroso. Posteriormente, se realizaron 
resiembras y los cultivos fueron adaptados a una tem-
peratura de 15 °C durante un máximo de 15 días de in-
cubación a 180 rpm. Se evaluaron las cinéticas de creci-
miento de los consorcios adaptados a 15 °C, mediante el 
recuento de células viables utilizando la cámara de re-
cuento Petroff-Hausser y un microscopio Leica DM750.

Cultivo de CMPL en medio suplementado con sul-
furo de cobre. A partir de los consorcios en fase expo-
nencial en medio 9K modificado a 15 °C (~ 2.5x108 célu-
las/mL), se centrifugaron 100 mL del cultivo y las células 
recuperadas se lavaron tres veces con agua ácida (pH 
2.5) para eliminar restos del medio de cultivo. Luego, se 
resuspendieron en 1 mL de agua ácida para obtener los 
inóculos iniciales. Estos inóculos se cultivaron en matra-
ces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio base 
9K, compuesto por 0.04% p/v MgSO4.7H2O, 0.01% p/v 
NH4 (SO4)2 y 0.004% p/v KH2PO4, ajustado a pH 2.5; y con 
sulfuro de cobre (Sigma-Aldrich) al 0.5% p/v (Ramírez 
et al. 2004; Ccorahua-Santo et al. 2017). Los cultivos se 
incubaron a 15 °C a 180 rpm durante 30 – 60 días. Una 
vez adaptadas al medio de cultivo, se monitoreo la cinéti-
ca de crecimiento cada 7 días durante 63 días.

Evaluación de la capacidad de oxidación del sul-
furo de cobre. La evaluación de la cinética de libera-
ción de cobre a 15 °C se realizó según el método pro-
puesto por (Bernaldo 2016). Para este fin, se seleccionó 
uno de los CMPL con el mejor comportamiento de cre-
cimiento. Los experimentos se llevaron a cabo por tri-
plicado. Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL, 
en los que se administraron 199 mL de medio base 9K 
suplementado con CuS al 0.5% p/v y 1 mL del inóculo 
de células resuspendido, obteniendo para el inicio de la 
prueba una concentración inicial de ~3.4x107 células/
mL. Los matraces se incubaron durante 30 días a una 
temperatura de 15 °C y en agitación constante de 180 
rpm. Se tomaron muestras del sobrenadante en los 0, 
7, 15, 22 y 30 días, las cuales fueron filtradas utilizando 
filtros de jeringa estériles de 0.22 µm en tubos centrí-
fuga de 50 mL. Además, se realizaron recuentos celu-
lares por triplicado en la cámara de Petroff-Hauser en 
los días mencionados. Para la cuantificación de cobre 
liberado, se analizaron las muestras filtradas mediante 
un espectrofotómetro de absorción atómica de flama 
(Shimadzu AA-700).

Extracción de ADN y secuenciamiento de ARNr 
16S. A partir de los seis consorcios cultivados en medio 
base 9K suplementado con CuS al 0.5% p/v, incubados 
a 15 °C durante un promedio de 30 días, se recupera-
ron las células mediante centrifugación a 7500 rpm por 
10 minutos a 10 °C. Seguido de lavados celulares con 
agua ácida (pH 2.5) mediante centrifugaciones a 13000 
rpm, para finalmente eliminar el sobrenadante y obte-
ner solo el pellet. Se extrajo el ADN genómico usando 
el GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Se cuantificó 
la concentración mediante un fluorómetro Qubit (Ther-
mo Fisher Scientific) y se evaluó la integridad mediante 
electroforesis en agarosa. Se extrajo el ADN de los seis 

consorcios por triplicado. La región V3-V4 de los genes 
ARNr 16S fue amplificada utilizando los siguientes ce-
badores: 341F (5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′) y 805R 
(5′-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3′). La preparación de 
bibliotecas genómicas de ARNr 16S y la secuenciación 
se llevaron a cabo siguiendo el protocolo estándar de 
Illumina (Illumina Inc 2013). La secuenciación se rea-
lizó en una plataforma Illumina MiSeq (Illumina, USA). 
Las bibliotecas se secuenciaron como lecturas de extre-
mos emparejados de 2 x 250 pb. Las secuencias sin pro-
cesar de las bibliotecas genómicas se depositaron en la 
base de datos NCBI BioProject (PRJNA854680).

Análisis bioinformático. Las secuencias obteni-
das se procesaron con el software QIIME2 v. 2021.8. 
La calidad de las secuencias sin procesar se comprobó 
mediante gráficos de calidad interactivos, con el fin de 
obtener valores para el recorte y el truncamiento de se-
cuencias. La configuración predeterminada de DADA2 
dentro de QIIME2 se utilizó para detectar, corregir erro-
res de secuenciación, filtrar lecturas de phiX y secuen-
cias quiméricas, unir lecturas de extremos de pares y 
secuencias desreplicadas. DADA2 se ejecutó utilizando 
el comando denoise-single, con muestras truncadas en 
243 nucleótidos (trunc-len 243), para eliminar las ba-
ses con una puntuación de baja calidad (puntuación 
de calidad media <30). Todos los demás parámetros se 
establecieron por defecto. A continuación, las lecturas 
de extremos emparejados se fusionaron para producir 
variantes de secuencia de amplicón (ASV). La anotación 
taxonómica de los ASV se realizó con base en RESCRIPt 
(Robeson et al. 2021) en QIIME2 utilizando un clasifi-
cador Naive-Bayes entrenado en la región V3-V4 en la 
base de datos de referencia SILVA SSU NR99 (versión 
138) (Quast et al. 2012). Se eliminaron las secuencias 
mitocondriales y de cloroplastos, así como los ASV con 
una abundancia relativa inferior al 0.01%. 

Análisis de datos. El análisis de los ASV se realizó en 
R versión 4.1.2 utilizando los paquetes phyloseq, vegan 
y microbiome. Los datos fueron convertidos a un objeto 
phyloseq. La abundancia relativa de los diferentes ta-
xones se determinó mediante la función de transform 
“compositional” incluida en el paquete de microbiome, 
después de la normalización mediante enrarecimiento. 
La diversidad alfa fue analizada usando los paquetes 
vegan y microbiome. Se calcularon los índices de diver-
sidad alfa Chao 1 y Shannon. Se realizó una prueba de 
ANOVA y de post-hoc Tukey, para verificar diferencias 
significativas (p < 0.05) en los índices de diversidad alfa 
entre los consorcios. Adicionalmente, se realizó un aná-
lisis de correlación Pearson entre el índice de Shannon 
de los consorcios y el pH del DAM de donde fue aisla-
do. La diversidad beta se estimó mediante la métrica 
de disimilitud de Bray-Curtis, para comparar las dife-
rencias entre cada consorcio en función del número de 
secuencias por ASV y se visualizó a través del análisis 
de coordenadas principales (PCoA) usando el paquete 
vegan. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el 
análisis multivariante permutado de la varianza (PER-
MANOVA), utilizando la función adonis2 implementada 
en el paquete vegan.
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Resultados
Características fisicoquímicas de los DAM. Todos 

los sitios de muestreo se ubicaron a sobre los 4200 m de 
altitud, y compartieron características comunes, como 
un pH ácido (<5) y temperaturas frías (<16 °C), tal como 
se muestra en la Tabla 1. Además, se observaron colo-
raciones naranja-rojiza características de los DAM (Fig. 
1), debido a su estado de oxidación. En la provincia de 

Pasco, los niveles de pH oscilaron entre 2.5 y 4.5, siendo 
el valor más bajo registrado en la Laguna Quiulacocha y 
el más alto en la localidad de Huarón. Las temperaturas 
de los DAM variaron entre 10.9 °C y 16 °C, con el valor 
más bajo registrado en la Laguna Yanamate y el más alto 
en la Laguna Quiulacocha. En la provincia de Huarochirí, 
el DAM de la localidad de San José de Parac presentó un 
pH de 3.9 y una temperatura de 12.5 °C.

Figura 1. Mapa de ubicación de los sitios de muestreo de drenajes ácidos de mina en el departamento de Pasco y Lima. En Pasco, los sitios 
de muestreo se localizaron en la laguna Yanamate, laguna Quiulacocha y drenajes ácidos de Huarón. En Lima, se muestrearon en localidad 
de San José de Parac (provincia de Huarochirí).

Tabla 1. Coordenadas (WGS84) y parámetros fisicoquímicos de los sitios de muestreo de aguas ácidas en 
las provincias de Pasco y Huarochirí, Perú.

Localidad Provincia Coordenadas (UTM) Altitud (m) pH Temperatura (°C)

Laguna Yanamate Pasco 18L 363579 8815122 4354 2.7 10.9

Laguna Quiulacocha Pasco 18L 360013 8816610 4290 2.5 16

Laguna Quiulacocha Pasco 18L 359994 8816668 4286 2.5 14.5

Laguna Quiulacocha Pasco 18L 359517 8816486 4284 2.4 15

Huarón Pasco 18L 347752 8783082 4438 4.5 13

San José de Parac Huarochirí 18L 365512 8689555 4323 3.9 12.5
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Consorcios microbianos psicrotolerante lixivian-
tes (CMPL). Se obtuvieron seis CMPL: LQ.P1.1, LQ.P2.1, 
LQ.P3.1 de la laguna Quiulacocha, LY.P2.2 de la laguna 
Yanamate, RH.P1.2 de relaves de Huarón y SJ.P1.2 de los 
pasivos de San José de Parac. Todos los consorcios mos-
traron crecimiento a 28 y 15 °C en medio 9K modifica-
do. Las muestras de la laguna Quiulacocha se adaptaron 
más rápido en comparación a otros sitios de muestreo, 
teniendo crecimiento inicial a los seis días de incubación 
a 28 °C. En cambio, las muestras de la relavera de Huarón 
presentaron un crecimiento inicial a los 18 días de in-
cubación. Los consorcios adaptados al medio 9K a 15°C, 
alcanzaron su fase estacionaria a los 7 a 9 días de incuba-
ción y una concentración celular máxima entre 2.3x108 
y 2.8x108 células/mL (Fig. 2A). Los CMPL con mejores 
patrones de crecimiento en medio 9K a 15 °C fueron: LQ. 
P1.1, LQ. P2.1 y LQ. P3.1. 
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Figura 2. Cinética de crecimiento de los seis consorcios microbianos psicrotolerantes lixiviantes a 
15 °C. (A) Crecimiento en medio modificado 9K. (B) Crecimiento en medio base 9K suplementado 
con CuS al 0.5% p/v.

Los seis CMPL presentaron crecimiento en medio 
base 9K suplementado con CuS al 0.5% p/v, a los 30 
días de la incubación inicial, evidenciado por el viraje 
de transparente a color celeste. Los CMPL adaptados al 
medio a 15 °C, entraron en la fase logarítmica el día 14 y 
a la estacionaria entre el día 30 y 35 (Fig. 2B), alcanzan-
do concentraciones celulares entre 2.3 x108 y 2.8 x108 
células/mL. El consorcio LQ.P3.1 presentó el mejor 
comportamiento de crecimiento, con un menor tiem-
po de duplicación (18.25 días) y altas concentraciones 
celulares (2.8 x108 células/mL). En cambio, el consor-
cio LY.P2.2, presentó el mayor tiempo de duplicación 
(22.08 días) y menores concentraciones celulares (2.3 
x108células/mL).
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Recuperación de Cu soluble. El consorcio LQ.P3.1, 
fue usado para cinética de liberación de cobre (II). El 
rendimiento fue de 23.78 mg/L por cada 107 células/
mL y la liberación de aproximadamente 562.68 mg/L 
de cobre por acción microbiana a los 30 días. 

En la Figura 3, se muestra un aumento progresivo 
y significativo de la concentración de cobre soluble a 
partir del día 7 a medida que la concentración celular 
aumenta. Alcanzando una máxima concentración a los 
30 días de evaluación, representando una recuperación 
de cobre de 12.47%. 

0 5 10 15 20 25 30
100

200

300

400

500

600

700

0

5

10

15

20

25

C
u

(II
)(

m
g/

L)

x10
7

C
élulas/m

L

Día

Recuento de células (x107 cél/mL )
Cobre liberado (mg/L)

Figura 3. Cinética de liberación de cobre (II) del consorcio LQ.P3.1 
en medio base 9K suplementado con CuS al 0.5 % p/v.

Estructura bacteriana de los CMPL. Se analizó el 
perfil taxonómico de los seis consorcios que desarro-
llaron en el medio con sulfuro de cobre, siguiendo un 
enfoque independiente del cultivo basado en la secuen-
ciación de alto rendimiento de la región hipervariable 
V3-V4 de los amplicones de ARNr 16S. El secuencia-
miento generó un total de 11517839 lecturas de extre-
mo de par sin procesar de 250 pb para 18 muestras, con 
un promedio de 639879 (487009 – 876750) lecturas 
por muestra. Después de la eliminación de ruido usando 
DADA2 de QIIME2, quedaron un promedio de 448682 
(308829 – 606665) lecturas. Una vez que se completó 
la asignación taxonómica, se eliminaron secuencias co-
rrespondientes de mitocondrias y cloroplastos, y las de 
baja abundancia relativa (<0.01%). En total se obtuvie-
ron 40 ASV, entre 17 y 32 ASV por consorcio, compar-
tiendo entre todos 9 ASV. 

Se observó que Proteobacteria fue el único phylum 
presente en todos los consorcios (100%). Mientras que, 
a nivel de género, la mayor parte de la diversidad se cap-
turó dentro de: Acidithiobacillus y Acidiphilium (Fig. 4). 
Acidithiobacillus presentó una abundancia superior al 
72% en todos los consorcios, con un máximo de 97.43% 
en el consorcio LY.P2.2. En cambio, Acidiphilium pre-
sentó abundancias entre 2.57 y 27%, siendo mayor en 
los consorcios LQP1.1 y LQP2.1. Los ASV identificados 
como especie, mostraron un predominio de Acidithio-
bacillus ferrooxidans (21.06 – 97.33%) en todos los 

Un análisis de rarefacción realizado para cada con-
junto de datos de secuencias de los consorcios, mostra-
ron curvas que alcanzaron una meseta para todas las 
muestras, lo que sugiere que el tamaño de la muestra fue 
lo suficientemente grande para representar la diversidad 
bacteriana en cada muestra. La evaluación de diversidad 
alfa basada en los ASV totales encontrados en cada grupo 
de consorcios, presentó índices de diversidad de Shan-
non muy bajos (<2) y diferentes en los consorcios, con 
valores promedios entre 0.56 y 1.67 (Fig. 5). 

La diversidad del consorcio RH.P1.2 fue significativa-
mente menor en comparación con los otros consorcios. 
En cambio, los consorcios aislados de la laguna Quiula-
cocha (LQ.P1.1, LQ.P2.1 y LQ.P3.1), presentaron mayor 
diversidad (1.39 – 1.67) que los otros consorcios, cuyos 
valores fueron significativamente diferentes (p <0.05) a 
los consorcios RH.P1.2 y LY.P2.2. 

consorcios (Tabla 2). Además, se encontró Acidithioba-
cillus ferrivorans en los consorcios LQ.P3.1 y SJ.P1.2, en 
porcentajes bajos, 0.03 y 0.38% respectivamente. Otros 
ASV fueron identificados sólo hasta género (Acidithio-
bacillus), con una abundancia relativa entre 1.19% (LQ.
P1.1) y 66.81% (SJ.P1.2). En el caso del género Acidiphi-
lium, todos los ASV se clasificaron hasta género o como 
bacteria no cultivable.
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Figura 4. Composición de la comunidad bacteriana de los seis CMPL 
a nivel de género, expresada en abundancia relativa.

El índice de diversidad del consorcio LQ.P3.1 fue ma-
yor a los otros consorcios y presentó diferencias significa-
tivas con los consorcios RH1.2, LY2.2 y SJP1.2. En relación 
al índice de Chao 1, se observa que el consorcio LQ.P3.1 
presenta la mayor riqueza estimada de ASV, con un valor 
máximo de 30. Además, la mayoría de los consorcios tienen 
una riqueza estimada entre 19 y 23, excepto el consorcio 
LY.P2.2 que tiene una riqueza estimada de 14 – 15, signi-
ficativamente menor en comparación a LY.P2.2 y LQ.P3.1. 
El análisis de correlación Pearson entre la diversidad y el 
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Tabla 2. Abundancia relativa (%) de taxones presentes en los seis CMPL aislados de DAM.

Taxón LQ.P1.1 LQ.P2.1 LQ.P3.1 LY.P2.2 RH.P1.2 SJP.P1.2

 Acidithiobacillus 73.00 79.65 92.53 97.43 91.11 88.26

Acidithiobacillus sp. 1.19 2.56 5.55 0.10 0.19 66.81

 Acidithiobacillus ferrivorans 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.38

 Acidithiobacillus ferrooxidans 71.80 77.09 86.95 97.33 90.92 21.06

Acidiphilium 27.00 20.35 7.47 2.57 8.89 11.74

Chao1 Shannon
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Figura 5. Análisis de la diversidad alfa de la comunidad bacteriana de los CMPL, de la laguna Quiulacocha en color verde, de la laguna 
Yanamate en morado, de los drenajes de Huarón en rojo, y de San José de Parac en celeste.
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pH del ambiente natural de los consorcios, mostraron una 
relación lineal inversa significativa (p = 0.00064) con un 
coeficiente de determinación (R2) de 0.53, lo que nos su-
giere que la diversidad de los consorcios recuperados de 
ambientes de menor pH (<3), es mayor a comparación de 
los recuperados a un pH mayor de 3.   

El análisis de coordenadas principales (PCoA) basado 
en las distancias de Bray-Curtis (Fig. 6) evidenció nota-
bles diferencias en la estructura de la comunidad bacte-
riana de los CMPL, en función a la localización geográfica 
de muestreo. Se observó una agrupación que incluyó a 
los CMPL de Quiulacocha (LQ.P1.1, LQ.P2.1, LQ.P3.1) y 
Huarón (RH.P1.2), mientras que separó a los de Yanama-
te (LY.P2.2) y San José de Parac (SJ.P1.2) en dos grupos 
distintos. Estos análisis revelaron que la comunidad bac-
teriana de los CMPL de Quiulacocha y Huarón difieren de 
los de Yanamate y San José de Parac. Esta diferencia fue 
respaldada por el análisis PERMANOVA, que confirmó la 
existencia de diferencias significativas (p = 0.001) entre 
las comunidades microbiana de los diferentes CMPL.

Discusión
Los drenajes ácidos de mina generalmente están 

habitados por microorganismos acidófilos oxidantes 
de hierro y azufre. Entre los géneros más comunes que 
habitan estos entornos, se encuentran Acidithiobacillus, 
Leptospirillum y Acidiphilium (Chen et al. 2015; Mén-
dez-García et al. 2015). El medio base 9K suplementado 
con CuS, permitió la selección y crecimiento de especies 
de Acidithiobacillus y Acidiphilium presentes en los dre-
najes de las cuatro localidades muestreadas. Los seis 
CMPL formados principalmente por ambos géneros, 
presentaron crecimiento y lixiviaron sulfuro de cobre a 
una temperatura de 15 °C, permitiendo la recuperación 
de cobre de hasta el 12.47%. 

Después de 30 a 35 días de evaluación, los CMPL 
alcanzaron concentraciones entre 2.3 x108 y 2.8 x108 
células/mL, valores cercanos a lo obtenido por el con-
sorcio MHJ evaluado por Peng et al. (2021) para la 
biolixiviación de calcopirita a 6 °C. Estos consorcios, 
conformados principalmente por Acidithiobacillus spp. 
y Sulfobacillus spp., presentaron concentraciones ce-
lulares máximas entre 2.2 × 108 células/mL en 60 días 
de evaluación. Además, presentaron una recuperación 
de cobre de 11.2% en 44 días, resultado cercano al ob-
tenido por LQ.P3.1 de 12.47% en 30 días a 15 °C. En 
otro estudio, utilizaron el consorcio T7 para lixiviar un 
concentrado de calcopirita, donde se logró recuperar el 
16% del cobre en 62 días, cuya composición estuvo do-
minada por A. ferrivorans (Liljeqvist et al. 2013). Repor-
tes muestran que A. ferrivorans tiene la capacidad de 
oxidar el Fe2+ con más eficacia a 5 °C que A. ferrooxidans 
(Dopson et al. 2007); por ende, se obtiene una mayor 
tasa de lixiviación a bajas temperaturas. Es importante 
destacar que la temperatura y el tipo de mineral pue-
den ser factores determinantes en la recuperación de 
cobre durante la lixiviación (Watling 2006). En el caso 
de los estudios previos mencionados, estos se llevaron 
a cabo a temperaturas más bajas, en tiempos más pro-

longados y con diferentes tipos de minerales en compa-
ración con las evaluaciones realizadas en este estudio, 
lo que podría explicar las diferencias en la recuperación 
de cobre obtenidas. No obstante, en el caso de LQ.P3.1 
se evidenció una mejora significativa en la recuperación 
de cobre (12.47%), lo que sugiere que los microorga-
nismos presentes podrían estar mejorando la disolu-
ción del sulfuro de cobre.

La diversidad alfa fue menor en los CMPL aislados 
de DAM con pH mayor a 3. El pH es uno de los princi-
pales factores ambientales involucrados en el ensam-
blaje de las comunidades microbianas asociadas a los 
DAM, por lo tanto, impulsan las variaciones de la diver-
sidad en estos sitios (Kuang et al. 2013; Méndez-García 
et al. 2015). Esto fue evidenciado en la estructura de la 
comunidad de los CMPL, los cuales fueron diferentes a 
SJP1.2, aislado de un DAM mayor a pH 3. Asimismo, la 
composición química del DAM suele influir en la compo-
sición de microbiana en estos entornos. El crecimiento 
de todos los CMPL en el medio suplementado con CuS 
al 0.5% p/v, podría haberse facilitado por la exposición 
previa a concentraciones elevadas de diferentes metales, 
incluyendo el cobre, en su hábitat natural ubicadas en 
zonas de relaveras mineras. Es probable que estos mi-
croorganismos hayan desarrollado mecanismos de resis-
tencia al estrés del cobre, tal como se ha reportado para 
A. ferrivorans (Ccorahua-Santo et al. 2017; Barahona et 
al. 2020). La laguna Yanamate, ha recibido por muchos 
años desechos de la actividad minera, generando que sus 
aguas presenten pH extremadamente ácido (<3) y altas 
cantidades de metales pesados como el arsénico, cadmio 
y plomo, que sobrepasan los límites máximos permisi-
bles de los estándares nacionales de calidad ambiental 
(ECAs) (Wißkirchen et al. 2005; Baylón Coritoma et al. 
2018). La calidad mala del agua puede ser perjudicial 
para la biodiversidad, como lo reportado en las comuni-
dades fitoplanctónicas en esta laguna (Baylón Coritoma 
et al. 2018). De la misma forma, estaría sucediendo con 
la comunidad bacteriana, permitiendo sólo el desarrollo 
de microorganismos quimiolitotróficos acidófilos. Esto 
se reflejó en el consorcio recuperados de esta laguna, el 
cual presentó la mayor abundancia de Acidithiobacillus, y 
una baja diversidad microbiana. 

Los análisis metagenómicos previos realizados en 
DAM muestran una predominancia del género Acidithio-
bacillus en ambientes fríos (Bernaldo 2016). Liljeqvist 
et al. (2015), evidenciaron en DAM de baja temperatu-
ra, secuencias similares a especies de Acidithiobacillus, 
una especie similar a Acidobacteria y una especie similar 
a Gallionellaceae, siendo el microorganismo más abun-
dante, A. ferrivorans. La presencia de estos taxones, en 
su mayoría, fue evidenciada en los CMPL analizados, te-
niendo al género Acidithiobacillus como el más abundan-
te. Acidiphilium fue el segundo género más abundante en 
todos los consorcios. Este género también se encuentra 
ampliamente representados en entornos de DAM, son 
heterotróficos metabolizadores de hierro y puede pros-
perar en consorcio con A. ferrooxidans, promoviendo 
su crecimiento (Liu et al. 2011). Los heterótrofos crean 
ambientes adecuados para el crecimiento de oxidantes 
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de hierro mediante la eliminación de componentes or-
gánicos (lisados, exudados) que pueden ser tóxicos para 
los autótrofos (Bacelar-nicolau and Johnson 1999) y, por 
lo tanto, afecten en la tasa de lixiviación de los sulfuros 
metálicos (Johnson 2001). Peng et al. (2008) reportaron 
que Acidiphilium sp. PJH, posee la capacidad de lixiviar 
calcopirita a 40 °C y puede mejorar la tasa de lixiviación 
hasta en un 10.3% cuando se incorpora con Leptospiri-
llum ferriphilium YTW315, después de 35 días de evalua-
ción. Por otro lado, Yang et al. (2013) evaluaron la capa-
cidad de biolixiviación de mineral de cobre de baja ley a 
temperatura ambiente durante 117 días, por consorcios 
de Acidiphilium sp. DX1-1 y A. ferrooxidans GF, obtenien-
do una mayor tasa de extracción de cobre (20.11%) que 
en cultivos puros de A. ferrooxidans (14.87 %), proba-
blemente debido a que el pH del consorcio se mantenía 
más bajo y presentó una mayor concentración de Fe3+ du-
rante todo el proceso. También, se ha reportado que los 
consorcios en los que está presente Acidiphilium pueden 
tener una mayor resistencia a ciertos metales como Cd2+ 
y Zn2+ (Cabrera et al. 2005), sin embargo, no se conocen 
con certeza los mecanismos de resistencia. 

Con respecto a los trabajos anteriores, han enfatizado 
la importancia de las interacciones mutualistas entre mi-
croorganismos acidófilos autótrofos y heterótrofos para 
mejorar la disolución de minerales de sulfuro (Okibe & 
Johnson 2004; Peng et al. 2021). Los consorcios confor-
mados por Acidiphilium, Acidithiobacillus y Leptospiri-
llum, son empleados generalmente a condiciones meso-
fílicas y/o termofílicas. Por ende, el presente estudio es 
uno de los primeros reportes de consorcios constituidos 
por Acidiphilium y Acidithiobacillus, con capacidad de 
lixiviar sulfuro de cobre a temperaturas moderadamente 
bajas, y obtenidas por selección mediante medios de cul-
tivo enriquecidos con sulfuro de cobre. Por lo que pode-
mos deducir que, consorcios conformados Acidiphilium 
spp., A. ferrooxidans y A. ferrivorans , serían excelentes 
candidatos para utilizarlos en la biolixiviación de mine-
rales sulfurados de cobre a bajas temperaturas. Además, 
un posterior aislamiento y caracterización de especies 
puras a partir de estos consorcios podrían permitir se-
leccionar cepas y diseñar consorcios más eficientes para 
la minería altoandina. 

Literatura citada
Bacelar-nicolau P, Johnson DB. 1999. Leaching of Pyrite by 

Acidophilic Heterotrophic Iron-Oxidizing Bacteria in 
Pure and Mixed Cultures Leaching of Pyrite by Acido-
philic Heterotrophic Iron-Oxidizing Bacteria in Pure 
and Mixed Cultures. Applied and Environmental Mi-
crobiology 65(2):585–590. https://doi.org/10.1128/
AEM.65.2.585-590.1999

Barahona S, Castro-severyn J, Dorador C, Saavedra C, Remon-
sellez F. 2020. Determinants of Copper Resistance in  
Acidithiobacillus Ferrivorans  ACH isolated from the 
Chilean Altiplano. Genes (Basel). 11(8). https://doi.
org/10.3390/genes11080844

Baylón Coritoma M, Roa Castro K, Libio Sánchez T, Tapia Ugaz 
L, Jara Pena E. 2018. Evaluación de la diversidad de 
algas fitoplanctónicas como indicadores de la calidad 
del agua en lagunas altoandinas del departamento 

de Pasco (Perú). Ecología Aplicada 17(1):119–132. 
http://dx.doi.org/10.21704/rea.v17i1.1180

Bernaldo J. 2016. Diversidad molecular de consorcios micro-
bianos lixiviantes psicrotolerantes aislados de zonas 
mineras de la provincia de Cerro de Pasco. Tesis de 
pregrado. Lima: Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos. https://hdl.handle.net/20.500.12672/4921

Brierley CL, Brierley JA. 2013. Progress in bioleaching: part 
B: applications of microbial processes by the miner-
als industries. Applied Microbiology and Biotechnol-
ogy 97(17):7543–7552. https://doi.org/10.1007/
s00253-013-5095-3

Cabrera G, Gómez JM, Cantero D. 2005. Kinetic study of ferrous 
sulphate oxidation of Acidithiobacillus ferrooxidans 
in the presence of heavy metal ions. Enzyme and Mi-
crobial Technology 36(2–3):301–306. https://doi.
org/10.1016/j.enzmictec.2004.09.008

Ccorahua-Santo R, Eca A, Abanto M, Guerra G, Ramírez P. 2017. 
Physiological and comparative genomic analysis of  
Acidithiobacillus ferrivorans  PQ33 provides psychro-
tolerant fitness evidence for oxidation at low temper-
ature. Research in Microbiology 168(5). https://doi.
org/10.1016/j.resmic.2017.01.007

Chen LX, Hu M, Huang LN, Hua ZS, Kuang JL, Li SJ, Shu WS. 
2015. Comparative metagenomic and metatranscrip-
tomic analyses of microbial communities in acid 
mine drainage. ISME J. 9(7):1579–1592. https://doi.
org/10.1038/ismej.2014.245

Dopson M, Halinen A, Rahunen N, Bestamin O, Sahinkaya E, 
Kaksonen AH, Lindstrom EB, Puhakka JA. 2007. Min-
eral and Iron Oxidation at Low Temperatures by Pure 
and Mixed Cultures of Acidophilic Microorganisms. 
Biotechnology and Bioengineering 97(5):1205–1215. 
https://doi.org/10.1002/bit.21312

Escobar B, Buccicardi S, Morales G, Wiertz J. 2010. Hydromet-
allurgy Biooxidation of ferrous iron and sulphide at 
low temperatures: Implications on acid mine drainage 
and bioleaching of sulphide minerals. Hydrometal-
lurgy. 104(3–4):454–458. https://doi.org/10.1016/j.
hydromet.2010.03.027

Illumina Inc. 2013. 16S Metagenomic sequencing library prep-
aration. Prep 16S Ribosomal RNA Gene Amplicons Il-
lumina. Illumina Technical Note 15044223:1–28.

Johnson DB. 2001. Importance of microbial ecology in the de-
velopment of new mineral technologies. Hydrometal-
lurgy. 59(2–3):147–157. https://doi.org/10.1016/
S1572-4409(99)80066-2

Kuang J, Huang L, Chen L, Hua Z, Li S, Hu M, Li J, Shu W. 2013. 
Contemporary environmental variation determines 
microbial diversity patterns in acid mine drainage. 
ISME J. 7(5):1038–1050. https://doi.org/10.1038/
ismej.2012.139

Liljeqvist M, Ossandon FJ, Gonz C, Rajan S, Stell A, Valdes J, 
Holmes DS, Dopson M. 2015. Metagenomic analysis 
reveals adaptations to a cold-adapted lifestyle in a 
low-temperature. FEMS Microbiology Ecology 91(4). 
https://doi.org/10.1093/femsec/fiv011

Liljeqvist M, Rzhepishevska OI, Dopson M. 2013. Gene identifi-
cation and substrate regulation provide insights into 
sulfur accumulation during bioleaching with the psy-
chrotolerant acidophile Acidithiobacillus ferrivorans. 
Applied and Environmental Microbiology 79(3):951–
957. https://doi.org/10.1128/AEM.02989-12

Liljeqvist M, Valdes J, Holmes DS, Dopson M. 2011. Draft 
Genome of the Psychrotolerant Acidophile Acidi-



010 / 010

Rodríguez-Venturo et al.

Revista peruana de biología 30(3): e25317 (Septiembre 2023) 

ment. PLOS Computational Biology 17(11):e1009581. 
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009581

Romo E, Weinacker DF, Zepeda AB, Figueroa CA, Chavez-
Crooker P, Farias JG. 2013. Bacterial consortium 
for copper extraction from sulphide ore consisting 
mainly of chalcopyrite. Brazilian Journal of Microbiol-
ogy 44(2):523–528. https://doi.org/10.1590/S1517-
83822013005000043

Sajjad W, Zheng G, Zhang G, Ma X, Xu W, Khan S. 2018. Bioleach-
ing of copper - and zinc - bearing ore using consortia 
of indigenous iron - oxidizing bacteria. Extremophiles. 
22(6):851–863. https://doi.org/10.1007/s00792-
018-1042-7

Varela P, Levicán G, Rivera F, Jerez CA. 1998. An immunological 
strategy to monitor in situ the phosphate starvation 
state in Thiobacillus ferrooxidans. Applied and Envi-
ronmental Microbiology 64(12):4990–4993. https://
doi.org/10.1128/aem.64.12.4990-4993.1998

Watling HR. 2006. The bioleaching of sulphide minerals with 
emphasis on copper sulphides — A review. Hydrome-
tallurgy. 84(1–2):81–108. https://doi.org/10.1016/j.
hydromet.2006.05.001

Wißkirchen C, Dold B, Friese K, Gläßer W. 2005. Hydrogeoche-
mistry and sediment mineralogy of Lake Yanamate – 
an extremely acidic lake caused by discharge of acid 
mine drainage from the Pb-Zn- (Cu) deposit , Cerro de 
Pasco (Peru). Securing the Future: 1013–1022.

Yang Y, Diao M, Liu K, Qian L, Nguyen A V, Qiu G. 2013. Column 
bioleaching of low-grade copper ore by  Acidithioba-
cillus ferrooxidans  in pure and mixed cultures with a 
heterotrophic acidophile  Acidiphilium  sp . Hydromet-
allurgy. 131–132:93–98. https://doi.org/10.1016/j.
hydromet.2012.09.003

Agradecimientos / Acknowledgments:
Los autores agradecen el apoyo técnico de todos los miembros 
del Laboratorio de Microbiología Molecular y Biotecnología de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, en especial a María 
Castañeda, Wilma Quispe, Danayra Cruz, Asami Susuki. A Tania 
Rodriguez y Francisco Castillo por el apoyo en la salida de campo 
y en la elaboración del mapa de muestreo. A Jordan Bernaldo por 
su apoyo en aclarar dudas durante el diseño experimental de la 
presente investigación.  

Conflicto de intereses / Competing interests:
Los autores declaran no tener ningún conflicto de interés.

Rol de los autores / Authors Roles: 
SRV: Conceptualización; Análisis Formal; Investigación; Meto-
dología; Escritura-Preparación del borrador original; Redacción-
revisión y edición. 
JQH: Curación de datos; Investigación. 
JAM: Investigación; Redacción - revisión y edición. 
CBRM: Redacción - revisión y edición. 
JCA: Investigación. 
PR: Conceptualización; Adquisición de fondos; Metodología; 
Supervisión; Administración de proyecto; Redacción-revisión 
y edición.

Fuentes de financiamiento / Funding: 
El presente trabajo ha sido financiado por el Proyecto CONCYTEC 
– Banco Mundial “Mejoramiento y Ampliación de los Servicios 
del Sistema Nacional de Ciencia Tecnología e Innovación Tec-
nológica” 8682-PE, a través de su unidad ejecutora ProCiencia 
[Contrato N°41-2018-FONDECYT-BM-IADT-AV]. Proyecto “Rol de 
un disacárido en los microorganismos que participan en proce-
sos de biolixiviación de minerales a bajas temperaturas para su 
aplicación en minera altoandina”.

Aspectos éticos / legales; Ethics / legals: 
Los autores declaran no haber violado u omitido normas éticas 
o legales en la realización de la investigación.

thiobacillus ferrivorans SS3. Journal of Bacteriol-
ogy 193(16):4304–4305. https://doi.org/10.1128/
JB.05373-11

Liu Yi, Yin H, Liang Y, Shen L, Liu Yao, Fu X, Baba N, Zeng W, Qiu 
G, Liu X. 2011. Changes in the composition of an acid 
mine drainage microbial community upon successive 
transfers in medium containing low-grade copper 
sulfide. Bioresource Technology 102(20):9388–9394. 
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.05.095

Méndez-García C, Peláez AI, Mesa V, Sánchez J, Golyshina O V, 
Manuel F. 2015. Microbial diversity and metabolic 
networks in acid mine drainage habitats. Frontiers 
in Microbiology 6:475. https://doi.org/10.3389/
fmicb.2015.00475

Okibe N, Johnson DB. 2004. Biooxidation of pyrite by defined 
mixed cultures of moderately thermophilic acido-
philes in pH-controlled bioreactors: Significance of 
microbial interactions. Biotechnology and Bioengi-
neering 87(5):574–583. https://doi.org/10.1002/
bit.20138

Panda S, Biswal A, Mishra S, Panda PK, Pradhan N, Mohapatra 
U, Sukla LB, Mishra BK, Akcil A. 2015. Reductive disso-
lution by waste newspaper for enhanced meso-acido-
philic bioleaching of copper from low grade chalcopy-
rite: A new concept of biohydrometallurgy Sandeep. 
Hydrometallurgy. https://doi.org/10.1016/j.hydrom-
et.2015.02.006

Peng J hua, Zhang R yong, Zhang Q, Zhang L min, Zhou H bo. 
2008. Screening and characterization of Acidiphilium 
sp. PJH and its role in bioleaching. Transactions of 
Nonferrous Metals Society of China 18(6):1443–1449. 
https://doi.org/10.1016/S1003-6326(09)60023-6

Peng T, Liao W, Wang J, Miao J, Peng Y, Gu G, Wu X, Qiu G, Zeng 
W. 2021. Bioleaching and Electrochemical Behavior of 
Chalcopyrite by a Mixed Culture at Low Temperature. 
Frontiers in Microbiology 12:663757. https://doi.
org/10.3389/fmicb.2021.663757

Peng T, Ma L, Feng X, Tao J, Nan M, Liu Y, Li J, Shen L, Wu X, Yu 
R, et al. 2017. Genomic and transcriptomic analyses 
reveal adaptation mechanisms of an  Acidithiobacillus 
ferrivorans  strain YL15 to alpine acid mine drainage. 
PLoS One. 12(5):e0178008. https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0178008

Petersen J, Dixon DG. 2007. Microbial Processing of Metal Sul-
fides: Chapter 10: Principles, mechanisms and dynam-
ics of chalcocite heap leaching. Microbial Processing of 
Metal Sulfides 193–218. https://doi.org/10.1007/1-
4020-5589-7_10

Quast C, Pruesse E, Yilmaz P, Gerken J, Schweer T, Yarza P, Peplies 
J, Glöckner FO. 2012. The SILVA ribosomal RNA gene 
database project: Improved data processing and web-
based tools. Nucleic Acids Research 41(D1):D590–
D596. https://doi.org/10.1093/nar/gks1219

Ramírez P, Guiliani N, Valenzuela L, Beard S, Jerez CA. 2004. 
Differential protein expression during growth of 
Acidithiobacillus ferooxidans on ferrous iron, sulfur 
compounds, or metal sulfides. Applied and Environ-
mental Microbiology 70(8):4491–4498. https://doi.
org/10.1128/AEM.70.8.4491-4498.2004

Rawlings DE, Johnson DB. 2007. The microbiology of biomin-
ing: Development and optimization of mineral-oxidiz-
ing microbial consortia. Microbiology. 153(2):315–
324. https://doi.org/10.1099/mic.0.2006/001206-0

Robeson MS, O’Rourke DR, Kaehler BD, Ziemski M, Dillon MR, 
Foster JT, Bokulich NA. 2021. RESCRIPt: Reproduc-
ible sequence taxonomy reference database manage-


