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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue comparar la estructura de las comunidades microbianas
en minas de cobre de diferentes regiones geogréficas a partir de datos
preexistentes, con la finalidad de encontrar patrones en su composicion, y generar
nuevo conocimiento sobre los grupos microbianos mas eficientes para ser utilizados
en estudios posteriores de biorremediacion de suelos contaminados por metales
pesados en México. Los metagenomas de seis minas de cobre se obtuvieron del
Sequence Read Archive (SRA) del sitio web del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI). A través del procesamiento bioinformatico con Qiime2 se
realizé la asignacion taxondmica de los metagenomas y con los resultados
obtenidos y haciendo uso del software R se determind la abundancia relativa, la
diversidad y se realizaron los analisis estadisticos multivariados, por ultimo, se

utilizé PICRUSt2 para predecir funciones metabdlicas.

Los resultados muestran que la mina de Reino Unido es donde se encuentra
presente el mayor numero de clases. Las Gammaproteobacterias, Actinobacterias
y Alphaproteobacterias son las clases mas abundantes en todas las minas y
cuentan con géneros que poseen caracteristicas metabdlicas relacionadas con la
oxidacién o reduccion de metales. Las predicciones funcionales sugieren la
presencia de genes relacionados con la reduccion de metales pesados como cobre
y mercurio. Los resultados obtenidos pueden favorecer la comprension de la
composicién y funciones de las comunidades bacterianas en minas de cobre,
identificando aquellas que por su actividad metabdlica pudieran ser cultivadas y
aprovechadas en diversas partes del mundo y de manera particular en México.

Palabras claves: bioinformatica, metagenomas, biorremediacion, comunidades

microbianas
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1. INTRODUCCION

La industria minera es una de las principales actividades econ6micas a nivel
mundial, pues es una importante fuente de ingresos para los paises en vias de
desarrollo, que son ricos en recursos naturales y se dedican a la explotacion y
exportacion de materia prima mineral; por otra parte, los paises industrializados
aprovechan esta materia primay la transforman para su explotacion (Miquel y Cano,
2013).

Extraer materias primas minerales tiene como consecuencia la contaminacion y la
modificacion del entorno, por lo que las actividades relacionadas con la industria

minera se consideran de alto impacto en el ambiente (Quifiones, 2017).

Los residuos del proceso de extraccion que se acumulan en la intemperie generan
aguas acidas de drenaje como consecuencia del contacto de estos residuos con
agua y oxigeno atmosférico (Aduvire, 2006). Las aguas acidas se caracterizan por
tener valores de pH muy bajos, un elevado contenido de metales pesados y otros
elementos toxicos disueltos como plomo, zinc, cobalto y hierro. A pesar de que este
es un proceso que ocurre de forma natural, la actividad minera promueve la
presencia de minerales expuestos que quedan a disposicion de las bacterias de
distribucion natural (Akcil y Koldas, 2006).

Las comunidades microbianas de las zonas mineras presentan una composicion,
diversidad y dinamica muy particular, que varia dependiendo de las caracteristicas
fisicas y quimicas del ambiente en el que se encuentran y a la capacidad de los
diferentes organismos para acumular, neutralizar u Oxido-reducir los metales

pesados presentes en el ambiente (Rodrigues et al., 2014).

La presencia de altas concentraciones de metales inhibe el crecimiento de la
mayoria de los géneros bacterianos y disminuyen la concentracion de proteinas en
sus células (Hussein y Joo, 2013). Sin embargo, géneros como Thiobacillus,

Thauera, Klebsiell, Acidimicrobiia, Leptospirillum, Acidithrix, Acidithiobacillu y



Sulfobacillus tienen la capacidad de vivir exitosamente en medios ricos en metales

y tienen las estrategias metabdlicas para emplearlos, excretarlos o neutralizarlos.

La presencia de ciertas funciones en una comunidad microbiana puede ser un
indicador del estado de un sistema, es por esto que el estudio de las comunidades
microbianas presentes en las minas nos permite inferir sobre las funciones de las
poblaciones que las conforman, permitiendo la evaluacion del sistema y el analisis
de caracteristicas metabolicas de interés para un futuro aprovechamiento industrial

en el campo de la biorremediacion.

Por lo anterior el presente trabajo tuvo como objetivo comparar la estructura de las
comunidades microbianas de minas de cobre de diferentes regiones geograficas a
partir de datos preexistentes, con la finalidad de encontrar patrones en su
composicidbn y generar nuevo conocimiento que sera aplicado en estudios
posteriores de biorremediacion de suelos contaminados por metales pesados en

México.

2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 La mineria

La mineria es una actividad econémica que consiste en la exploracién, explotacion
aprovechamiento selectivo de minerales y otros elementos, como gas natural, de
yacimientos (INEGI, 2010).

El aprovechamiento y comercio de las materias primas minerales por la industria
minera tiene un gran impacto en la economia global. Esencialmente la explotacion
y exportacion de materias primas minerales se da en paises en vias de desarrollo,

como China, Chile y México, y algunos paises industrializados que son ricos en



recursos naturales, como Canada, por otra parte, los paises que mas consumen
materias primas minerales son los paises mas industrializados, como Japén y la

Union Europea (Miquel y Cano, 2013).

En mineria los depositos son acumulaciones minerales de interés para su uso y
aprovechamiento, es decir que sea valioso y sea requerido por el mercado. Para
que un depdsito sea considerado un yacimiento debe contar con ciertas
caracteristicas (SGM, 2017).

Se considera yacimiento minero a un punto de la corteza terrestre donde se
concentran y acumulan elementos debido a diversos procesos geologicos (igneo,
sedimentario o metamorfico), esto permite que, por su cantidad, calidad y
condiciones la explotacion sea rentable (Oyarzun et al., 2010). Estos yacimientos
se pueden dividir en liquidos, gaseosos y solidos; en el caso de las minas de metales

se presentan en forma solida.

2.1.1 La mineria en México

La industria minero-metallrgica ha tenido un importante impacto en el desarrollo
econdmico de México, segun el INEGI en 2018 contribuy6 con el 2.4% del Producto
Interno Bruto nacional. A nivel mundial México se ubica entre los 10 principales
productores de 16 diferentes minerales: plata, bismuto, fluorita, celestita,
wollastonita, cadmio, molibdeno, plomo, zinc, diatomita, sal, barita, grafito, yeso, oro
y cobre (Secretaria de Economia, 2021).

La inversidn en la industria minera suele venir de empresas con capital extranjero.
Para el 2015 se reportaron 267 empresas extranjeras, en su mayoria de Canada,
que eran propietarias de 927 proyectos mineros, el 68% en etapa de exploracion; el
64.2% de estos proyectos son para la extraccion de oro y plata, un 14.2% de

sustancias polimetalicas y el 12.8% de cobre (Bastidas-Orrego et. al, 2018).



2.2 Depositos de cobre

El cobre es un elemento quimico metalico, de color rojo pardo y brillante. Se explota
para su uso en multiples industrias, debido a su alta conductividad eléctrica, gran
resistencia a la corrosion, estabilidad quimica, plasticidad, tiene propiedades
bactericidas y capacidad para formar aleaciones con gran cantidad de metales. Es
un tipo de polimetal que se extrae de minas de cobre, cobre-molibdeno y cobre-
niquel (Vassallo, 2008).

Dependiendo del tipo de formacion que tienen los yacimientos estos se asocian a
diferentes grupos de rocas, por lo que existen distintos tipos de depdsito de cobre,
los cuales se conocen como menas. El cobre suele relacionarse con magmas
basalticos y graniticos; bajo condiciones exdgenas hay concentraciones de cobre
en las zonas de enriquecimiento supergénico producidas por menas de sulfuros y
en zonas sedimentarias terrigenas lagunares-deltaicas y cercanas a las costas de

las cuencas marinas (Vassallo, 2008).

Los sistemas de tipo porfido cuprifero representan la principal fuente de cobre
conocida, estos se relacionan con la presencia de abundante magmatismo. A pesar
de esto este tipo de yacimiento no son exclusivos de alguna region de la Tierra en

particular (Valencia-Moreno et. al, 2006).

Se conocen mas de 170 minerales de cobre, pero con significado econémico solo
17, cobre nativo, calcopirita CuFeS2, bornita Cu5FeS4, cubanita CuFe2S3,
calcosina Cu2S, covellita CuS, tennantita 3Cu2SAs2S3 (Vassallo, 2008).



2.3 Produccion de cobre

Las reservas de cobre mundial son de: 345 millones de toneladas -exploradas y 465
millones de toneladas -generales. Las menas ricas contienen Cu con una ley de 3
a 2.5 %, las marginales de 2.5 a 1 % y las pobres de menos de 0.5 %. Los grandes
porfidos cupriferos se explotan con leyes de menos de 0.5 % de cobre (Vassallo,
2008).

En 2018, se produjeron alrededor de 21 millones de toneladas métricas de cobre en
todo el mundo, lo que supone un ligero aumento respecto al afio anterior. Existen
diversos productores de cobre alrededor del mundo entre los cuales destacan
Australia, EE.UU., China, Pert y Chile (Figura 1). Siendo este ultimo el mayor
productor a nivel mundial al contar con una de las minas de cobre mas grandes en
cuanto a productividad. La mina Escondida en Chile tiene una capacidad de

produccion de aproximadamente 1,4 millones de toneladas métricas (Sevilla, 2019).
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Figura 1. Grafica que muestra los principales productores de cobre a nivel mundial
(International Copper Study Group, 2017).



2.4 Impacto ecologico de la mineria

Los principales problemas de la mineria son los que atafien al medio ambiente y la
salud, pues algunos de los elementos que se extraen son téxicos y muchos de los

procesos para su extraccion contaminan el ambiente (Miquel y Cano, 2013).

La industria minera es una de las que mas contaminan el medio ambiente y depende
del tipo de mineria el impacto ecolégico que genera. En primera instancia el
desplazamiento de miles de toneladas de tierra provoca sedimentacion en los rios
y vulnerabilidad a erosion edlica e hidrica; la salinizacion, secamiento y escasez de
agua por las enormes cantidades de agua dulce que requiere el proceso de
extraccion; la liberacion y migracion de metales pesados en el ecosistema; ademas

de la generacion de aguas de drenaje &cido (Quifiones, 2017).

La extraccion de minerales metélicos es la que tiene mayor impacto sobre el
ambiente, pues los residuos de este proceso se acumulan en jales mineros donde
guedan expuestos a la intemperie. Los sulfuros presentes en los residuos, al entrar
en contacto con el oxigeno atmosférico y el agua forman aguas acidas de drenaje,
caracterizadas por tener valores de pH muy bajos, un elevado contenido de metales
pesados y otros elementos téxicos disueltos como plomo, zinc, cobalto y hierro
(Akcil y Koldas, 2006). Un ejemplo de esto es la pirita, la cual se oxida liberando
sulfatos, hierro y otros elementos téxicos como cadmio, cobalto, arsénico y plomo
(Grande et al., 2010).

2.4.1 Impacto ecoldgico de la mineria en México

La industria minera en México tiene un impacto ambiental negativo que se han
presentado en principalmente en las etapas de explotacion. Esta dinamica ha traido

como consecuencia el incremento de los conflictos entre las empresas mineras y



las comunidades donde se ubican los proyectos, ya sea que estén en etapa de

exploracion o explotacion (Bastidas-Orrego et. al, 2018).

Las estrategias gubernamentales en México parten de una vision correctiva del
dafio ambiental y no preventiva, lo que significa que no se encaminan a evitar los
dafios ambientales, sino a asegurar que quienes los provocan realicen medidas de
mitigacion (FUNDAR, 2002). Los efectos de la mineria en diversas regiones de
México tienen un impacto diverso como lo son la destruccién de areas de cultivo, la
sobreexplotacion de acuiferos, contaminacioén de agua, crateres, cerros artificiales
de desechos sdlidos y sustancias tdxicas expuestas en la superficie del suelo,
efectos de dificil mitigacién y que dificulta que las comunidades permanezcan con

los medios de vida tradicionales (Guzman-L6pez, 2016).

2.4.2 Impacto ecoldgico de la mineria de cobre

La industria minera genera enormes cantidades de desechos soélidos y ocupa
grandes cantidades de tierra, para poder producir una tonelada de cobre es
necesario procesar 497 toneladas de materiales solidos, entre los cuales se

encuentra tierra fértil, vegetacion y subsuelo sin cobre (Zorrilla, 2013).

Para producir una tonelada de cobre puro se requiere decenas de miles de litros de
agua. Tan solo en la mina de cobre El Mirador, en Zamora Chinchipe, se prevé
utilizan cerca de 12 millones de litros por dia solo para explotar y concentrar el
equivalente a 200 toneladas cobre. Sin contar los miles de galones que son
desviados a los rios de las zonas cercanas para evitar inundaciones en las minas
(Zorrilla, 2013).

Para poder explotar, procesar y transportar los minerales, la industria minera utiliza
miles de millones de galones de hidrocarburos anualmente, la produccion de una
tonelada de cobre puro genera no menos de 5000 kilogramos de diéxido de

carbono. Ademas, es una de las industrias que utiliza mas energia eléctrica,



aproximadamente consume 10% de la electricidad generada a nivel mundial y en
algunos casos, como Chile, se aproxima al 50% de la energia producida en todo el
pais (Zorrilla, 2013).

2.5 Biodisponibilidad de metales en minas

La biodisponibilidad se refiere a la proporcion de un elemento que esta disponible
para los organismos vivos y se define como la relacion entre la concentracion del
elemento en el medio ambiente terrestre y el nivel del mismo en el organismo (Naidu
et al., 2008).

La biodisponibilidad de un metal pesado es la fraccién del mismo que se encuentra
disponible para las plantas, aunque la capacidad de absorcién de estas no tiene
relacion con la concentracion del mismo (Paredes-Delgado, 2012). La
biodisponibilidad varia dependiendo de las propiedades quimicas del suelo, como
el pH, contenido y tipo de arcilla, la presencia de materia orgénica, 6xidos de Fe, Al
y Mn, potencial redox, capacidad de intercambio catidnico, cationes y aniones
solubles. Ademas, su incorporacion a la cadena trofica dependera del tipo de metal

pesado (Rodriguez-Pacheco, 2011).

Desde el punto de vista ecolégico la fracciéon biodisponible de contaminantes en el
suelo es la mas importante, pues estos contaminantes causan toxicidad para los
organismos vivos y afectan su capacidad para alimentarse en esta fraccion (Zhang
y Young, 2006).

Los suelos de zonas mineras suelen presentar un elevado nivel de contaminacion
por metales pesados, incluso varios afios después del abandono de la explotacion
minera esto en parte por la baja biodisponibilidad de los metales en los suelos
contaminados (Kidd y Monterroso, 2003).
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2.6 Ciclos biogeoquimicos

Todos los nutrientes fluyen de los componentes no vivos del ecosistema a los vivos
como parte de diversos procesos biologicos y no biolégicos en lo que se conoce
como ciclos biogeoquimicos. Existen dos tipos de ciclo biogeoquimico, que
dependen de la fuente principal de entrada de los nutrientes al ecosistema y que se
divide en gaseosos y sedimentarios. Los ciclos gaseosos tienen como fuente
principal de nutrientes la atmosfera y los océanos, los principales tipos de ciclo

gaseoso son los del carbono, nitrogeno y oxigeno (Smith et al., 2007).

En los ciclos sedimentarios el reservorio principal son el suelo, las rocas y los
minerales. Los elementos minerales que los seres vivos requieren provienen de
fuentes inorgénicas, disponibles en las sales disueltas del agua y el suelo. Existen
muchos tipos diferentes de ciclos sedimentarios, un ejemplo es el ciclo mineral, el
cual varia de un elemento a otro, pero todos consisten en dos fases: la fase rocosa

y la fase de solucion salina (Figura 2) (Smith et al., 2007).

La mineria incrementa la concentracién de metales pesados en el suelo, que segun
su forma de asociacibn pueden solubilizarse durante las modificaciones
fisicoquimicas estacionales. Las variaciones ambientales como los cambios en el
pH y el potencial Redox permiten que los metales presentes en el suelo sean
liberados a la columna de agua, de esta forma los metales acumulados en el suelo
se reducen lentamente mediante la lixiviacion, el consumo por las plantas, la erosion

y la deflacion (Rosas-Rodriguez, 2005).

11
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Figura 2. Diagrama del ciclo biogeoquimico general de los metales pesados.
Tomado de Contaminacion de sedimentos del rio Anoia por metales pesados
(Barcelona-Espafia) (p. 78), Rosas-Rodriguez, 2005.

La actividad microbiana en el suelo juega un papel importante en los ciclos
biogeoquimicos, dependiendo del tipo de metal un microorganismo puede realizar
dos transformaciones posibles; la lixiviacién microbiana, que permite la movilizacién
de un metal de su fase sodlida inicial a una fase acuosa y por otra parte la
inmovilizacién del metal, es decir el paso de la fase acuosa inicial a una sélida (Vullo,
2003).

En el caso del cobre, su ciclo consiste en una serie de reacciones quimicas (Redox)
que le permiten integrarse al suelo por medio de la mineralizacion vy
desmineralizacion. El cobre se asocia a la arcilla y materia organica, quedando de
esta forma disponible para el aprovechamiento de algunos organismos (Smith et al.,
2007).

Un ejemplo de la accion microbiana en los ciclos biogeoquimicos es la biolixiviacién,
el proceso mediante el cual los metales presentes en los minerales son extraidos

de su fase acuosa (Figura 3). Este método se usa en la mineria para obtener Cu por

12



la oxidacion del Cu2S (calcocita) a CuSO4 por accién de las bacterias Thiobacillus

ferroxidans y Thiobacillus thiooxidans (Vullo, 2003).
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Figura 3. Diagrama del proceso de biolixiviacién aplicado a la mineria de cobre. A:
solubilizacion del mineral; B: obtencion de Cu metélico y C: Recuperaciéon y
recirculacion del Fe®*. Tomado de Microorganismos y metales pesados: una
interaccion en beneficio del medio ambiente (p. 97), Vullo, 2003.

2.7 Comunidades microbianas

Las comunidades microbianas consisten en poblaciones de varias especies; que
interactdan entre si desarrollando multiples actividades funcionales al interior de la
comunidad (Diaz-Ruiz y Wacher-Rodarte, 2003). En términos de ecologia
microbiana, la abundancia y distribucién de las especies, pueden ser usadas para
describir la estructura de la comunidad en funcién de las concentraciones y

variabilidad de factores fisicos, quimicos y biolégicos.

La importancia del estudio de las comunidades bacterianas recae en el
conocimiento de la diversidad biologica global y su relacibn con los ciclos

biogeoquimicos que tienen lugar en el planeta (L6épez y Zaballos, 2005), pues los

13



microorganismos son capaces de aprovechar los nutrientes y elementos presentes
en el suelo. Ademas, se encargan de reciclar los nutrientes regulando la
disponibilidad de los mismos para otros organismos, como las plantas, que
constituyen la base de la cadena alimentaria (Guerrero y Berlanga, 2005).

Existen diversos microorganismos capaces de modificar las especies idnicas
metalicas; por ejemplo, algunas Alfaproteobacterias favorecen la movilizacién y
disponibilidad de metales pesados para su acumulacion en plantas metaléfitas. Por
otro lado, algunas de las especies bacterianas que juegan un papel importante en
la asimilacién de metales son: Burkholderia pickettii, Burkholderia solanacearum,
Alcaligenes eutrophus, Arthrobacter ramousus y Arthrobacter aurescens, asi como
taxones de los géneros Hafnia, Pseudomonas, Acinetobacter, Comamonas y

Agrobacterium (Gonzalez-Chéavez, 2005).

2.8 Funciones metabdlicas

Son procesos biolégicos esenciales que permiten la obtencion y almacenamiento
de energia, formar y degradar moléculas y formar estructuras bioquimicas

complejas (Varela y Grotiuz, 2008).

Conocer las funciones metabdlicas es esencial para entender la actividad biolégica
de los distintos grupos bacterianos, pues ademas de participar en el flujo de energia
y carbén (Junco-Diaz y Rodriguez-Pérez, 2001), también facilitan la supervivencia
bajo condiciones extraordinarias al proveer a los microorganismos de capacidades
funcionales y estrategias ante los contaminantes del medio ambiente en el que se

desarrollan (Ridderberg y Jacobs, 2019).

Estas caracteristicas metabdlicas especificas de un microorganismo constituyen el
principal criterio para determinar su papel ecolégico, su responsabilidad en los ciclos

biogeoquimicos y su utilidad en los procesos industriales (Ye y Doak, 2009).
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2.8.1 Funciones metabdlicas mas relevantes en minas

Los ambientes modificados por la mineria suelen presentar altas concentraciones
de sustancias toxicas, como lo son los metales pesados, estas alteran el
metabolismo celular bloqueando moléculas fundamentales. Es por este motivo que
los diferentes grupos bacterianos han desarrollado diferentes estrategias para
sobrevivir ante la accién toxica de los metales pesados presentes en el ambiente
(Gutiérrez et al., 2019).

La reduccion de sulfato es un proceso biologico realizado de forma natural por
microorganismos reductores de sulfato. Las bacterias sulfato reductoras son
microorganismos anaerobios obligados, los cuales usan como aceptor final de
electrones el sulfato (Lens y Kuenen, 2001) y oxidan productos y subproductos de
la fermentacion para producir &cido sulfhidrico H2S y bicarbonato. Este
procedimiento logra remover el sulfato y la acidez del medio, ademas de generar
precipitados insolubles como producto de la reaccion entre el acido sulfhidrico H2S

y los metales catidnicos (Pérez et al., 2017).

En los ambientes contaminados, como los son las minas, se pueden encontrar altas
concentraciones de metales toxicos para los organismos. La presencia de metales
pesados inhibe el crecimiento bacteriano y disminuyen la concentracién de
proteinas en las células bacterianas (Hussein y Joo, 2013), es por esto que los
diferentes grupos bacterianos utilizan técnicas que permiten la remocion de metales

del medio.

El cobre en altas concentraciones resulta toxico para los microorganismos, es por
esto que algunos grupos bacterianos han generado sistemas de resistencia ante la
presencia de este metal. Uno de estos sistemas es transmitido por plasmidos que
codifican para PcoA, una proteina multicobre oxidasa responsable de la oxidacién

de Cu(l) en el espacio periplasmatico; el segundo sistema es la bomba de flujo
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ATPasa CopA, la cual arroja los iones de cobre al exterior; el dltimo de los sistemas
mas comun es el Cus (sistema de flujo de cobre con deteccion de cobre)
perteneciente a la familia de division celular de nodulacion de resistencia (RND)
responsable de la exportacion de metales pesados (HME-RND) que codifica

especialmente para la proteina CusA (Rehan y Alsohim, 2019).

En algunos casos las bacterias evitan la toxicidad del plomo al precipitarlo como
una sal de fosfatos. El plomo ingresa a las células a través de transportadores de
Fe?*y Ca?*, por lo que los sistemas de resistencia mas comunes se basan en el
flujo de salida, como las bombas quimiosméticas y las ATPasas tipo P, las cuales
remueven iones del citoplasma y también se utilizan en la resistencia al cadmio en
conjunto con los transportadores CBA, que exportan los iones periplasmicos al

exterior de la célula (Rehan y Alsohim, 2019).

Cerca del 20% de los grupos bacterianos poseen selenoproteinas, las cuales se
encargan de desintoxicar y remover iones libres de selenio del citoplasma. El selenio
también puede ser reducido por accion enzimética, usando tiorredoxina y su

reductasa (TrxA y TrxB) u otras reductasas de oxianion (Rehan y Alsohim, 2019).

2.8.2 Enzimas relacionadas con laremocién de metales

La actividad enzimética regula las funciones biolégicas de los microorganismos, por
esto la presencia o ausencia de ciertas enzimas indica las interacciones entre las

comunidades microbianas y su ambiente (Kharchenko et al., 2013).

Las bacterias utilizan funciones que les permite resistir la toxicidad de los metales
pesados. Uno de estas funciones es el bloqueo de metales toxicos por medio de

oligopéptidos como el tripéptido glutation GSH (Gutiérrez et al., 2019).

Por otro lado, las metalo enzimas son las encargadas de dirigir a los factores

involucrados en la catélisis, incluido el trafico de metales. Estas poseen una alta
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selectividad de metales, utilizando exclusivamente un solo elemento de metal para
las reacciones dedicadas. Sin embargo, con mayor frecuencia de lo esperado,
numerosas metalo enzimas muestran la promiscuidad del metal al emplear mas de

un elemento metélico (Eom y Song, 2019).

Las monooxigenasas del citocromo P450 son una gran superfamilia de proteinas
que se sabe gque catalizan la oxigenacion de una amplia variedad de farmacos

lipofilicos, compuestos enddgenos y agentes ambientales (Ding et al., 2018).

También existen compuestos liberados por los microorganismos, como los ligandos,
estos ayudan a mantener en solucion al metal hierro, cuando estos ligandos
reaccionan con un ion metalico se forma un quelato. Los quelatos fabricados por

microorganismos son conocidos como sideréforos (Aguado-Santacruz et al., 2012).

Como ya se mencioné la contaminacion por metales pesados en México es un
problema que va en aumento debido a la actividad antrdpica, especificamente la
mineria. Los metales contaminantes mas importantes en México, dada su toxicidad
y abundancia son: mercurio, arsénico, plomo y cromo. Entre los sitios mas afectados
por las altas concentraciones de metales pesados en suelos se encuentran los
estados de Zacatecas, Querétaro, Hidalgo y San Luis Potosi. Una alternativa para
contribuir a la solucién de este problema, es el uso de microrganismos que estan
presentes naturalmente en las minas (Eomy Song, 2019). La deteccidn y tipificacién
de microorganismos de ambientes mineros, macro o microscépicamente mediante
su cultivo con medios selectivos requiere de varios dias y en algunos casos su
identificacion llega solo a nivel de género, mientras que la biologia molecular ha
demostrado ser una herramienta poderosa, que ha logrado expandir nuestro
conocimiento de la diversidad microbiana y su fisiologia. Por lo que han tenido una
valiosa aplicacion en la tipificacion de consorcios bacterianos de la industria minera,
los grupos fisiol6gicos bacterianos méas importantes, los genes que les permite
hacer una mejor oxidacién de los metales y con ello obtener cepas para su
aplicacion en las zonas contaminadas por la mineria. En este estudio se utilizaron

cepas bacterianas asociadas a minas de diferentes regiones geograficas que por
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tenerlas ya disponibles facilita su estudio y su aplicacion en diversas partes del

mundo, como lo es México.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Comparar la estructura y funciones de las comunidades microbianas en seis minas
de cobre de diferentes regiones geograficas a partir de datos preexistentes con la
finalidad de encontrar patrones en la composicion de las comunidades, a través de
diversas técnicas de procesamiento bioinformatico y generar nuevo conocimiento
que serd aplicado en estudios posteriores de biorremediacion de suelos

contaminados por metales pesados en México.

3.2 Objetivos particulares

> Conocer a través del procesamiento bioinformatico la diversidad de las
comunidades microbianas presentes en minas de cobre geograficamente

diversas.

> Analizar estadisticamente la relacion entre los grupos que integran la
comunidad microbiana y las correlaciones que se pueden establecer con los

factores ambientales.

> Conocer através del procesamiento bioinforméatico las funciones metabdlicas
de las comunidades microbiana encontradas en las minas de cobre

estudiadas.
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> Generar conocimiento aplicable a estudios de biorremediacion de suelos

contaminados por metales pesados en México.

4. METODOLOGIA

Para realizar el trabajo se seleccionaron los metagenomas de seis minas de cobre
localizadas en Brasil (-6.410380, -50.051937), Canada (48.591154, -
81.605020), China (30.900278, 117.830556), Portugal (37.668889, -7.493889),
Reino Unido (53.386940, -4.344440) y Bulgaria (43.390861, 22.895472) (Figura 1),
esta informacion se obtuvo del Sequence Read Archive (SRA) del sitio web del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) dentro del apartado de

BioProjects, donde los metagenomas se encuentran publicos.

Q@ Canada
@ Bulgaria
Reino Unido 9
@ Portugal
Q@ Brasil
@ China

Figura 4. Mapa de las minas de cobre a las cuales pertenecen los metagenomas
utilizados para el estudio.
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Se verificd la calidad de los metagenomas seleccionados y posteriormente se
realizd el procesamiento bioinformatico de los mismos empleando el programa
Qiime2 Core 2019.10 (Bolyen et al., 2019). Este paquete de analisis de microbiomas
permiti6 filtrar las secuencias de 16s, asi como identificar las Unidades

Taxondmicas Operacionales (OTU) y llevar a cabo la asignacion taxondémica.

Con la informacién obtenida del procesamiento bioinformatico y haciendo uso del
software R-3.6.3 (R Core Team, 2020) se determiné la abundancia relativa y la alfa-
diversidad de las muestras con sus respectivos gréficos, utilizando el paquete
phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013). Ademas, se realizaron analisis estadisticos
multivariados como el Andlisis de Componentes Principales (ACP), haciendo uso
del pagquete FactoMineR (L€ et al., 2008) y el Analisis de Correspondencia Candnica

(ACC) utilizando el paquete vegan (Oksanen, et al., 2019).

También se hizo uso del software PICRUSt2 v2.3.0-b (Douglas, 2015) para realizar
predicciones de las funciones metabdlicas en base a los marcadores filogenéticos,
con la finalidad de detectar aquellas funciones de mayor relevancia en el

procesamiento de contaminantes en el suelo de mina.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Calidad de las secuencias y su influencia en los andlisis bioinforméticos

de asighacién taxonOmica

De acuerdo a la calidad de las secuencias, los fragmentos de ADN tienen un
promedio de 280 pares de bases (Tabla 1). Ademas, se puede observar que la
cantidad total de datos secuenciados por muestra no afecta al numero de Unidades

Taxonomicas Observadas (OTU) (Figura 5).
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Tabla 1. Calidad de las secuencias seleccionadas

Tamafio Tamafio
Nombre de la Nivel de
fragmentos fragmentos  No. secuencias No quiméricas % Final
mina calidad
(forward) (reverse)
; 5686 33.56
Canada 251 pb 251 phb 16944 >20
. 1413 0.81
China 287 pb 300 pb 173842 >20
X 141765 9681 6.83
Brasil 301 ph 301 ph >20
. 1859 451
Bulgaria 288 pb 300pb 41193 >20
) ) 252211 17.98
Reino Unido 300 phb NA 1402565 >20
82600 24798 30.02
Portugal 251 pb Na >20
8O0
== Reino Unido
>
5 == Partugal
W o0 Brasil
b=
P = China
E == Canada
[=]
E 400 Bulgaria
E
=)
=
5
|_
. 200
=
[1+]
=2
=
o
0
250 500 750 1000 1250

Mimero de Secuencias

Figura 5. Relacion entre el nimero de secuencias utilizadas y las Unidades

Taxondmicas Observadas.
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5.2 Diversidad en las comunidades microbianas presentes en las minas de

cobre

La diversidad de las muestras se estim¢é utilizando el indice de Shannon-Weaver
(H’e), el cual mostré una diversidad significativa en las seis minas, siendo la mina
de Reino Unido la que mayor diversidad present6 con un valor de 5.4 (Figura 6). La
comunidad con menor diversidad fue Bulgaria con 2.2. Segun Magurran (1988) en
varios estudios ecoldgicos los valores del indice de Shannon (H’e) van de 1.5 a 3.5

y raramente pasan de 4.5 en presencia de diversidades muy altas.

También se calcul6 el indice de Chao 1, que estima la cantidad de especies en una
comunidad (Kim et al., 2017), haciendo evidente la diferencia de diversidad entre
minas. Las minas de Brasil y Canada presentaron una diversidad similar con valores
de 61 y 65 respectivamente, mientras que la mina de Bulgaria presenté una menor
diversidad con un valor de 12 seguido de China con 31. Por otro lado, las minas de
Portugal y Reino Unido poseen una mayor diversidad con valores de 432 y 849

respectivamente (Figura 6).

El comportamiento de los dos indices en las muestras fue similar, en ambos casos
la mina de Reino Unido fue la mas diversa y la de Bulgaria la menos diversa. Sin
embargo, al comparar el indice de Shannon con el de Chao se pudo observar la
diferencia de diversidad entre las distintas muestras, especialmente al comparar las
minas de Portugal y Reino Unido con la de Bulgaria y China cuyas diversidades

fueron significativamente menores (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion del indice de diversidad de Shannon y Chao en las seis
minas de cobre.

El indice de Pielou indicé, en general, una alta equidad de distribucion de
microorganismos en las muestras. Los valores mas altos fueron de las minas de
Canada y China con 0.93 y 0.96 respectivamente, seguidos por las minas de
Portugal y Reino Unido con un valor de 0.92 en ambas. Las comunidades que
presentaron una menor equidad en la abundancia de clases fueron las
correspondientes a las minas de Brasil y Bulgaria con valores de 0.79 y 0.87
respectivamente (Figura 7). Estos valores indican la presencia de algunas clases
predominantes en las muestras, como Nitrososphaeria, Gemmatimonadetes y
Gammaproteobacteria en Brasil y Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria en

la mina de Bulgaria.
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Figura 7. Representacion de los valores del indice de equidad de Pielou para las
diferentes minas.

En las seis minas se calcul6 la abundancia relativa al nivel de clases bacterianas y
se observé que en casi todas las muestras la clase Gammaproteobacteria se
encontré presente con abundancias por encima del 19% y solo la muestra de Brasil
presentd una abundancia del 6.1% (Figura 8). La abundancia de esta clase es
comuln en minas y su presencia se relaciona con la oxidacion de amoniaco a nitritos

y de nitritos a nitratos (Mori et al., 2019).

Segun la abundancia relativa por clases bacterianas, en la muestra de Brasil las
clases mas abundantes fueron Nitrososphaeria con una abundancia del 23.4%,
seguido por Gemmatimonadetes con el 9.9% y Deltaproteobacteria con 5.2%. En la
mina de Bulgaria hay una abundancia de 9.4% en la clase AD3 y 7.2% de
Alphaproteobacteria; en la mina de Reino Unido la clase Alphaproteobacteria obtuvo
una abundancia de 9.3%, Acidimicrobiia 6.4% y 6.3% para Bacteroidia y Clostridia.
Las clases mas abundantes en la mina de China fueron Actinobacteria con una
abundancia de 36.5%, Bacteroidia con 18.3% y Acidimicrobiia con 8.7%. En el caso
de Portugal las clases mas abundantes fueron Bacteroidia con 28.1%,
Alphaproteobacteria 16.1%, Actinobacteria 5.9% y Deltaproteobacteria 5.7%; y por
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altimo la mina de Canada tuvo una abundancia de 16.9% en la clase
Alphaproteobacteria y las clases Planctomycetes y Acidobacteriia con una

abundancia de 10% cada una (Figura 8).

Bacteroidia suele ser una clase abundante en minas y otros ambientes, aunque hay
poca informacion sobre su papel y resistencia en ambientes oxidados (Mesa et al.,
2017). Las Alphaproteobacterias también participan en el ciclo del nitrégeno y su
presencia en suelos contaminados por metales pesados suele ser mayor (Sandaa
et al., 2001). La presencia de Actinobacterias puede deberse a la alta disponibilidad
de nutrientes, dentro de esta clase se encuentra un grupo de bacterias oxidante de
hierro como Ferrimicrobium acidiphilum y Acidimicrobium ferrooxidans, que son

capaces de oxidar Fe?* (Rodrigues et al., 2014).

Las clases bacterianas que se encontraron presentes en solo una de las minas y
con abundancias significativas se pueden considerar especificas del habitat, tal es
el caso de Nitrososphaeria, Blastocatellia y NC10 en la mina de Brasil; Chloroflexia
en Canada; y en Portugal Thermoplasmata y la clase OM190. La muestra de Reino
Unido tuvo una mayor presencia de clases con aparicidén solo en esta mina, como
lo son Kiritimatiellae, Methanomicrobia, MVP-15, Saccharimonadia, Spirochaetia y
Thermoanaerobaculia, aunque muchas de estas especies presentaron bajas

abundancias.
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Figura 8. Abundancia relativa de las clases bacterianas presentes en cada mina de
cobre.

Durante la identificacién taxonémica se detectaron tres clases pertenecientes al
dominio Archaea, con estos datos y con la abundancia relativa de cada clase se
gener6 un arbol filogenético (Figura 9). El grafico muestra que la clase
Methanomicrobia fue encontrada en la mina de Reino Unido con una baja
abundancia; mientras que la clase Thermoplasmata se encontr6 en la mina de
Portugal; y Nitrososphaeria, que se encontrd en la mina de Brasil presento, la mayor

abundancia entre las tres clases.

De acuerdo con Kim et al., (2017) la presencia de cobre puede inhibir a las arqueas

metanogénicas, por lo que su presencia muestra un proceso de resistencia a la
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toxicidad del cobre. Por otro lado, la clase Thermoplasmata suele estar presente
en suelos contaminados por metales, jugando un papel clave en la supervivencia
de otras formas de vida en sistemas contaminados por metales pesados (Li et al.,
2017).
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Figura 9. Arbol filogenético de las clases bacterianas pertenecientes al grupo
Archaea.

5.3 Parametros fisicos y quimicos de las minas

Los pardametros fisicoquimicos uUnicos de cada sitio pueden influenciar a las
comunidades microbianas. Las muestras provienen de jales mineros, suelo de mina
o del drenaje de las minas, en regiones donde la precipitacion media anual es
significativa. La temperatura media anual es de 26°C en Brasil, 17.9 °C en Canada,
17.1°C para Portugal, 16.4 °C China, 10.3 °C Bulgaria y 9.5 °C en Reino Unido.
Adicionalmente algunos sitios son ricos en plomo, arsénico y sulfatos y en general
todos los sitios tienen cobre, zinc y hierro. El pH de las minas tiende a ser acido,
siendo el valor mas acido 2.6 en la mina de Canada (Tabla 2), solo en el caso de la

mina de Bulgaria el pH fue de 7.3. Los valores de pH entre 7.1 y 7.5 se pueden
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relacionar con la presencia de carbonatos en la muestra, segun Simmler et al.
(2019) se han registrado estos valores en esta zona minera de Bulgaria. Las
variaciones de pH del suelo pueden explicar la composicion de la comunidad
microbiana en un area de muestreo, pues suele fungir como un filtro que selecciona
a los organismos con preferencia a determinado tipo de pH (Martiny et al., 2015;
Chu et al., 2010).

Tabla 2. Parametros fisicos y quimicos presentes en las minas de cobre
seleccionadas.

Nombre H Cu Pb Zn As Fe S042- T P
demina P (mg/ke) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (me/kg) (mg/ke) (°C)  (mm)

Muestra

Canadd 5.5 25.5 - 0.95 18 1760 8450 179 398 Jales mineros

China 32 1950 276 205.4 63.3 133460 13320 164 1269 Jales mineros

Brasl 67 4920 74 35 . 41s . 26 1766  Suelodemina
Suelo de mi
Bulgaia 73 350 850 450 025 0.1 . qp3 sgy  Svelodeming/
Drenaje de mina
Reio o7 oa3 W9 714 495 59 247 95 g ouelodemind/
Unido Drenaje de mina
Suelo de mina/
Portugal 54 216 i 16 . 155039 11748 174 505

Drenaje de mina

5.4 Analisis estadisticos multivariados en las minas de cobre

Para observar tendencias generales primero se realizé el analisis exploratorio de
Componentes Principales (Figura 10), el cual demostré que las minas de Canada,
China, Bulgaria, Portugal y Reino Unido poseen una composicién similar en sus
comunidades bacterianas, mientras que la mina en Brasil guarda una disimilitud

menor con el resto de las minas y se agrupa con la clase Nitrososphaeria. La clase
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Bacteroidia se encontré correlacionada con las minas de Bulgaria, China, Canaday
Portugal, mientras que la clase Alphaproteobacteria se correlaciona con la mina en
Reino Unido. Acidimicrobiia, Actinobacteria y Acidobacteriia se correlacionan entre
ellas, mientras la clase Gammaproteobacteria se encuentra mas distante del resto

de las clases bacterianas.

Nitrogosphaeria

Gamoaprateobacteriae __ _

e Portugal
.. China

Acidimicrobiia Reino Unido

Actinobacteri
i cinobaciena Alphaproteobacteria

0 4 ] 12
Dim1 (61.1%)

Figura 10. Andlisis de Componentes Principales de las clases bacterianas
presentes en las seis minas de cobre.

El Analisis de Correspondencia Canonica reveld una correlacion entre algunas de
las clases bacterianas y los factores fisico-quimicos y ambientales, como es el caso

del arsénico (As), la clase Acidobacteriia y las minas de Canada y Reino Unido.

También se pudo observar que las variables hierro (Fe) y cobre (Cu) influyen en la
composicion de las comunidades microbianas en las minas de China, Portugal y
Brasil (Figura 11), lo que puede relacionarse con las concentraciones de estos
elementos como contaminantes en estos sistemas. Mientras que la correlacién del

plomo (Pb) con la mina de Bulgaria se debe sus altas concentraciones en esta mina.
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Figura 12. Andlisis de Correspondencia Canonica de las comunidades bacterianas
presentes en las seis minas de cobre y sus parametros ambientales.

5.5 Las funciones metabdlicas presentes en las minas de cobre

Existe evidencia de la presencia de algunas rutas metabdlicas relacionadas con la
reduccion de metales en las minas de cobre, como la reduccion de nitrato VI, la
super via de oxidacion de azufre y la super via de biosintesis de L-metionina por
sulfhidrilacion, esta ultima describe la oxidacion de azufre por la archaea Acidianus
ambivalens (Zimmermann et al., 1999). Otras rutas presentes en algunas de las
minas antes mencionadas fueron la ruta de la desnitrificacion, la metanogénesis de

acetato y por ultimo la ruta de la metanogénesis de Hz a COs..

La presencia de estas rutas se corrobor6 mediante las predicciones funcionales
realizadas con PICRUSt2, estas demostraron la existencia de genes que codifican
para enzimas relacionadas con la reduccion de nitrato, la metanogénesis y la sulfato

reduccion (Tabla 3).
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También se encontraron enzimas que ayudan a la resistencia al cobre como las
multicobre oxidasas, al mercurio como mercurio reductasas y enzimas de
almacenamiento, como el complejo de ferretina de almacenamiento de hierro. La
multicobre oxidasa es una fenoloxidasa y ferroxidasa estimulada por cobre que
participa en la homeostasis de cobre durante la aerobiosis (Outten et al., 2001). Por
otro lado, la enzima mercurio (ll) reductasa es clave en la desintoxicacion de
mercurio catalizando la reduccién del ion toxico Hg?* al ion metalico Hg® (Schottel,
1978).

El interés en los géneros bacterianos con la capacidad metabdlica para procesar
metales, recae en su importancia dentro de proyectos relacionados con la
remediacion de suelos contaminados. Se sabe que para 2015 México contaba con
mas de 900 proyectos mineros entre exploracion y extraccion (Bastidas-Orrego et.
al, 2018). Por consiguiente, la contaminacion de recursos acuaticos y terrestres por
la actividad minera intensiva en México requiere proyectos de mitigacion y
recuperacion de las zonas aledafas, entre ellas las que se ven afectadas por los
grandes volumenes de desechos y la contaminacion de suelos destinados a la

produccion agricola (Guzman-Lopez, 2016).

Tabla 2. Predicciones funcionales de las enzimas presentes en las minas de cobre
seleccionadas
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Nimero de EC Enzima Numero de EC Enzima
Metilen-HAMPT deshidrogenasa

EC:1.12.98.1 EC:1.8.4.8 Fosfoadenosina fosfosulfato reductasa
formadora de H2
EC:1.13.11.55  Azufre oxigenasa reductasa EC:1.8.5.2 Oxidasa multicopper
EC:1.16.1.1 Mercurio (1) reductasa EC:1.8.99.2 Adenililsulfato reductasa
EC:1.16.3.1 Subumdadlﬁde\ cpmp\ejo acetil-CoA £C:2.1.1245 T|osuhfat0:qumona oxidorreductasa
descarbonilasa / sintasa subunidad grande
EC:116.3.2 Corr_lp_)lejo de almacenamiento de hierro 021186 Met_ll—H4MPT: coenzima M
ferritina metiltransferasa

Dimero de subunidad a de mondxido de

C te y8 del lejo acetil-CoA
EC:1.2.7.4 carbono deshidrogenasa / acetil-CoA EC:2.3.1.101 omponene yb el complejo aceti=o

descarbonilasa / sintasa

sintasa
EC:1.5.98.2 ;le;lt;r(\]—HAM PT reductasa dependiente £C2.3.1.169 ]E:rrmmiilltr;t:ltgzggano: HAMPT
EC:1.7.2.1 Nitrito reductasa EC:2.3.1.8 Fosfotransacetilasa
EC:1.7.2.4 Oxido nitroso reductasa EC:2.5.1.47 Cisteina sintasa
EC:1.7.2.5 Reductasa de 6xido nitrico EC:2.5.1.49 0-acetilhomoserina sulfhidrilasa
EC:1.7.7.1 {:;ﬁgg:‘a) nitrto reductasa FC:2.7.1.25 Adenililsulfato quinasa
EC:1.7.7.2 Ferredoxina - nitrato reductasa EC:2.7.7.4 Sulfato adenililtransferasa
EC:1.8.1.2 Sulfito reductasa asimilatoria EC:2.8.1.1 Tiosulfato sulfurtransferasa
EC:1.8.2.1 Sulfito deshidrogenasa EC:3.5.4.27 Metenil-H4MPT ciclohidrolasa

6. CONCLUSIONES

Se concluye que la mina con comunidad microbiana de mayor diversidad fue la
localizada en Reino Unido, a pesar de que las clases presentes en dicha mina
fueron poco abundantes. Una da las clases bacterianas mas abundantes en las seis
minas fue Gammaproteobacteria. Se identificaron genes que codifican para
enzimas que ayudan a la resistencia a metales pesados como las multicobre
oxidasas y mercurio reductasas, ademas de la presencia de rutas metabdlicas
relacionadas con los ciclos biogeoquimicos del azufre, carbono y nitrogeno en las
comunidades microbianas de las minas de Canada, China, Bulgaria y Brasil. Dentro
de las comunidades antes mencionadas Acidimicrobiia, Actinobacteria y
Acidobacteriia que resultaron asociadas metabdélicamente con el Fe y Cu, mercurio

y plomo. Asi como como a la reduccion de nitrato VI, la super via de oxidacion de
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azufre y la super via de biosintesis de L-metionina por sulfhidrilacion, la
metanogénesis de acetato y por ultimo la ruta de la metanogénesis de H2 a CO2,
pueden ser eficientes en la remediacién de suelos contaminados por metales
pesados en México, ya que el estudio demostrd su habilidad enzimética para la
oxidacion de diversos elementos contaminantes que existen en nuestro pais y que
gracias a este estudio y a su disponibilidad pueden ser aplicadas de forma

especifica y de manera inmediata.

Por ultimo, las pruebas moleculares son una excelente herramienta para la
identificacion de la actividad metabdlica y enzimatica bacteriana, que permite
ampliar el conocimiento de la funcion ecologica que llevan a cabo muchos
microrganismos Y la respuesta que presentan a las variaciones ambientales, sobre
todo de elementos que son muy contaminantes en los ecosistemas y que el
aprovechamiento de estos microrganismos puede ser en disminucion del impacto

ambiental actual en México.
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