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RESUMEN

La biolixiviacién de cobre consiste en el aumento de
1a oxidacién de sulfuros de cobre por bacterias
quimiolitotréficas. En esta tesis se trata la biodiversidad
de los microorganismos en sistemas de biolixiviacién de
cobre.

El trabajo descrito en esta tesis fue dividido en
cuatro grandes Aareas: a) descripcién de la seleccidén que
ocurre después de cultivar las bacterias presentes en
mineral lixiviado o en efluentes de la mina;
b)caracterizacién genética y fenotipica de una bacteria
aislada, capaz de crecer en minerales lixiviados con una
inusualmente alta concentracién de acide sulfirico: c)
desarrollo de un método para calcular heterogeneidad de una
poblacién bacteriana y grado de similaridad genética,
basada en 1la formacién de heteroduplexes del 165 RADNr
amplificado por PCR; d) descubrimiento de un nuevo archaeon
en un proceso comercial de extraccién de cobre.

La primera seccién describe los resultados del estudio
de las poblaciones bacterianas prevalentes en fres
condiciones de biolixiviacién diferentes y la seleccidn

obtenida después del cultivo. Las muestras estudiadas

xvii




fueron: columnas de mineral aglomerado, lixiviadas con
distintas soluciones (medio minimo pH 1,8 ¥y medio minimo pH
0,6; con baja concentracién de ion ferroso); y solucidn de
lixiviacién de una planta comercial de cobre. En cada caso,
fue determinada la composicién de la poblacién bacteriana
en la muestra original y después del cultivo. La estimacidn
fue realizada por determinacién del patrén de tamafio del
espaciador 165-23S ADNr obtenido después de la
amplificacién por PCR. El tamafio del espaciador puede ser
preliminarmente relacionado con especies bacterianas
determinadas. En cada caso el patrén de espaciadores de la
poblacién bacteriana original fue diferente a aquella
obtenida después de cultive. En algunos casos, los
espaciadores observados después del cultivo no han sido
detectados en la muestra original. Cambios en el patrdn de
espaciadores fue también observado a diferentes tiempos de
incubacién en un mismo cultivo en matraz.

La segunda seccién describe el aislamiento vy la
caracterizacién de una bacteria con un espaciador diferente
al de las especies bacterianas tipicamente encontradas en
sistemas de biolixiviacién. Esta bacteria fue encontrada
cuando se 1lixivié a concentraciones altas de acido
sulfurico. De acuerdo a los espaciadores observados, la

comunidad bacteriana en esta condicién estaba compuesta por
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T. thicoxidans, “L. ferrooxidans”. La secuencia
nucleotidica del 16S ADNr de esta bacteria, nombrada THA,
mostrd una alta homologia con cepas de T. thiocoxidans
(99.85%) . Esta fue también fenotipicamente indistingible de
T. thiooxidans, aunque fue mas resistente al dcido que la
cepa de T. thiooxidans ATCC 19377. El1 espaciador 165-23S5
fue sin embargo 10 pb més largo ¥y contenia una regidn
central altamente heterologa respecto a las cepas de T.
ferrooxidans A4 y T. thiooxidans DSM 504, cuya secuencia
nucleotidica es conocida.

La tercera area describe el desarrollo de un método
para determinar el grado de heterogeneidad entre
amplificados del 16S ADNr. Este método es simple, ré&pido de
hacer y no requiere clonamiento. Esta basado sobre la
diferencia en 1la movilidad electroforetica de 1los
heteroduplexes formados después de desnaturalizacién y
renaturalizacién del producte de amplificacién del 168
ADNr. La movilidad electroforetica de los heteroduplexes
disminuye con el grado de disimilaridad. Este método
permite estimar el polimorfismo de secuencia y también las

relaciones filogenéticas.

Para ampliar el estudio de las comunidades
bacterianas, fue explorada la potencial presencia de

Archaea, previamente llamadas archaebacterias. Este estudio
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conforma la cuarta y ultima seccién. Un archaeon fue
encontrado en 1a solucién de lixiviacién de la planta
comercial “Lo Aquirre” ¥ también en mineral
experimentalmente lixiviado con esta solucidn. Esta
solucién de lixiviacién contiene una concentracién de ion
sulfato entre 120 a 150 g/L. El archaeon fue detectado por
amplificacién del ADN con partidores especificos para el
165 ADNr de archaea. El método de formacién de heteroduplex
descrito anteriormente permitid determinar que el
amplificado fue homogénec en secuencia y que esta fue muy
diferente a la de S. acidocaldarius. Secuenciacidn directa
del 16S ADNr amplificado indicé que el archaeon encontrado
corresponderia a una nueva especie dentro de un nuevo
genero y familia del orden Thermoplasmales. Este archaeon
fue también detectado en cultivos que contienen  ferroso,
azufre elemental o calcopirita como fuente de energia. Por
nuestro conccimiento, esta es la primera descripcidn de un
archaeon en un proceso comercial de biolixiviacién de

cobre.
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SUMMARY

Copper bioleaching consists in the enhanced oxidation
of copper sulfides by chemolithotrophic bacteria. This
thesis it is about the biodiversity of microorganisms in
copper bioleaching systems.

The research described in this thesis was divided into
four main sections : a) Description of the selection
occurring upon culturing the bacteria present in leached
mineral or in the mine effluents; b) Genetic and phenotypic
characterization of a bacterial isolate able to grow in
minerals leached with an unusually high concentration of
sulfuric acid; c¢) Development of a method to assess
heterogeneity of a bacterial population and degree of
genetic similarity, based on the formation of
heteroduplexes by the PCR amplified 16S rDNA; d) Discovery
of an new archaeon in a commercial copper bioleaching
process.

The first section describes the results of the study
of the prevailing bacterial population in three different
bioleaching conditions and the selection obtained after
cultivation. The samples studied, were: (i) columns of

agglomerated ore, leached with different solutions (minimal
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medium pH 1.8 and minimal medium PpH 0.6; with low
concentration of ferrous iron); (ii) leaching solution of a
copper commercial plant. In each case the bacteria present
in the original sample and after cultivation were assessed.
The assessment was performed by determination of the size
pattern of the 16-235 rDNA spacers obtained after PCR
amplification. The size of the spacer can be preliminary
related to bacterial species. In each case the spacer
pattern of the original bacterial population was different
to that of the population obtained after cultivation. In
some examples, the spacers observed after cultivation were
not detected in the original sample. Changes in the spacer
pattern were also observed at different time of incubation
in a same culture flask.

The second section describes the isolation and
characterization of a bacteria with a 16-23S spacer
different to those of the bacterial species commonly found
in bioleaching systems. This bacteria was found when
leaching at high sulfuric acid concentration. According to
the observed spacers, the bacterial community in this
condition was composed of T. thiooxidans, and "L.
ferrooxidans” species. The nucleotide sequence of the 168
rDNA of this bacteria, named THA, showed a high homology

with a strains of 7T. thiocoxidans (99.85%). It was also
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phenotipically indistinguishable from T. thiooxidans,
though it was more acid resistant than the T. thiooxidans
ATCC 19377 strain. The 16-23S rDNA spacer was however 10 bp
larger and contained a center region different from to the

strains of T. ferrooxidans y T. thiooxidans whose

nucleotide sequence is known.

The third section describes the development of a
method to determine the degree of heterogeneity among
amplicons of the 16S rDNA. This method is simple, rapid and
does not require cloning. It 1is based on the different
electrophoretic mobility of the heteroduplexes formed after
denaturation and renaturation of the 16S rDNA amplification
product. The electrophoretic mobility of the heteroduplexes
decreases with an increasing degree of dissimilarity. This
method permits the assesment of both sequence polymorphism
and also the phylogenetic relationship.

To extend the study of the bacterial community the
potential presence of archaea, previously called,
archaebacteria, was explored. This study represents the
fourth and last section. An archaeon was found in the
leaching solution of the commercial plant “Lo Aguirre” and
also in mineral experimentally leached with this solution.
This leaching solution contains a sulfate ion concentration

between 120 to 150 g/L. The archaeon was detected by
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amplification of the DNA with primers specific for the 165
rDNA of archaea. The heteroduplex formation method
described above allowed to determine that the amplicon was
homogeneous in sequence and that this was very different to
that of §. acidocaldarius. Direct sequencing of the
amplified 165 rRNA indicated that the archaeon found would
correspond to a new species within a new genus and family
of the order Thermoplasmales. This archaeon was also
detected in cultures containing ferrous iron, elemental
sulfur or chalcopyrite as energy source. To our knowledge,
this is the first description of an archaeon in a

commercial copper bioleaching process.
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INTRODUCCION

1. La biolixiviacién de minerales sulfurados.

La biolixiviacién es un proceso biolégico de
aplicaciéon industrial creciente en la mineria del cobre. Por
medio de él, es posible obtener cobre soluble desde el estado
de sulfuros secundarios (CuS y Cu;S, covelina y calcosina
respectivamente), por el aumento de la oxidacidén quimica
natural producida por la actividad metabélica de los
microorganismos presentes en el mineral. Estimativamente, el
10% del cobre producido por Estados Unidos es obtenido con
este sistema, y se prevé que su utilizacién aumentara
notablemente en el futuro. Esto se debe a que es un proceso
industrial que tiene un menor costo de produccién que los
métodos pirometalurgicos convencionales y porque ademas
provoca una menor contaminacién del medio ambiente, ya que no
produce relaves ni humos de fundicién (Rossi, 1990).

En la actualidad se aplican varias técnicas de
biolixiviacién a escala comercial. Las principales son: la
lixiviacién in situ, lixiviacién en pilas, lixiviacidén en
vertederos, lixiviacién en estanques, lixiviacién por

agitacién y lixiviacién en reactores o quimiostatos. En




2
general, las operaciones de lixiviacién en vertederos y pilas
se hacen con material de deshecho de las minas, que tiene un
bajo porcentaje de mineral. ©La lixiviacién en pilas,
estanques Yy Ppor agitacién pueden aplicarse a minerales de
alta ley. La lixiviacidn en reactores se aplica
exclusivamente en la extraccién de metales usando
concentrados del mineral (Rossi, 1990).

En nuestro pais, la Sociedad Minera Pudahuel (SMP),
en su mina Lo Aguirre, obtiene casi la totalidad del cobre
que produce utilizando un proceso de lixiviacién bacteriana
en pilas de mineral aglomerado, denominado proceso BTL
(Bacterial Thin Layer). Los progresos en la optimizacién de
este proceso permitieron que en los ultimos afilos comenzaran a
funcionar nuevas minas que utilizan esta tecnologia: Quebrada
Blanca y Cerro Colorado (I Regidn). La produccién en
conjunto, de estas minas, es de aproximadamente 100.000
toneladas por ano, de cobre catdédico de alta pureza.

El proceso de biolixiviacién BTL, se inicia con el
chancado del mineral a lixiviar hasta un tamano de 0.5 cm,
aproximadamente. Luego, el mineral se mezcla con una solucién
diluida de é&cido sulfurico, que Vva a permitir que las
particulas pequefias de mineral que se han formado por efecto
de la molienda, se unan a las particulas mas grandes,

formando agregados en los cuales en el centro se ubican las
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particulas grandes de mineral y sobre éstas se ubican los
trozos mas pequefios, conformando lo que se denomina "mineral
aglomerado" © simplemente "aglomerado". Posteriormente, el
mineral aglomerado se deposita en pilas de 3 a 6 metros de
altura, las cuales se riegan uniformemente con una solucidn
diluida de acido sulfurico, sin llegar a inundar la pila.

A medida que la solucién lixiviante pasa a través de
la pila, el cobre solubilizado desde el mineral aglomerado
pasa a la solucidn lixiviante. En el fondo de la pila, la
solucién lixiviante fluye, a traves de conductos hacia una
etapa de recuperacién mediante el proceso denominado
extraccién por solventes (SX), donde se extrae el metal,
separandolo de otros elementos contenidos en la solucién de
lixiviacién, obteniéndose asi una solucién purificada de
sulfato de cobre. Luego, esta solucidn concentrada de cobre
pasa a la etapa de electroobtencién, en la cual por
precipitacién electroquimica, se extrae finalmente el cobre
bajo la forma de catodos, de un 99.98% de pureza. Una vez
extraido el cobre en SX, la solucién acida es reciclada. El
reciclaje de la solucién, junto a la evaporacidén que ocurre
en la planta, concentra las sales no cupricas, extraidas del
mineral, hasta que se alcanza un equilibrio entre la
disolucién de sales y su dilucidén por adicién de agua,

necesaria para reemplazar las pérdidas por descartes, fuga y
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evaporacién. En el proceso BTL, actualmente aplicado en Chile
(Bustos, 1993), toda la solucién es reciclada después de la
extraccion de cobre y su descarte o pérdida por fugas es
minimo. En Lo Aguirre, la concentracién de iones sulfato
oscila entre los 120 y 150 g/L. Esta alta concentracién de
sales en equilibrio puede llegar a veces a constituir un
inhibidor de la actividad bacteriana (Montealegre, 1991).

La solubilizacién del cobre por oxidacion de los
sulfuros secundarios del mineral es aumentada por la accién
de 1a microflora presente en cada particula de mineral, si ‘se
mantienen las condiciones adecuadas para el crecimiento de
los microorganismos responsables de la lixiviacidn. Es por
ello que la etapa de aglomeracién es un punto critico del
proceso. la calidad del aglomerado determinara la
permeabilidad liquida y gaseosa, necesaria para transportar
los nutrientes requeridos y asi conducir a un activo
crecimiento bacteriano. El refino que riega las pilas, sin
llegar a inundarlas, pasa sin romper la aglomeracion del
mineral. Sobre cada particula de mineral aglomerado, se forma
una capa estacionaria de liquido, de tal manera gque el
liquidoe de regado no entre en contacto directo con el
mineral, disgregandolo, sino s6lo con esta capa de liquido
estacionario. En un sistema de este tipo, todos 1los

mecanismos de transporte de solutos entre el liquide que




fluye y la superficie del mineral, ocurre por difusién a
través de esta capa estaciocnaria.

El mecanismo oxidativo de los sulfurcs de cobre
presentes en el mineral, si bien ocurre en forma quimica,
requiere ser acelerado para Su utilizacidén como un proceso
industrialmente viable. Generalmente, este fendmeno oxidativo
es acelerado en forma natural por la accién de 1los
microorganismos que se desarrollan en el sistema de
lixiviacién (Harrison, 1984; Hutchins, 1986; Rossi, 1990}.
Debido a la importancia que estd adquiriendo este proceso en
la produccién mundial de cobre a partir de sulfuros
secundarios, es de gran relevancia el estudio de 1la
microflora realmente presente en los minerales lixiviados.
Tradicionalmente se han estudiado aquellos microorganismos
que han sido capaces de crecer en los medios de cultivo de

laboratorio.
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2. Microorganismos presentes en los sistemas de
biolixiviacidn.

La microflora detectada, hasta el momento en
sistemas de biolixiviacién o de caracteristicas similares, se
encuentra compuesta por bacterias, protozoos, tales como
Amoebas y Euglenas y hongos, COmO Penicillium, Cladosporium,
Trichosporoen y Rhodotorula. Sin embargo, la poblacién mas
numerosa de microorganismos esta compuesta por bacterias
(Harrison, 1984; Kelly, 1988). La composicién de la poblacidn
bacteriana se ve fuertemente influenciada por la temperatura
a la cual se encuentran sometidas. En sistemas mesofilicos,
en los cuales la temperatura no supera los 45°C, situacidén en
la que estén la mayoria de los procesos industriales hoy en
uso, incluyendo la mina Lo Aguirre, Cerro Colorado y Quebrada
Blanca, se ha observado la presencia de varias especies de
bacterias litotréficas, altamente acidéfilas, entre las
cuales tenemos a Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus
thiooxidans y “Leptospirillum ferrooxidans”. Recientemente en
otros centros se han aislado otras bacterias, tales como
Thiobacillus cuprinus (Huber, 1990), especies cuya relevancia
en este proceso no ha sido determinada. También se han
observado bacterias heterotréficas acidéfilas del género

Acidiphilium, tales como A. cryptum, A. angustum, A. facilis
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y A. rubrum y A. organovorum (Harrison, 1981; Harrison, 1984;
Wichlacz, 1986; Lobos, 1986). A temperaturas mayores de 45
°c, las especies bacterianas dominantes cambian, predominando
entre otras Thermophile TH3, una cepa moderadamente
termofilica (Le Roux, 1977). En ambientes de caracteristicas
similares a los sistemas de biolixiviacién, tales como
dep6sitos de pirita, se han encontrado especies de '
Sulfobacillus, como por ejemplo, Sulfobacillus
thermosul fidooxidans (Golovacheva, 1978). A temperaturas atn
mayores, se ha encontrado que en fuentes termales y suelos
dcidos ricos en azufre, predominan archaea terméfilas
extremas, tales como Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus
solfataricus, Sulfolobus ambivalens y Acidianus brierleyi
(Brierley, 1973; Brock, 1978b; Stetter, i986) .

Actualmente existe un consenso en gque los métodos
que emplean cultivo son inadecuados para estudiar 1la
composicién microbiana de una comunidad, ya que s6lo permiten
observar una pequefia fraccidén de los microorganismos que
crecen en el sistema natural (Bull, 1992; Amann,1993). Sin
embargo, en la actualidad el analisis del ADN extraido
directamente del sistema ha permitido identificar
practicamente a todas las diversas especies presentes en un

nicho, independiente de su capacidad de crecer en un medio de
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cultivo. En procesos de biolixiviacién T. ferrooxidans es
considerado el miembro mas importante de la poblacién
bacteriana y por consecuencia el principal responsable de la
biolixiviacién (Harrison, 1984; Rawlings, 1994; Rossi, 19290).
Debido a esto, se realizan grandes esfuerzos en el estudio de
ésta bacteria, vya dque un mayor conocimiento sobre su
fisiologia, permitiria en teoria mejorar Uuna operacion
industrial de biolixiviacién. Sin embargo, Sand ¥
colaboradores demostraron que en un sistema de lixiviacién de
cobre, las bacterias del género Leptospirilli, comstituian al
menos la mitad de la poblacién cultivable (Sand, 1992). En
verdad no se ha determinado directamente la real diversidad
bacteriana de los sistemas de biolixiviacién, tanto
experimentales como industriales. Aun no se ha determinado
tampoco cuales son las especies prevalentes y como se
comportan en determinadas condicicnes de biolixiviacién.

Los estudios de la microflora, ademds de aumentar el
conocimiento sobre la diversidad de las bacterias
litotroficas, podria ayudar a manejar las condiciones del

proceso en forma mds adecuada para mejorar su eficiencia.
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3. Estudicos de la microflora presente en gistemas de
biolixiviacién.
3.1 Diversidad de los microorganismos prevalentes en gistemas
de biolixiviacibn.

En los sistemas de Dbiolixiviacién no se ha
encontrado una poblacién tan diversa como la observada en
otros ecosistemas naturales, tales como suelo, aguas, etc.
Aunque las condiciones extremas observadas en estos
ecosistemas (alta acidez, medio hiperosmético, presencia de
metales pesados), podrian explicar la baja diversidad
observada, ésta también  podria deberse a que la
caracterizacién de los diversos microorganismos que
proliferan en los sistemas de biolixiviacién se ha limitado a
identificar aquellos capaces de crecer en las condiciones
empleadas en el laboratorio, omitiendo de esta forma
potenciales microorganismos gque no crecerian en estas
condiciones {Lundgren, 1980).

Una descripcién adecuada de las bacterias presentes
en los sistemas de biolixiviacién requiere tanto de una mejor
distincién entre ellas como de poder detectar el total de las
especies bacterianas presentes. Las reglas taxondémicas que se
aplican en la actualidad para definir a 1las especies

tipicamente descritas en estos sistemas, tales como T.
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ferrooxidans, T. thiooxidans y “L. ferrooxidans”, no permiten
una diferenciacién clara de ellas. Por ejemplo, estas reglas
permiten definir como T. ferrooxidans a cualquier aislado con
las siguientes propiedades: eubacteria gram negativa, de
forma cilindrica, acidofilica y autétrofa, capaz de utilizar
ferroso y azufre como fuente de energia. Aislados que oxidan
azufre, pero no puedan utilizar ferroso como fuente de
energia, son clasificados como T. thiooxidans. Cualquier
bacteria con estas mismas propiedades, perc en forma de
espiral y que no utiliza azufre, es clasificada como “L.
ferrooxidans”. Actualmente existe un consenso en que esta
definicién es muy laxa y permite agrupar dentro de un mismo
género a bacterias muy diversas {(Harrison, 1982; Harrison
1984) . Es asi como, las bacterias cultivadas y clasificadas
como T. ferrooxidans genotipicamente son tan diferentes entre
si, que podrian ser agrupadas en varias especies diferentes.

Uno de 1los métodos utilizados para medir las
relaciones filogenéticas entre las bacterias es la
hibridacién de acidos nucleicos. La hibridacién entre
moléculas de ADNs, por ejemplo permite determinar las
relaciones existentes dentro de las bacterias de un género en
particular (Woese, 1987). A este respecto, existen varios

trabajos que estudian la heterogeneidad genotipica existente
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entre distintos aislados de las especies mas frecuentemente
aisladas en sistemas de biolixiviacién (Harrison, 1982;
Harrison, 1984; Harrison, 1985; Harrison, 1986). Basado en el
porcentaje de hibridacidn de los ADNs genémicos de distintos
aislados clasificados como T. ferrooxidans se han establecido
al menos siete grupos (2, 3a, 3b, 4, 5, 6 y 7), con
porcentajes de similitud entre los aislados pertenecientes a
un mismo grupo no inferiores al 70% y con bajos porcentajes
de similitud entre los aislados pertenecientes a distintos
grupos. Por criterios aplicados en la definicién de la
mayoria de las otras especies, grupos con estas diferencias
en homologia total de ADN podrian agruparse en varias
especies diferentes (Harrison, 1982; Harrison, 1984;
Harrison, 1986). La técnica de hibridacién entre ADNs
genémicos, como medio para determinar la diversidad genética,
es ampliamente aceptada en la determinacién de relaciones
filogenéticas entre bacterias pertenecientes a un género
determinado (Woese, 1987). Sin embargo, los resultados son
muy dependientes de las condiciones en las cuales se
desarrolla la reaccién. La homogeneidad en el fraccionamiento
del ADN utilizado, la temperatura de reasociacién, el tiempo
de incubacién y la concentracién de sales (especialmente de
sodio), son cruciales en la obtencién de una adecuada

reaccién de hibridacién. Desafortunadamente, en los trabajos
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para determinar la diversidad génetica de  especies
frecuentemente aisladas en sistemas de biolixiviacidén, no
describen los detalles de las condiciones empleadas del ADN
genémico, la mayoria de las condiciones de las reacciones no
son dadas y si lo son, no se fundamenta el por qué de su uso.
Otro problema que hay que tener presente en la interpretaciédn
de los resultados es la deteccidn de los ADNs hibridados,
luego del tratamiento con ribonucleasa S1. Podria ocurrir que
para dos reacciones de hibridacién en que el porcentaje de
hibridacién es el mismo, el tamafio de los fragmentos
hibridados pueda ser muy distinto, de tal manera que la
retencién de ellos en el filtro puede ser diferente, pudiendo
detectarse valores muy distintos entre ambas hibridaciones
pese a tener el mismo porcentaje de hibridacién. Sin embargo,
el hecho de que se hayan ocupado las mismas condiciones para
todas las reacciones de hibridacidén y que, si se trata de
bacterias pertenecientes a una misma especie, las
caracteristicas de sus ADNs no debieran ser muy diferentes,
sugieren que los resultados obtenidos reflejan, al menos
cualitativamente, un alto grado de heterogeneidad genotipica.

lLas bacterias clasificadas como ™“L. ferrooxidans”
también muestran un alto grado de heterogeneidad genotipica,

tanto por secuencia de ARNr 16S como por hibridacién de ADN
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genémico. Por este altimo método se pueden distinguir al
menos 5 grupos, gue se han denominado 1, 1.1, 1.2, 1.3 y 1.4
(Hallman, 1992; Harrison, 1985; Harrison, 1986). En las cepas
de T. thiocoxidans en cambio se observa un solo grupo por
hibridaciéon ADN-ADN, todas mostrando una hibridacién cruzada
superior al 70% (Goebel, 1994; Harrison, 1982; Lane, 1985;
Lane, 1992). Es por ello que algunos autores al referirse a
7. ferrooxidans y L. ferrooxidans les prefieren llamar
fenoespecies, ya que solo fenotipicamente podrian
clasificarse dentro de una misma especie (Harrison, 1985} .
1. ferrooxidans, por ejemplo no ha sido aceptada formalmente
como una especie, por esta razdn en forma estricta deberia
escribirse entre cremillas.

Estudios filogenéticos moleculares de diferentes
aislados de T. ferrooxidans y de otras especies bacterianas
presentes en sistemas de biolixiviacién utilizando el
porcentaje de similitud de secuencia de los ARNr 165, han
permitido clasificar los distintos aislados de T.
ferrooxidans en grupos filogenéticamente distintos, incluso
con mas distancia evolutiva (diferencia en el 165 ADNr),
entre si que la existente entre algunos aislados de T.
ferrooxidans y T. thiooxidans (Goebel, 1934; Lane, 1992;

Woese, 1987). Esto sugiere gue distintos aislados de T.
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ferrooxidans podrian presentar diferencias importantes en su
comportamiento fenotipico reflejando las diferencias
genotipicas encontradas. LoOs estudios mas recientes han
estado centrados en analisis de la poblacién cultivable
presente en sistemas industriales y naturales de
biolixiviacién (Goebel, 1994). Los resultados en estos
estudios indican que las nuevas cepas bacterianas cultivables
estan estrechamente relacionadas con otras previamente
descritas (Goebel, 1994).

Estudios basados en otras propiedades, como la
composicién de acidos grasos, los componentes respiratorios y
la secuencia del ARNr 5S y el uso de sondas, también
permiten observar la gran heterogeneidad existente entre
aislados de estas especies (Blake, 1992; Lane y col., 1985;

Yates y col., 1986).

3.2. Analisis directo de la poblacién bacteriana.

Actualmente, existe consenso que en la mayoria de los
estudios de comunidades, las Dbacterias <cultivadas no
representan realmente a las bacterias predominantes en el
sistema, debido a que los métodos tradicionales de cultivo,
por su naturaleza selectiva, subestiman el numero y la

variedad de microorganismos en una muestra (Roszak, 1984;
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Ward, 1990, Ward, 1992). Esta ‘deficiencia es probablemente
mayor aun en el sistema de lixiviacién, donde las bacterias
observadas son generalmente sdlo aquellas capaces de crecer
utilizando como fuente de energia, ion Fe(II) o azufre
(Goebel, 1994; Harrison, 1982; Harrison, 1984).

El1 analisis directo de la poblacién bacteriana, ha
permitido sugerir que T. ferrooxidans, la especie considerada
mas importante en Dbiolixiviacidn, podria en ciertas
condiciones no constituir la especie prevalente. Muyzer vy
colaboradores (1987), utilizando un anticuerpo especifico
contra T. ferrooxidans, capaz de reconocer distintas cepas de
la bacteria incluso crecidas en medios de cultivo con
distintas fuentes de energia, observaron que en un sistema de
lixiviacién de la pirita contenida en carbén, la mayoria de
las bacterias observadas por tincién con bromuro de etidio,
un fluorocromo inespecifico, no eran detectadas por un
anticuerpo policlonal anti T. ferrooxidans. Si bien es cierto
que este fenémeno puede explicarse por la ausencia de la
sintesis de algunas macromoléculas, producto del medio en el
cual crecieron, BApel vy colaboradores (1976), obtuvieron
resultados similares analizando muestras de soluciones que
drenaban de una mina de cobre. El anadlisis de los ARNrs 35S

aislados a partir de una muestra de solucidn lixiviante,
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permitié distinguir dos tipos de ARNC 55. S6lo uno de ellos
pudo ser identificado, resultando ser idéntico en secuencia a
la cepa ATCC 19859 de T. ferrooxidans, sin embargo, el otro
ARNr 5S no pudo ser identificado, lo que sugiere la presencia
de especies bacterianas que aun no han sido identificadas por
los métodos tradicionales de cultivo (Lane, 1983).

Analisis directo de la poblacién presente en
mineral, soluciones de lixiviacién o de la poblacidén presente
después de cultivo, indican que la prevalencia de T.
ferrooxidans depende de la concentracién de ion ferroso del
medio, siendo esta la bacteria prevalente en cultivos con
altas concentraciones de ferroso. En ausencia o en bajas
concentraciones de ferroso en el medio las bacterias

prevalentes en mineral lixiviado son T. thiooxidans y L.

ferrooxidans (Pizarro y col., 1996).
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4. Determinacién de la complejidad de la poblacidn bacteriana
presente en distintos ecosistemas.

En los ultimos  afios la caracterizacién de
comunidades bacterianas en un determinado ambiente se ha
realizado a través del analisis del ADN extraido directamente
del sistema. Se han realizado numerosos analisis, utilizando
el 4acido nucleico extraido, tales como determinar la
velocidad de renaturacién (Rawlings, 1994), hibridacién del
ADN con sondas generales y especificas (Sayler, 1990),
amplificacién de algunas regiones tanto conservadas como
especificas de un género Yy posterior deteccién con sondas
marcadas (Steffan, 1991). Las estrategias mas empleadas en la
actualidad son el analisis de las secuencias de los ARNrs 5SS
y 16S del sistema. Muchos de estos estudios han permitido
detectar la presencia de bacterias que no habian podido ser
observadas por cultivo, pero que sin embargo se encuentran en
un numero apreciable en ecosistemas naturales (Britschgi,
1991; Giovannoni, 1990; Lane, 1985; Liesack, 1992; Schmidt,
1991; Ward, 1990). Esta metodologia permite ademas la
comparacién de las secuencias de los ARNrs ribosomales
obtenidos, con aquellas de los de microorganismos de
colecciones y la identificacién filogenética de las especies

presentes en el ecosistema. Sin embargo, estas técnicas




18
tienen algunos inconvenientes que hay que tener en cuenta al
momento de analizar los resultados obtenidos. Al secuenciar
directamente los ARNr presentes en las muestras naturales,
puede que no se detecten aquellos pertenecientes a las
bacterias que se encuentran en bajo numero dentro de 1la
poblacién, detectandose s6lo las mas abundantes. Por otra
parte, cualquiera de las aproximaciones utilizadas en el
aislamiento de genes o Tregiones, potencialmente pueden
imponer una seleccién de las secuencias que van a ser
aisladas. Esta seleccién puede ocurrir principalmente durante
la amplificacién por PCR, clonamiento o alguna de las otras
técnicas cominmente empleadas en este analisis (Schmidt,
1991).

A pesar de las limitaciones sefialadas anteriormente,
el analisis directo ha cambiadoc el panorama de la diversidad
microbiolégica en diferentes sistemas. En los ultimos afios el
estudio de las secuencias del ARN ribosomal ha permitido
establecer relaciones filogenéticas entre los seres vivos,
causando una revolucién en nuestra apreciacién de la
evolucién (Olsen, 1994; Woese, 1987; Woese, 1990). La
aplicacién de esta metdédica ha side de gran ayuda para
definir relaciones filogenéticas entre las bacterias, en las
cuales las caracteristicas fenotipicas son generalmente

insuficientes para realizar una clasificacidén de este tipo
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{Furhman, 1992; Giovannoni, 1990; Lane, 1992; Stackebrandt,
1993; Ward, 1990). Adicionalmente el analisis del 16S ARNr ha
permitido la identificacidn filogenética de especies no
cultivables. Es asi como el analisis de los ARNrs 163
aislados directamente de los microorganismos que crecen en
agua de mar, ha indicado la presencia de un gran numero de
especies filogenéticamente relacionadas entre ellas, que no
pertenecen a ninguno de los microorganismos previamente
cultivados (Britschgi, 1991; Giovannoni, 1990; Schmidt,
1991). Algo similar se ha observado con muestras de agua
dulce en un ambiente terméfilco, en las cuales se han podido
aislar ocho tipos de ARNr 16S, ninguno de los cuales
corresponde a las secuencias de los microorganismos del
sistema que son capaces de crecer en el laboratorio (Ward,
1990). Analisis de los ARNrs 16S aislados a partir de
muestras de suelo, han conducido a los mismos resultados
(Liesack, 1992).

En los procariotes el Iocus genético de los ARNr
contiene los tres genes que codifican para las distintas
moléculas de ARNr (558, 16S y 23S) (Brosius, 1981; Jensen,
1993a). Estos genes se encuentran separados por regiones
espaciadoras que presentan un alto grado de variacién de

secuencia y de tamafio a nivel de géneros ¥ especies
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bacterianas. La regién espaciadora entre los genes 165 y 23S
ADNr contiene secuencias conservadas que codifican para ARNt
o que conforman, en sus extremos, estructuras secundarias en
forma de tallo, que son importantes en el procesamiento de
los ARNr (Bott, 1982; Srivastava, 1990; Sechi, 1993; Lund,
1977; Loughney, 1982; Venegas y col., 1988) ., Las regiones
espaciadoras estédn conservadas en tamafio en diferentes
especies lo que ha permitido distinguir especies y géneros en
base a esta propiedad (Jensen, 1993; Barry, 1991; Abed, 1995;
Riijpens, 1996). La técnica consiste Dbasicamente en
amplificar por PCR la regidn espaciadora entre los genes
ribosomales 165 y 235, usando partidores complementarios a
regiones conservadas del extremo 3' del gen para el ARNr 16S
y para el extremo 5' del gen para el ARNr 235. Los productos
obtenidos se comparan por electroforesis en gel con aquellos
de 1las principales especies aisladas en sistemas de
biolixiviacién (Pizarro, 1996). Utilizando esta técnica
recientemente fue analizada directamente la complejidad de la
poblacién bacteriana preseﬁte en muestras provenientes de una
mina, antes y después del cultivo, la que fue muy diferente
entre ambas (Pizarro, 1996).

En la primera parte de esta tesis se analizdé la
composicién de la poblacidn bacteriana originalmente presente

en diversos sistemas de  Dbiolixiviacién de minerales
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sulfurados de cobre, y también en el proceso de seleccidn
después de cultivo en matraz, con mineral como unica fuente
de energia. El analisis de la composicién de la poblaciédn
bacteriana se basd en la determinacidn del polimorfismo de
tamafio de la regién -espaciadora entre los genes ARN

ribosomales 16S y 23S en el ADN extraido.
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5. Microflora en distintas condiciones de acidez.

La biolixiviacién de cobre es un proceso dque Se
realiza en un medio acido que permite el crecimiento de
microorganismos que aceleren la oxidacién de sulfuros de
cobre. Entre las bacterias encontradas en sistemas de
lixiviacién, T. ferrooxidans es considerada hasta ahora la
mas importante. Esta bacteria se mantiene activa hasta pH
cercanos a 1 (Tuovinen, 1972). La lixiviacién a altas
concentraciones de acido es preferida por los
hidrometalurgistas, porque aumenta la recuperacién desde
6xidos de cobre y previene la formacién de Jjarosita. Sin
embargo, el pH de trabajo se mantiene sobre 1.3, de modo que
pueda crecer T. ferrooxidans (Amaro, 1991; Harrison, 1984).
No obstante, como se demostrd en la primera etapa de esta
tesis es posible obtener un crecimiento bacteriano
significativo en un pH bastante més acido, de 0.6 (0.6 N de
4cido sulfurico). La composicién de la poblacién bacteriana
que crecié en esta condicidén se determindé por analisis
molecular del ADN extraido directamente del sistema. La
amplificacién de la regién espaciadora entre los genes 16S vy
23S ARNr, permitié visualizar la composicidén de la poblacidén

original y la de wuna poblacidén bacteriana finalmente
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seleccionada en cultivos en mineral y alta acidez (acido
sulfurico 0.7 N}.

Otra etapa de esta tesis fue el aislamiento y la
caracterizacién fenotipica y genotipica de la bacteria capaz
de crecer en alta concentracién de acido sulfurico (0.7 N) ¥y
cuya regién espaciadora fuera de un tamafio diferente a todas
las descritas anteriormente(Pizarro, 1996a; Pizarro, 1996b).

Con el propdsito de explorar la relacidn
filogenética entre la bacteria aislada VY otras especies
bacterianas, el 165 ARNr fue amplificado ¥y posteriormente
secuenciado. A su vez fue secuenciada la regidén espaciadora
entre los genes 16S y 23S de la bacteria aislada vy la de T.
thiooxidans DSM 504. La secuenciacién fue realizada en el
laboratorio del Dr. Kenneth Timmis, en el Centro de
Biotecnologia de Braunschweig, GBF, con el apoyo del Dr,.
Michael Yakimov y Dr. Edward Moore.

La caracterizacién fenotipica de la bacteria aislada

estuvo centrada en sus propiedades de resistencia al &acido.
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6. Archaea en biclixiviaciédn.

Recién a comienzos de la década de 1980 se
establecié que un grupo de procariontes conformaban un
dominio de vida distinta a los Eucariotes ¥y Bacterias (Woese,
1990) . Este dominio denominado Archaea, estéa compuesto de dos
linajes. Un reino denominado Chrenarchaeota, conformada por
las terméfilas extremas, vy el otro Euryarchaeota, que incluye
a las metanogénicas y haldéfilas (Woese, 1990). Las terméfilas
extremas crecen todas anaerdbicamente y muchas de ellas
utilizan azufre como fuente de energia (Fliermans, 1972) .
S6lo algunas pueden crecer ademas aerdbicamente. La
temperatura optima de crecimiento bordea los 80°C (Robb,
1995}).

Las Euryarchaeota son mmenos parejas en cuanto al
fenotipo encontrado. Las metanogénicas representadas por los
géneros Methanococcus, Methanobacter y Metanomicrobium,
muestran amplia variedad en morfologia y habitat, pero son
homogéneas en cuanto a su metabolismo. Las haléfilas extremas
conforman un grupo muy singular. Estas son aerobias y crecen
en soluciones de cloruro de sodio cercanas a la saturacidn.
Fllas tienen una alta concentracién de potasio intracelular
(5M) y sSu mecanismo de fotosintesis, en base a

bacteriorodopsina, es unico (Robb, 1893).
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Desde hace algunos afics ha sido descrito el
aislamiento y la caracterizacién de numerosas Archaea, en
diferentes nichos. Pero sbélo recientemente fue publicada la
secuencia completa del gencoma de la primera Archaea,
Methanococcus Jjannaschii (Bult y col., 1926). Aunque la
mayoria de los genes en M. jannaschii, relacionados con la
produccién de energia, divisién celular y el metabolismo son
muy similares a los encontrados en Bacteria, muchos de los
genes involucrados en transcripcién, traduccién y replicaciédn
son mas similares a aquellos encontrados en Eucariotes (Bult
y col., 1896}.

Algunas Archaea se han aislado en ambientes de
condiciones similares a las de los sistemas de
biolixiviacién, tales como: suelos acidos (Fliermans, 1972),
pilas de escoria de carbén (Belly, 1973; Brock, 1978a),
solfataras (Brock, 1978b; Stetter, 1986), etc. La habilidad
para oxidar ferroso, azufre, compuestos reducidos de azufre o
minerales sulfurados, ha sido ampliamente reconocida en
Archaea termofilicas, en especial las del género Sulfolobus.
sin embargo, hasta el momento ninguna Archaea ha sido aislada
directamente desde un sistema de biolixiviacioén industrial.

Es por esto que resultod atractivo el determinar si existen

Archaea en un sistema de lixiviacidn industrial.
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Las muestras utilizadas en la deteccién de Archaea

en sistemas de lixiviacién, correspondieron a la solucidén de
1ixiviacién (Refino), de la mina “Lo Aguirre”, y a mineral
aglomerado, lixiviado experimentalmente con refino. En “lLo
Aguirre”, casi todo el cobre es obtenido a través del sistema
de biolixiviacién en pilas. Particularmente en esta mina las
caracteristicas del refino son bastante extremas ya que
ademas del pH extremo, cercanc a 2, la concentracidn de ion
sulfato varia entre 120 y 160 g/L. El objetivo central de
esta parte de la tesis fue determinar mediante técnicas
moleculares si existian Archaea presentes en los efluentes de
una mina en activa produccidn. Adicionalmente, fue
determinado el numero de especies de Archaea presentes, a
través de un novedoso método de formacién de heteroduplex
(Delwart, 1993). Por analisis filogenético fue posible

determinar ademas las relaciones filogenéticas con las

especies de Archaea ya descritas.




MATERIALES Y METODOS

Cepas vy aislados de referencia. Las sigulentes cepas
bacterianas fueron utilizadas en la realizacién de esta
tesis: T. ferrooxidans ATCC 19859, donada por el Dr. Manuel
Rodriguez (Departamento de Microbiologia, Facultad de
Ciencias Biolégicas, Universidad Catdlica de Chile}) al Dr.
Omar Orellana (Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina Norte, Universidad de Chile); T. thiooxidans ATCC
19377, Leptospirillum ferrooxidans DSM 2391 ¥ Sulfolobus
acidocaldarius BC 65, originalmente donada al Dr. Carlos
Jerez (Departamento de Bioguimica, Facultad de Medicina
Norte, Universidad de Chile). Las siguientes cepas fueron
obtenidas directamente de la coleccién de cultive DSM: T.

thiooxidans DSM 504, T. ferrocoxidans DSM 583.

Cultive de cepas de referencia. Los cultivos de las cepas de
T. ferrooxidans y T. thiooxidans fueron realizados en medio
MS9b [ (NH), SO, 0.4 g/L; K:HPO,-2H,O 0.04 g/L; MgS0O;-H.0 0.25
g/L] (Espejo, 1987). Para el cultivo de T. ferrooxidans, 100

ml de MS9b pH 1.8 conteniendo FeS0,-7HO0 al 3% fueron
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inoculados con 1 x 10° bacterias (Espejo, 1988). Para el

cultivo de T. thiooxidans, 100 ml de MSSb pH 3.5, con 0.5 ¢
de azufre elemental fueron esterilizados a 112 °C por 15

minutos y luego inoculados con una suspensién de azufre y
medio gque contenia aproximadamente 1 X 10® bacterias. La
incubacién en ambos casos se llevé a cabo a 28°C en un
agitador orbital {(orbit Environ-shaker), hasta total
oxidacién del ferroso en el medio o hasta que el pH en el
cultivo en azufre hubiese descendido a 1.5.

Los cultives utilizande mineral concentrado como
dnica fuente de energia se realizaron en matraces Erlenmayer
de 250 ml, con mineral al 2% y MSSb pH 1.8, El mineral
concentrado fue previamente esterilizado en autoclave por 30
minutos a 121°C. El medio de cultivo se cambié cada semana.
Para subcultivar, una suspensién de mineral y medio de
cultivo correspondiente al 1% de volumen de cultivo fue usado
como inécule nuevo. El crecimiento bacteriano fue determinado
cuantificando el ADN extraido de 200 mg de mineral a 1los

diferentes tiempos.

Cuantificacién bacteriana. La determinacién del ntmero de

bacterias totales presentes en el medio de cultivo, se 1llevd
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a cabo por microscopia de epifluorescencia luego de filtrar y

tefiir con naranja de acridina {Hobbie, 1977).

Biolixiviacién en columnas. Los minerales utilizados en la
preparacién de las columnas contenian 1,36% de cobre, del
cual 33% era oxido, un 61% calcocita y un 4,5% covelita. El
mineral fue triturado hasta un tamafic de 1/4 de pulgada vy
luego aglomerado (Rauld, 1986). Se cargaron 2000 gramos de
mineral aglomerado en columnas cilindricas de vidrio (35 cm

de altura y 13 cm de diametro), las cuales se lixiviaron con

600 ml de MS9b por dia, suplementado con é&cido sulfdrico y

ijon ferroso a distintas concentraciones. Previo a la

lixiviacién, las columnas se inocularon con 100 ml de las

soluciones de interés. La cuantificacién del cobre lixiviado

presente en la solucién de salida de la columna se determind
por espectrometria de absorcién atdmica. Mediante este

procedimiento, mas del 90% del cobre, presente como sulfuro,

fue recuperado.

Indculos utilizados. En los cultivos en matraz se utilizd

como indculo una suspencidén de mineral aglomerado de columnas

de lixiviacién (al 20% p/V). Este mineral fue utilizado

cuando se habia alcanzado un 90% o mas de recuperacién de
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cobre. En esta etapa de la lixiviacidn el mineral presenta un
alto numero de bacterias con una alta actividad oxidativa.
Los inéculos obtenidos de un proceso industrial de
biolixiviacién en la planta Lo Aguirre, de la Sociedad Minera
Pudahuel, correspondieron al efluente de la solucidén de
lixiviacién que fluye bajo las pilas de mineral, lixiviadas
por 2 a 4 meses. Estas pilas fueron lixiviadas con la
solucién resultante del proceso de la planta, que incluye

extraccién por solvente (refino).

Extraccién de ADN. E1 ADN de las bacterias asociadas a
mineral se extrajo a partir de 10 gramos de mineral
aglomerado. Para lo cual el mineral inicialmente se lavd dos
veces en H,S50, 0.04 N, y luego 2 veces con TE {(pH 8.3),
centrifugando a 1000 x g por 10 minutos. Posteriormente se

realizé la lisis de las bacterias en el mineral con SDS al 1%
en TE-NaCl 0.15 M, a 70 °C durante 10 minutos. Finalmente se

centrifugd a 1000 X g y se recuperd el sobrenadante con el
ADN de los microorganismos asociados al mineral. Este
procedimiento de extraccidn se realizdé por 4 veces sucesivas
con el propdsito de obtener una muestra representativa que

incluya a los microorganismos gque eventualmente pudieran ser

mis resistentes a la lisis con SDS. Los cuatro sobrenadantes
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se mezclaron para un andlisis posterior. Este método ha
demostrado ser altamente eficiente en la lisis de distintas
cepas de los géneros Thiobacilli y Leptospirilli (Pizarro,
1996a). E1 ADN bacteriano presente en los efluentes de las
columnas se extrajo en forma similar por lisis directa luego
de concentrar las bacterias presentes en 500 ml de solucién y
lavar con HySO4 0,04 N y TE (pH 8,5), excepto que las
centrifugaciones se realizaron a 10.000 x g por 20 minutos
para concentrar las bacterias. La lisis se llevé a cabo de
igual forma como se describidé para las bacterias unidas a
mineral, excepto que sb6lo se realizd una extraccién. La
cuantificacién del ADN extraido se realizd por comparacién
visual de las bandas tefiidas con Bromuro de Etidio con
estandares apropiados, luego de una electroforesis en un gel
de agarosa al 1%. E1l ADN de las bacterias cultivadas en
matraz Erlenmayer se extrajo por el mismo procedimiento, con
la excepcién de que la extraccién se hizo a partir de 50 ml

de cultivo.

Amplificacién por PCR. El ADN utilizado en la amplificacidn
fue previamente tratado enzimaticamente, inicialmente con

ribonucleasa A (0.1 mg/ml) durante 2 horas a 37 °c, y luego

con Proteinasa K (1 mg/ml) durante 1 hora a 37 °c. E1 ADN




32

tratado fue amplificado directamente sin purificacién
adicional, solamente fue diluido al menos 100 veces en TE

(Tris 0.01 M, EDTA 0.001M, pH 7.3). El ADN a amplificar fue

desnaturalizado por calentamiento a 100 °C durante 5 minutos,

y enfriado rapidamente a 0 °c, para minimizar la reasociacién

de las hebras. 1.5 ng de este ADN desnaturalizado se mezcld
con un volumen de mezcla de reaccién (Tris 25 mM, pH 8.3; KCL
100 mM; MgCl, 6.5 mM; dATP, dCTP, dTTP, dGTP 0.4 mM de cada
uno; gelatina 0.04%; Taq polimerasa 1.5 unidades). La mezcla
contenia ademas los partidores adecuados a una concentracién
de 0.2 pM (Saiki, 1988). Finalmente, se agregaron 2 gotas de
aceite mineral para evitar la evaporacion de la solucidn
durante la amplificacién.

De acuerdo a la regién de interés, fueron
utilizados diferentes partidores, descritos en la Tabla 1.
Las regiones espaciadoras entre los genes ribosomales 16S y
235, fueron amplificadas con los partidores Gl vy L1 de
acuerdo con las condiciones de amplificacién del programa 1,
el cual consistié en: dos ciclos de 15 segundos a 94 9C, 1
minuto a 84 °C, 1 minuto a 74 2C, 30 segundos a 55 2C y 30
sequndos a 72 29oC; 23 ciclos de 15 segundos a 94 ¢9C, 30
sequndos a 55 9C y 30 segundos a 72 8C; 1 eiclo de 15

sequndos a 94 9C, 30 segundos a 55 eC y 10 minutos a 72 2C.
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Luego de la amplificacién, se agregaron 5 ul de una solucién

de azul de bromofenol al 0,025% en glicerol al 50% en TE pH
7,5 (Tris 10 mM, pH 7,5; NaEDTA 1mM), v 5 pl de esta mezcla

fueron posteriormente utilizados para electroforesis en gel
de acrilamida. Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata.

La identificacién de las especies a las que
correspondian los amplificados predominantes bajo determinada
condicién de cultivo se hizo por el andlisis de secuencia del
ARNr 16S. Para ello se amplificé por PCR la mayoria del gen
del ARNr 165 junto con la regién espaciadora, usando el
procedimiento de amplificacién descrito por Delong (DelLong,
1992) con los partidores Eubac27F (DeLong, 1992) y Ll
(Jensen, 1993), o Gg (DeLong, 1992) y L1 (Jensen, 1993).

La amplificacién en la que fueron utilizados los
partidores 1392R, 958R ¥y 23F fueron realizadas de acuerdo a
las condiciones descritas por DeLong (Delong, 1992), excepto
que la desnaturalizacién del ADN se realiza en un tubo con la
mezcla de reaccion menos la polimerasa. El programa utilizado
en este caso fue: 3 minutos a 94°C, 10 minutos a 55°C (tiempo
durante el cual debe agregarse 0.2 pl de Taq polimerasa, a
cada tubo); luego 30 ciclos de 1.5 minutos a 55°C, 1.5
minutos a 72°C, 1.5 minutos a 95°C; finalmente 1.5 minutos a

55°C, 5 minutos a 72°C.
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wabla 1. Partidores utilizados en la amplificacidén de zonas

del locus riboscmal.

Partidores Secuencia 5'-3°

Go AGAGTTTGATCCTGG

G1 GAAGTCGTAACARGG

L1 CAAGGCATCCACCGT
Eubac27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG |
1392R TGACGGGCGGTGTGTG

958R YCCGGCGTTGAMTCCAATT
23F TCYGGTIGATCCTGCC

Electroforesis en gel. La comparacién de los tamafios
aparentes de los productos obtenidos luego de 1la
amplificacién, se realizé por electroforesis en un gel de 17
cm de longitud con poliacrilamida al 7% en buffer Tris—
Borato—EDTA. El ADN se visualizé mediante tincién con nitrato
de plata (Espejo, 1993; Lee, 1996). Adicionalmente, a través
de la tincién con nitrato de plata fue posible distinguir el
ADN de doble hebra (negro) y el de simple hebra (rojizo)

(Espejo, 1993).

Secuenciacidén. La secuenciacién de las regiones espaciadoras
entre el 168 y 23S ARNr, y la de los 165 ARNr fue realizada

directamente con los productos de amplificacién respectivos.
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La secuenciacién se hizé utilizando nucleotidos marcados
fluorescentemente y las condiciones de electroforesis
recomendadas (Perkin—-Elmer Applied Biosystems Gmb,
Weiterstadt, Germany), enr un secuenciador automatico Applied

Biosystem 377,

Anilisis de secuencia. Para la identificacidn preliminar de
género, las secuencias del 16S ARNC obtenidas se compararon
inicialmente con las disponibles en el banco de datos de la
EMBL, utilizando el programa Gene Works. En el caso de THA,
las secuencias se alinearon posteriormente con las de los 1685
ARNr de cepas de Thiobacilli y Leptospirilli, previamente
determinadas.

E1 165 ARNr de la bacteria aislada fue secuenciado en su
totalidad (ambas hebras). En todas las secuencias las

lecturas inciertas o anémalas fueron excluidas del andlisis.

Marcacién de 16S ADNr con ATP—q P2, E1 16S ADNr de
Sulfolobus acidocaldarius BC fue marcado radiactivamente
durante la amplificacién por PCR, utilizando para esto ATP-a
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P (actividad especifica 3000 Ci/mmol) en la mezcla de

amplificacién (12 uCi).
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Formacién de heteroduplex entre amplificados del 165 ADNr. lLa
desnaturalizacién y subsecuente renaturalizacién de los

productos de amplificacién del 168 ADNr fue realizada
diluyendo los productos de amplificacién en 10 pl de tampdn

de renaturalizacién (10 mM Tris; 2mM EDTA; 0.1 M NaCl)

(Delwart, 1993) y posteriormente fueron desnaturalizados ¥y

renaturalizados en un termociclador por calentamiento a 96°C

durante 2 minutos, 72°C por 3 minutos y enfriados a 4°C.

Finalmente, los productos se analizaron por electroforesis en
gel de poliacrilamida-bis al 7%, preparados en una camara
Hoefer SE 250 (7 x 8 x 0.75 cm) y corrida a 150 V (Delwart,
1993; Jensen, 1993b). La tincién fue realizada con nitrato de
plata (Espejo, 1993), lo que permitié visualizar el ADN de

hebra doble (negro) y el hebra simple (rojizo).

Determinacién de la resistencia bacteriana a la acidez del
medio: La comparacién de la resistencia al dcido fue
realizada con cultivos de THA y T. thiooxidans ATCC 19377. La
determinacién consistié en cultivar estas bacterias en MS9b y
azufre con cantidades crecientes de &cido sulflirico. Los
cultivos de THA fueron inoculados con 2,5 X 108 bacterias, y
los de 7. thiooxidans con 1 X 10’ bacterias. Ambas bacterias
fueron previamente crecidas en MS9b y azuire, con acido

sulfirico 0.7 N. Fueron cultivadas a 30°C con agitacién (200
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rpm), durante 18 dfas. Luego, se determiné el crecimiento
pacteriano midiendo la absorbancia a 420 nm (después de
decantacién del azufre a 1X g, durante 30 minutos). E1
crecimiento fue expresado como porcentaje, el 100% para T,

thiooxidans correspondié a un valor de 1.0 y a 0.9 para THA.

Determinacién del consumo de oxigeno: La respiracidn
bacteriana fue determinada cuantificando el consumo de
oxigeno en un medidor de oxigeno disuelto YSI modelo 59. Se
utilizaron matraces Erlenmayer de 50 ml, manteniendo la

temperatura a 30°C y con agitacién constante.




RESULTADOS

1. Seleccién de la poblacién bacteriana presente en minerales
lixiviados, después del cultivo en el laboratorio.

Se estudié la poblacién bacteriana crecida durante la
biolixiviacién de minerales de cobre y, aquellas obtenidas
después de cultivarla en el laboratoric. Las diferentes
especies bacterianas fueron distinguidas por el tamafio de la
regién espaciadora entre los genes ribosomales 16S y 235, en
el locus ADNr bacteriano. Los diferentes espaciadores fueron
visualizados mediante amplificacién por PCR del ADN,
utilizando partidores wuniversales para esta regidén en
bacterias, y posterior electroforesis en gel. La composicidn
de la poblacién original y aquella obtenida después del

-

cultivo, fue estudiada con tres muestras diferentes.

1.1. Seleccién de bacterias capaces de crecer en alta

concentracién de acido sulfdrico.

la lixiviaciéon experimental de mineral aglomerado del
tipo calcosina/covelina en columnas, realizado tal como se
describié en la seccién Materiales y MétJ;os, mostré que una
poblacién bacteriana significativa puede ?esarrollarse cuando

t

el mineral es lixiviade con una soluciéﬁ%salina (MS9b), gque
j

E
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contiene 0.6 N de acido sulfurico ¥y 1 g/L de ion ferroso. El
crecimiento bacteriano en estas columnas, estuvo reflejado
por un incremento de 1a extraccién de cobre y de la
generacién de ion férrico, medido en el efluente de las
columnas {(Pizarro, 1996b) (Figura 1). Como puede ser
observado en la Figura 1 el desarrollo bacteriano empieza a
detectarse a los 70 dias aproximadamente, tiempo
significativamente mas largo que los 15 dias observados
cuando la solucién lixiviante contiene 0.1 N de acido
sulfurico (datos no mostrados). Sin embargo, esta fase se
reduce a 20 dias cuando las bacterias procedentes de esta
columna fueron usadas para inocular una sequnda columna

lixiviada a la misma concentracién de acido (0.6 N).
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Figura 1: Cobre lixiviado y produccidén de ion férrico en
columnas de mineral aglomerado, lixiviadas con medio MSSh y

0.6 N de &cido sulfurico. Ion férrico () cobre (¢) obtenido
del efluente de una columna, inoculada con bacterias
procedentes de una columna 1lixiviada con 0.1 N de Aacido
sulfirico. Ion férrico (+) y cobre (x) obtenido del efluente
de una segunda columna inoculada con las Dbacterias
provenientes de la primera columna.

1.1.2. Composicién de la poblacién bacteriana en mineral
lixiviado con alta concentracién de acido sulfirice (0.6 N),
v en posteriores subcultivos en matraz.

Fue estudiada la composicidén de la poblacidén bacteriana

originalmente presente en el mineral y los cambios ocurridos

i

i




después del cultivo en un medic minimo, que contenia 37 g/L
de acido sulftrico (0.7 N} y una mezcla de minerales
concentrados. El1 inéculo original correspondié a mineral
aglomerado del tipo calcocina/covelina lixiviado con una
solucién con 30 g/L de acido sulfurico (0.6 N), en el cual, a
pesar de la alta concentraciéon de acido de la solucidn
lixiviante, se observd un crecimiento bacteriano
significativo, como se mostré6 anteriormente. El mineral
concentrado usado para el cultivo en el laboratorio fue una
mezcla «que contenia principalmente calcosina (36.4%),
covelina {6.1) y calcopirita (40.1%). El crecimiento de las
bacterias asociadas al mineral fue determinado por extraccién
y cuantificacién del ADN bacteriano. La solucién del cultivo
fue cambiada cada semana, descartando las bacterias en
suspensién, y dejando sélo las que se encontraban asociadas
al mineral. Los subcultivos fueron realizados en las mismas
condiciones, una vez observado un crecimiento bacteriano
apropiado en la poblacién asociada al mineral. Los
espaciadores detectados en el inéculo original y en los

sucesivos subcultivos posteriores se muestran en la Figura

2.
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Figura 2. Productos de amplificacién por PCR de las regiones
espaciadoras entre los genes 165 y 23S ribosomales del ADN
extraido de diferentes muestras. Carril 0O, indéculo original
(aglomerado lixiviado en alta concentracién de dacido):;
carriles 1, 2, 3 y 6, primero, segqundo, tercero y sexto
subcultivo respectivamente; carril S° cultive en MS% pH 3.5
y azufre elemental de las bacterias del 6° subcultivo en
mineral; carriles Lf, Tf vy Tt, “IL. ferrooxidans”, T.
ferrooxidans y T. thiooxidans, respectivamente. La linea MW
muestra la banda de 603 pb de 2X174/HaeIIl.

Bceptando que cada banda corresponde a una sola especie
bacteriana (Jensen, 1993; Pizarro, 1996b), la Figura 2 mostrd
que la poblacién original era compleja, es decir estaba

conformada por varias especies bacterianas, y que en los

subcultivos se produjo una seleccién, obteniéndose al final
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del sexto subcultivo una poblacién compuesta por dos cepas
bacterianas. Aquellas bacterias cuyos espaciadores
presentaron mayor migracidn fueron perdidas en los
subcultivos. De acuerdo al largo aparente de los espaciadores
de mayor migracién, estas bacterias probablemente
correspondan a “L. ferrooxidans”. El largo del espaciador de
una de las bacterias seleccionadas en el sexto subcultivo
(observada mas claramente en el segundo subcultivo), es muy
similar al de T. thiooxidans. En el sexto subcultivo, el
espaciador mas largo, observado en la poblacidn original, fue
el prevalente. Este espaciador no pudo ser asociado a ninguna
de las especies bacterianas, caracteristicas del proceso de
biolixiviacién, cuyo tamafio de espaciador sea conocido
(Pizarro, 1996b). Por esta razén, esta bacteria fue estudiada
en mas detalle, como se describe posteriormente.

La poblacién seleccionada en el ultimo subcultivo fue
incapaz de crecer en ion ferroso, pero crecié en azufre como
Gnica fuente de energia (carril S°), sin embargo la
proporcién de los espaciadores, al cultivar en azufre, fue
diferente a la del inéculo. En este cultivo realizado a PpH
3.5 se observé un aumento del espaciador similar a

T.thiooxidans (Figura 2, carril s°).
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1.2, Composicién de la poblacién bacteriana en la solucidn
lixiviante (Refinc) de la planta de produccién de cobre "Lo
Aguirre", y posteriores subcultivos en matraz.

Fue estudiada la composicién de la poblacidén bacteriana
del Refino de planta, y los cambios ocurridos después del
cultivo en matraz con agitacién y mineral concentrado como
exclusiva fuente de energia. El mineral utilizado contenia un
26% de cobre, casi exclusivamente como calcopirita. El pH del
refino original y del medio de cultive utilizado fluctud
entre 1,6 y 1,8. Los espaciadores detectados, mediante
amplificacién por PCR con los partidores Gl y L1, de el ADN
extraido de la muestra original y del ADN de los sucesivos

subcultivos, son mostrades en la Figura 3.
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Figura 3: Productos de amplificacién por PCR de las regiones
espaciadoras entre los genes 16S y 235 ARNr, del ADN extraido
desde diferentes muestras. A. Carril 0O, indéculo original;

carriles 1, 2, 3 y 4, primero, segundo, tercero y cuarto
subcultivo respectivamente; carril Fe, cultivo en ion ferroso
de las bacterias presentes en el cuarto subcultivo; carriles
Lf, Tf y Tt, “L. ferrooxidans”, T. Iferrooxidans y T.
thicoxidans, respectivamente. El carril MW muestra la banda
de 603 pb de oX174/HaeIII. B. Carril 3, tercer subcultivo;
carriles Lf y Tt, “L. ferrooxidans” y T. thiooxidans,

respectivamente.
Los cambios en las proporciones relativas de los
espaciadores en los diferentes subcultivos, que se observaron

en la Fiqura 3A, son dificiles de explicar. Es posible que

estos se deban a diferencias en el sustratc a distintos
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tiempos de incubacién. A mayor tiempo de incubacién pueden
aparecer nuevos compuestos, generados por la oxidacidn de la
calcopirita, tales como azufre elemental, ion ferroso, etc.
La poblacién seleccionada en el cuarto y ultimo subcultivo
estaba compuesta principalmente por dos bacterias con
espacladores diferentes. Cabe hacer notar que los’
espaciadores prevalentes en el ultimo subcultivo no se
detectan en la poblacién original. El1 espaciador més corto
era muy similar al que presentan cepas de “L. ferrooxidans”.
Este espaciador fue el Unico detectado cuando las bacterias
presentes en el cuarto subcultivo fueron crecidas en ion
ferroso como iinica fuente de energia. El espaciador mas largo
fue similar en longitud al observado para T. thiooxidans, lo
que se observd claramente en la Figura 3B, en la que la
electroforesis de los espaciadores del subcultivo 3 fue
realizada con los controles de L. ferrooxidans y T.
thiooxidans adyacentes. Ademas, los espaciadores encontrados
después del tercer subcultivo, digeridos con las enzimas de
restriccién Cfo I (ver Figura 4), Hae TII y Alu I (datos no
mostrados), presentaron el patrén esperado para una mezcla de

espaciadores de “IL. ferrooxidans” y T. thiooxidans.
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I 2 3 4

Figura 4: Patrdn de los fragmentos de restriccidn obtenidos
con Cfo I de las regiones espaciadoras entre los genes 165 y
235 ARNr, procedentes de diferentes muestras. Carril 1,
tercer subcultivo en mineral mostrado en la Figura 3 (carril
3); wcarril 2 vy 3, “L. ferrooxidans”; carril 4, T.
thiooxidans.

1.3. Composicién de la poblacién bacteriana en mineral

lixiviado sin ion ferroso, vy en posteriores subcultivos en
matraz.

Al igual que en los experimentos previos, fue estudiada
la composicién de la poblacién original y los cambios que

ocurrieron después del cultivo en el laboratorio. El indculo
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consistid en mineral aglomerado (calcosina/covelina)
lixiviado con una solucién carente de ion ferroso. En la
Figura 5 son mostrados los espaciadores observados en la
muestra original, wutilizada como inéculo, y después de

subcultivos sucesivos en calcopirita.

22" 3 4 5 6 Tf

Tf LETtO | |

Figura 5: Productos de amplificacién por PCR de las regiones
espaciadoras entre los genes 16S y 23S ARNr, de ADN extraido
de diferentes muestras. Carril O, indéculo original; carril 1,
primer subcultivo a los 9 dias; carril 1', primer subcultivo
a los 18 dias; carril 2, segundo subcultivo, después de 10
dias; carril 2', segundo subcultivo después de 21 dias;
carriles 3, 4, 5 y 6, tercero, cuarto, quinto y sexto
subcultivo, respectivamente. Los <carriles Lf, Tf y Tt
corresponden a “L. ferrooxidans”, T. ferrooxidans y T.

thiooxidans, respectivamente.
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La Figqura 5 mostrd que la poblacién original contenia
dos espaciadores diferentes correspondientes probablemente a
dos especies bacterianas. De acuerdo al tamafioc de 1los
espaciadores deberian corresponder a T. thiocoxidans y “L.
ferrooxidans”. Esta correspondencia fue comprobada
posteriormente a través de la secuenciacién del 165 ARNr
{Pizarro, 1996a; Pizarro, 1996b). En el primer subcultivo fue
detectado un espaciador mas grande que el de T. thiooxidans
ATCC 19377, que no se observdé en la muestra original. Ademas
en el cuarto y quinto subcultivo se detectd un espaciador
adicional, del tamafio esperado para T. ferrooxidans. Al
realizar dos subcultivos en ion ferroso de las bacterias
presentes en cuarto subcultivo, se selecciondé una sola
bacteria, cuyo espaciador tenia igual tamafio que el de T.
ferrooxidans (Figura 6) . Las bandas que migran
aproximadamente en el primer tercio del gel, probablemente
corresponden a heteroduplex formades en el Ultimo ciclo de
alineamiento del PCR (Jensen, 1993b; Delwart, 1993). La
presencia de estos heteroduplex sugiere que la banda formada
por el espaciador, esta conformada por dos espaciadores de
igual tamafio, pero diferentes en secuencia nucleotidica
{Jensen, 1993Db).

Como se observd en la Figura 5, en el Ultimo subcultivo

(sexto)}, parecieron prevalecer sdlo dos especies bacterianas.
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De acuerde al tamafio un espaciador corresponderia a ™“L.
ferrooxidans” pero el otro no pudo asociarse a otra bacteria
encontrada en sistemas de lixiviacidon con espaciador conocido
{Pizarro y col., 1996b}. En la Figura 5 es posible notar que
la poblacidén también cambia durante un mismo subcultivo
(primer subcultivo, carriles 1 y 1'). Igqual que en el caso
anterior, este cambio puede haberse debido a la generacién de
nuevos sustratos producto de la oxidacién de la calcopirita,
como por ejemplo ion ferroso, el que podria permitir un mayor

desarrolle de bacterias ferrooxidantes.

T 1 23TMW |

1 —
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Figura 6: Productos de amplificacién por PCR de las regiones
espaciadoras entre los genes 1635 y 23S ARNr, de ADN extraido
de diferentes muestras. Carril 1, cuartoc subcultivo mostrado
en Figura 5; carril 2, primer subcultivo en ion ferroso de
las bacterias presentes en el cuarto subcultivo; carril 3,
segundo subcultivo en ion ferroso de las bacterias
provenientes del cuarto subcultivo; carril TE, T.
ferrooxidans. El carril MW muestra las bandas de
2X174/HaeIIl.
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2. Aislamiento y caracterizacidén genética y fenotipica de una
bacteria, presente en minerales de cobre lixiviados con una

alta concentracién de icido sulfiurico.

2.1 Seleccién en cultivo, de una bacteria capaz de crecer en

alta concentracidén de acido.

El estudio de la composicidén bacteriana original en 1la
columna y agquella seleccionada después de cultivos sucesivos
en medio MS9b con 0.7 N de &cido sulfiirico, fue descrita
anteriormente en el punto 1.1 de la seccidn Resultados. Tal
comoc se describid, en el sexto subcultivo en matraz se
seleccionaron principalmente dos especies bacterianas. Estas
fueron capaces de crecer en azufre elemental como unica
fuente de energia, pero la proporcidén relativa de estas,
estimada por los espaciadores, cambidé dependiendo del pH del

medio (Figura 7).
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Figura 7: Productos de amplificacién por PCR de las regiones
espaciadoras entre los genes 165 y 23S ARNr del ADN extraido
de diferentes muestras. Carril 1, sexto subcultivo en mineral
con 0.7 N de Acido sulfirico; carril 2, bacterias del sexto
subcultivo crecidas en azufre a pH 3.5; carril 3, bacterias
del sexto subcultivo crecidas en azufre'con 0.7 N de &acido
sulfurico; carriles Tf y Tt, T. ferrooxidans y T. thiooxidans
respectivamente. E1 carril MW muestra la banda de 603 pb de

@X174/HaeIll.

El espaciador de tamafic similar al de la cepa de T.
thiooxidans, estaba aumentado en los cultivos en azufre
crecidos a pH 3.5 (0.01 N de é&cide sulfurico), mientras que

el espaciador mas 1largo fue el Utnico detectado en 1los

cultivos en medio con 0.7 N de &cido sulfirico. Un cultivo




que contenia exclusivamente la cepa bacteriana de espaciador
mas largo, denominada THA, fue obtenido a través de
subcultivos sucesivos en azufre y medio con 0.7 N de acido
sulf;rico. La pureza del cultivo fue verificada al no
detectar el espaciador mas pequefioc cuando se realizaron
cultivos en azufre a pH 3.5 (Figura 8). THA es una bacteria

con forma de bacilo incapaz de crecer en ion ferroso.

Figura 8: Productos de amplificacién por PCR de las regiones
espaciadoras entre los genes 16S y 23S ARNr, de ADN extraido
de las siguientes muestras: carril 1, THA crecida a pH 3.5;
carril 2, THA crecida a pH 1.8; carril 3, T. thiooxidans ATCC
19377 crecido a pH 3.5; carril 4, T. thiooxidans ATCC 19377
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crecido a pH 1.8; carril 5, THA crecido a 0.7 N de acido
sulfidrico.
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2.2. Propiedades fenotipicas vy genctipicas del aislado
bacteriano, THA, capaz de crecer en azufre con alta

_concentracién de acido sulfudrico.
3

2.2.1 Caracterizacién genética de THA.

Se realizd una caracterizacidédn preliminar de THA, para
explorar su relacién filogenética con otras especies
bacterianas capaces de crecer en ambientes acidos. El gen 163
ARNr fue amplificado por PCR (Saiki, 1988) con los partidores
16F27 {(Delong, 1992) y L1 (Jensen, 1993a). El producto de la
amplificacién fue extraido con fenol-cloroformo y secuenciado
directamente con Taq (Lane, 1991), (desde la posicién 20 a la
1500, usando E. coli como referencia), usando
dideoxinucléotidos marcados con fluorescencia. El analisis
fue realizado en un secuenciador automdtico, tal como se
describid en Materiales y Métodos. La secuencia del 165 ARNr
de THA, mostrada en la Figura 9, resultd tener un 99.85% de
similaridad con las cepas de T. thiooxidans ATCC 198377 y B-
S3, indicando una alta cercania a las cepas de T. thiooxidans
conocidas (Goebel, 1994). Sin embargo, esta alta similaridad
no permitié discriminar una diferencia filogenética mayor

(Fox, 1992 ;Woese, 1987), como sugirié por la diferencia en
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Figura 9: Secuencia del 16S ADNr del aislado THA.

diferencia en el tamafio del espaciador,

TGGCTCAAGA
TARCAGGTCT
GAATCTGTCT
CATAACCCCT
AGGAGCCTAC
GACGATCGGT
CACGGCCCAG
GGGCAACCCT
GTAAAGTTCT
GTTGACGTGA
CGGTAATACG
TGCGTAGGCG
GAATGGCGGT
TCCAGGTGTA
ARGGCGGCCA
GCAARCAGGA
AGATGTTTGG
TCCGCCTGGG
GGCCCGCACA
ACCTTACCTG
CCTTCGGGGA
CGTGAGATGT
TGCCAGCGGT
AGGAAGGTGG
CACACGTGCT
GCAGACCCCA
TGCATGAAGT
GACGTTCCCG
GTACCAGAAG
GTTCATGACT

del

espaciador

TGAACGCTIGG
TCGGATGCTG
TTGAGTGGGG
GAGGGGGAAA
GICTGATTAG
AGCTGGTCTG
ACTCCTACGG
GACGAAGCAA
TTCGTGGAGG
ATCCAAGAAG
GGGGGTGCAA
GTGCATTAGG
GGAAACCGGT
GCGGTGAAAT
CCTGGCCCAA
TTAGATACCC
TGCCAAGCGT
AAGTACGGCC
AGCGGTGGAG
GGCTTGACAT
ATCAGRACAC
TGGGTTAAGT
TCGGCCGGGC
GGATGACGTC
ACRATGGCGC
GARAGCGCGT
CGGAATCGCT
GGCCTTGTAC
CCGTTAGCCT
GGGGGTGAAG

de

CGGCATGCCT
ACGAGTGGCG
GACAACCCAG
GCGGGGGATC
CTAGTTGGTA
AGAGGACGAC
GAGGCAGCAG
TGCCGCGTGA
ACGARAAGGT
ARGCACCGGC
GCGTTAATCG
TCTGTCGTGA
GTACTAGAGT
GCGTAGAGAT
TACTGACGCT
TGGTAGTCCA
ACTGAGTGTC
GCAAGGTTAA
CATGTGGTTT
GTCTGGAATC
AGGTGCTGCA
CCCGCAACGA
ACTCTAGGGA
AAGTCCTCAT
GTACAGAGGG
CGTAGTTCGG
AGTAATCGCG
ACACCGCCCG
AACCTTCGGG
TCGTAAC

THA

respecto

AACACATGCA
GACGGGTGAG
GGAAACTTGG
TTCGGACCTC
GGGTAAAGGC
CAGCCACACT
TGGGGAARTTT
ATGAAGARAGG
GGGTGCTAAT
TAACTCCGTG
GAATCACTGG
AATCCCCGGG
ATGGGAGAGG
CTGGAGGAAC
GAGGCACGAA
CGCCCTARAAC
GTAGCTAACG
AACTCARAGG
AATTCGATGC
CTGCAGAGAT
TGGCTGTCGT
GCGCAACCCT
GACTGCCGGT
GGCCTTTATG
AAGCCARAGCC
ATTGCAGTCT
GATCAGCATG
TCACACCATG
AGGGCGATGA

al de

AGTCGAACGG
TAACGCGTAG
GCTAATACCG
GCGCTGGAAG
CTACCAAGGC
GGGACTGAGA
TTCGCRATGG
CCTTCGGGTT
ACCGCCTGCT
CCAGCAGCCG
GCGTAAAGGG
CTCAACCTGG
GTGGTGGAAT
ATCAGTGGCG
AGCGTGGGGA
GATGAATACT
CGATAAGTAT
AATTGACGGG
AACGCGAAGA
GCGGGAGTGC
CAGCTCGTGT
TGTCCTTAGT
GACAAACCGG
TCCAGGGCTA
GCGAGGTGGA
GCAACTCGAC
CCGCGGTGAA
GGAGTGGATT
CCACGGTATG

56

T.

Con el propdésito de investigar el significado de la

fueron secuenciados
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las regiones espaciadoras de THA y de T. thiooxidans DSM 504
(esta cepa tiene un espaciador de igual tamano al de la cepa
ATCC). La secuenciacién directa de las regiones espaciadoras
fue realizada después de la amplificacién con los partidores
Gl y L1, tal como se describié anteriormente (Jensen, 1993;
Pizarro, 1996b). El alineamiento de las secuencias de los

espaciadores de THA, T. thiooxidans DSM 504 y de T.

ferrooxidans A4, mostradas en la Figura 10, indicd que esta
regién tiene regiones altamente homdlogas en los extremos
unidas por una regidén central heterdloga (se utilizé el
programa FASTA). Los 80 a 100 nucléotidos de 1la regidn
heterologa fueron dificiles de alinear, ya que la similaridad
en esta zona fue sélo del 30% con secuencias idénticas que no
superaban los 6 nucléotidos continuos de largo. Este
porcentaje de similaridad se obtuvo luego de incorporar
inserciones y deleciones al alineamiento. Los 276 nucléotidos
proximos al gen 168 ARNr y los 126 nucléotidos préximos al
gen 23S ARNr tuvieron un 98.9% y un 100% de homologia

respectivamente.
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Alineamiento de las secuencias de las regiones

intergénicas de los genes ribosomales 16S y 23S,

thiooxidans DSM 504

El simbolo

=

secuencias idénticas entre las tres bacterias.

TTDSM504 TGATCC
Figura 10
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mejorar el alineamiento).
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Una representacién esquemitica de la similaridad entre los
espaciadores de THA, T.thiooxidans DSM 504, y T. ferrooxidans

cepa A4 (Sagredo, 1992}, es mostrada en la Figura 11.

16S tRnailey tryaclo 235
«— —>
G Lt

Tt

THA

Tf —_—

Figura 11: Representacién esquemdtica de la similaridad de
secuencia entre las regiones intergénicas del 165 y 235 ARNr
de diferentes bacterias. Tt DSM 504, T. thiooxidans DSM 504;
Tf A4, T. ferrooxidans B4; THA, bacteria aislada capaz de
crecer en alta concentracién de acido. La regidén conservada
estad indicada por WM ] y L1 indican la posicién de los
partidores.

Los segmentos conservados y variables entre THA y T.
thiooxidans DSM 504 estaban también presentes en T.

ferrooxidans A4, pero en diferente magnitud. Entre THA y T.
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thiooxidans se observd una regién homologa mas larga en la
parte préxima al 235 ARNr. Al igual que en el espaciador de
T. ferrooxidans (Sagredo, 1992; Salazar, 1989), 1la regidn
proxima al 165 ARNr, de T. thiooxidans y THA incluye los ARN
de transferencia para iscoleucina y alanina, y la regidn
proxima al 23S ARNr posee una secuencia antiterminadora del

tipo Box A (Sagredo, 1992).

2.2.2. Caracterizacién fenotipica de THA.

La caracteristica fenotipica més relevante de THA es su
capacidad para crecer en un ambient_e de extrema acidez, por
lo tanto esta propiedad fue estudiada més extensamente. La
resistencia relativa frente al Aacido, de THA respecto de T.
thiooxidans ATCC 19377, fue estudiada cultivando THA y T.
thiocoxidans en medio MS%9b y azufre elemental, con cantidades
crecientes de A&cide sulftirico (desde 0.02 N a 1.5 N). E1
crecimiento bacterianc fue medido en el medio de cultivo a
los 18 dias, determinando la turbidéz a 420 nm, después de
decantar el azufre. El1 resultado de esta comparacién,
mostrado en la Figura 12, indicé que la resistencia frente
al &cido de THA, no es mucho mayor que la de T. thiooxidans
ATCC 19377. Se pudo observar que desde 1.1 N, THA crece mejor

que T. thiooxidans. Runque THA fue mas resistente al acido
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sulfirico, esta diferencia no explica completamente la
seleccién de THA observada después del cultivo en azufre
elemental y 0.7 N de acido sulfurico (Figura 7). Tal como se

observd en la Figura 12, T. thiooxidans ATCC 19377 fue

también capaz de crecer eficientemente a esta concentracidn

de Acido sulfirico.

Absorbancla Relativa
B

o3 ar [T ] 1. 13 13
Normalidad de Acido Sulfirico

Figura 12: Crecimiento de THA y T. thiooxidans ATCC 19377 en
medio salino MS9 con azufre elemental a concentraciones
crecientes de acido sulfurico. En cada cultivo se utilizaron
igual numero de bacterias, las que previamente fueron
crecidas en acido sulfirico 0.7 N y azufre elemental. La
magnitud del crecimiento bacteriano fue medido después de 18
dias de incubacién, por la turbidez en el sobrenadante del
cultivo, después de la sedimentacidén del azufre a 1X g. lLa
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turbidez fue medida indirectamente midiendo la absorbancia a
420 nm. E1 valor de 100% corresponde a los valores de
absorbancia de 0.9 para THA y 1.0 para T. thiooxidans.lLas
determinaciones fueron hechas en duplicado.
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Adicionalmente, fueron realizadas comparaciones de la
actividad bacteriana determinando el consumo de oxigeno de
THA y T. thiooxidans ATCC 19377. Los resultados obtenidos
fueron similares a los obtenidos comparando el crecimiento a

diferentes pHs {(no mostrados).
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3. ©pstimacién de la heterogeneidad de una poblacién
bacteriana, por 1la formacién de hetercduplex entre los

productos de amplificacién del 16S ADNr.

La amplificacién del ADN total de wuna poblacidn
bacteriana con partidores especificos para el 16S ADNr,
permite obtener una mezcla de amplificados de 16S ADNr
presentes en la poblacién. La desnaturalizacién y posterior
renaturalizacién de estos amplificados, genera heteroduplex
ademas de homoduplex. Los heteroduplex, c¢on regiones no
homologas, tendréan una mobilidad electroforética, en geles de
poliacrilamida, menor que los homoduplex (Delwart, 1993), vya
que las zonas no homologas en estado de hebra simple
presentan menor migracién que las de doble hebra en geles de
poliacrilamida (Yap, 1994; Jensen, 1993b). Por lo tanto, a
mayor disimilaridad entre los amplificados del 16S ADNr,
mayor serd el retardo en la migracién electroforética, ya que
la proporcién de ADN en estado de simple hebra (zonas no

homologas) sera mayor (Delwart, 1993).

3.1 % de homologia v retarde en la migracién electroforética
de los heteroduplex de 16S ADNr.

Con el proposito de visualizar esta relacién se
prepararon amplificados del 16S ADNr de las siguientes

bacterias: E. coli, T. thiocoxidans y T. ferrooxidans. El
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porcentaje de similaridad del 165 ADNr de T. thiooxidans y T.
ferrooxidans respecto a E. coli es de un B2 %. El porcentaje
de similaridad entre T. thiooxidans y T. ferrooxidans es de
un 98.5 %. De acuerdo a esta homologia los heteroduplex
formados entre E. coli y T. ferrooxidans o E. coli y T.
thiooxidans, deberian tener una migracidn electroforética
bastante reducida. Asi mismo, el heteroduplex formado entre
los amplificados de T. ferrooxidans y T. thiooxidans deberia
tener una movilidad electroforética muy cercana al del
homoduplex. La migracién de los heteroduplex fue la esperada
como se muestra en la Figura 13.

Cada una de 1las hebras del amplificado, positiva y
negativa, puede formar dos heteroduplex que generalmente
presentan diferente movilidad (Jensen, 1993b; Delwart, 1993).
A esto se deben la observacién de dos bandas de heteroduplex,

como se observd en la Figura 13.




66

# r
-
~
O O ==
! w uw -
i Er-—“- |
| === |

Figura 13: Electroforésis en gel de poliacrilamida de los
homoduplex y heteroduplex formados entre los productos de
amplificacién del 16S ADNr de bacterias. Los carriles Ec
corresponden al homoduplex nativo de E. coli. Los carriles Tt
y Tf corresponden al homoduplex nativo de T. thiooxidans y T.
ferrooxidans, respectivamente. Los carriles Ec/Tt, Tt/Tf vy
Ec/Tf corresponden a los homoduplex y heteroduplex formados
al denaturar el amplificado de E. coli y T. thiooxidans; T.
thiooxidans y T. ferrooxidans; E. coli y T. ferrooxidans,
respectivamente, durante 2 minutos a 96°C y luego renaturar 3
minutos a 72°C.
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4. Determinacién de la presencia de Archaea en sistemas de

biolixiviacidn.

4.1. Deteccién preliminar de Archaea en la solucién de

lixiviacién de la planta de extraccién de cobre "Lo Aguirre”.

La presencia de archaea fue inicialmente detectada en la
solucién lixiviante utilizada en la mina Lo Aguirre (Refino}
y en cultivos de esta solucién. Los microorganismos presentes
en el Refino fueron cultivados en un medio sintético (Refino
Sintético) cuyas caracteristicas de pH, concentracién de ion
ferroso y sulfato son similares a las del Refino de la
planta. Posteriormente, el ADN extraido de 1las bacterias
presentes en los subcultivos 4, 5 y & fue amplificado usando
los partidores 23F y 1392R para el 16S ADNr. El primero
especifico para archaea y el segundo wuniversal. La
electroforesis del producto mostré varias bandas, una de las
cuales tenia el tamafio esperado para el amplificado del 163
ADNr., Esta banda de aproximadamente 1400 pb, aparecié

aumentada en los Ultimos subcultivos.
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Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con
bromuro de etidio, de los productos de amplificacién por PCR
del 16S ADNr, usando los partidores 23F y 1392R. El1 ADN
utilizado en 1la amplificacién corresponde al de los
subcultivos 4 (carril 4), 5 (carril 5) y 6 (carril 6) en
refino sintético. El inéculo inicial fue el 1% v/v de refino
de la planta Lo Aguirre. M corresponde al marcador ladder
GIBCO de 1 Kb.

4.1.2 Secuenciacién del 16S ADNr amplificado, de la pocblacidn
de archaea presente en Refinc de planta.
Bl fragmento de 1400 pb fue recuperado desde un gel de

agarosa en la forma descrita en materiales y métodos, y luego

secuenciado. Para esta secuenciacién se utilizd el partidor
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340R (5’ CCTGCTGCGCCCCGTAGG 3'), especifico para archaea Yy
que funcionaba eficientemente para otras archaea
(comunicacién personal Dr. Edward Moore). La secuencia
obtenida, de 157 nucleotidos, se compard con las existentes
en el banco de secuencias del Riboscmal Data Projects (RDP) .
La secuencia se muestra en la Figura 15. Las secuencias mas
similares correspondieron todas al dominio Archaea. La regién
secuenciada no presenté ambigiledades indicando que el

producto de amplificacién tenia una secuencia unica.

1 CAGTGTCCAT CTCCGGGCGA CCCTCCCAGG GCCCGTACCC GTCTGAGGCT
51 AGGTGGTCCA TTACACCACC TACTACCTGA TAGGTCGCAG ACTCATCCTT
101 GAGCGTCGTA ACTTTTATTG CAAAAACATT CCAGTTTITAA GCRATTATAW
151 GGTATITA

Figura 15: A. Secuencia parcial del producto de amplificacién
de 1400 pb, obtenido con los partidores 23F y 13392R a partir
del ADN total del sexto subcultivo de Refino de la planta “Lo
Aguirre”.

4.2 Especificidad de los partidores utilizados en la

deteccién de Archaea.

Debido a que la amplificacién del ADN de los subcultivos
de PS, utilizando los partidores F23 ¥y R1392 no fue
especifica, como se observd en la Figura 14, el partidor

universal R1392 fue reemplazado por el partidor R958,
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especifico para archae. Para probar la especificidad de estos
partidores fueron utilizados como templados ADNs de la
archaea Sulfolobus acidocaldarius cepa BC y de las bacterias
7. ferrooxidans, T. thiooxidans y ™“L. ferrooxidans”.

La compara;ién de 1las amplificaciones realizadas con
ambas parejas de partidores, F23 con Ri392 y F23 con R958,
es mostrada en la Figura 16. La amplificacidn hecha con los
partidores F23 y R1392 dié como resultado bandas adicionales
al fragmento esperado para Sulfolobus acidocaldarius cepa BC,
y varias bandas débiles para bacterias (T. ferrooxidans, T.
thiooxidans y “L. ferrooxidans”). En la amplificacién con los
partidores F23 y R958 en cambio, se observé que amplifican
especificamente el ADN de archaea, obteniéndose una sola
banda del tamafic esperado. De acuerdo a estos resultados,
esta wltima combinacién de partidores se utilizé para la

confirmacién de la presencia de archaea en el sistema.
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Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido
con bromuro de etidio, de los productos de amplificacidén por
PCR del 165 ADNr de bacterias y de archaea, utilizando 1los
partidores F23 con R1392 (carriles 1-4) y F23 con R958
(carriles 1'-4'). E1 ADN utilizado en la amplificaciéon fue el
de T. ferrooxidans (carril 1 y 1'), T. thiooxidans (carril -2
y 2'), L. Fferrooxidans (carril 3 y 3') ¥ Sulfolobus
acidocaldarius cepa BC (carril 4 ¥ 4'y. El1 carril R
corresponde al control de reactivos. El carril M muestra el
marcador ladder GIBCO de 100 pb.

4.3. Cultive y seleccién de la poblacién de Archaea

originalemente presente en mineral.
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La presencia de archaea fue investigada en el mineral
aglomerado y lixiviado en una columna con Refino de la planta
“Lo Aguirre”. El refino tenia un pH de 1.6, 120 g/L de ion
sulfato, 2.7 g/L de ion ferroso y 4.5 g/l de fierro total.
Como control se preparé otra columna con el mismo mineral
pero lixiviada con medio minimo M?9b, utilizado generalmente
para los cultivo de laboratorio.

Las muestras de mineral aglomerado fueron tomadas a los
120 dias de lixiviacién, cuando la extraccién de cobre era de
an 97%. Utilizando como inéculo el mineral colonizado, se
prepararon cultivos en ion ferroso, azufre, calcopirita ¥y
extracto de levadura. El medio utilizado en estos cultivos
fue el Refinc de la planta Lo Aguirre. Debido a que esta
solucién contiene casi 3 ¢g/L de ion ferroso, no se agregd
ferroso adicional a los cultivos en ion ferroso, en este caso
el medio fue esterilizado por filtracién a través de un
filtro de 0.2 pm. En los cultivos en azufre, calcopirita y
extracto de levadura, el ion ferrosoc fue oxidado con perdxido
de hidrogeno previo a la adicién ael nutriente, y luego el
Refino Ffue esterilizado en autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Una vez realizados cuatro o cinco subcultivos a 30°C en
cada fuente de energia, se extrajo el ADN de las bacterias

1
presentes en el cultivo.
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Figura 17: Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido
con bromuro de etidio, de los productos de amplificacidén por
PCR del 16S ARNr, a partir del ADN extraido de mineral,
bacterias y archaea. Se utilizaron los partidores para
bacterias Eubac27F- R1492 (carriles 1-5) y para archae
F23-R958 (carriles 1'-5"}. Fueron utilizados los ADN de las
siguientes especies: T. thiooxidans (carriles 1 y 1'}),
Sulfolobus acidocaldarius (carriles 2 y 2'), mineral
lixiviado con refino de planta (carriles 3 y 3'), mineral
lixiviado con medio MS9 (carriles 4 y 4') ¥y 4*° subcultivo
en ion ferroso, cuyo inéculo original fue mineral lixiviado
con refino de planta (carriles 5 y 5'). El carril R
corresponde al control de reactivos. El carril M corresponde
al marcador de peso molecular ladder GIBCO de 100 pb.

También se observé amplificacién especifica en los

subcultivos azufre y calcopirita, como se muestra en la
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4.4. Deteccién de Archaea en mineral lixiviado con refino de
planta.

Una vez obtenido el ADN del mineral y de los subcultivos
en las diferentes fuentes de energia, como se describe en el
punto anterior, este fue amplificado <con partidores
especificos para bacterias (Eubac27F y R1492) y para archaea
(F23 y R958). Los resultados (Figura 17) mostraron gue la
pareja de partidores especificos para archaea F23 y R958
amplifican el ADN de la muestra de mineral lixiviado con
refino de planta y no el del mineral lixiviado con medio
sintético. A su vez hay amplificacién positiva también para

el ADN de los subcultivos en ion ferroso.
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Figura 18. No se detectdé el producto de amplificacién
especifico de archaea en el subcultivo en extracto de

levadura (datos no mostrados).
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Figura 18: Electroforesis en gel de poliacrilamida, tefiido
con nitrato de plata, de los productos de amplificacidén por
PCR (utilizando los partidores F23 y R938) del 16S ARNr, de
los ADNs extraidos de diferentes muestras. Sulfolobus
acidocaldarius cepa BC, carril 1; quinto subcultivo en azufre
elemental, cuyc indculo original fue mineral lixiviade con
refino de planta, carril 2; cuarto subcultivo en calcopirita,
cuyo inéculo original fue el mismo utilizado en los cultivos
en azufre, carril 3. El carril 4 muestra el marcador de peso
molecular ladder GIBCO de 100 pb.
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4.5 Homogeneidad de la poblacidén de Archaea presente en

mineral.

La posible heterogeneidad del producto de amplificacién
del 16S ADNr fue examinada a través de la formacidén de
heteroduplex, previa desnaturalizacién y renaturalizacidn,
segin condiciones descritas en Métodos. E1 165 ADNr
amplificado del ADN procedente del mineral lixiviado con
Refino no formd heteroduplex, lo cual indicé que la poblacidn
presente es homogénea en 165 ARNI, sugiriendo que hay sélo un
tipo de archaea en la muestra (Figura 19). Cuando el
amplificado del 16S ADNr de Sulfolobus acidocaldarius, una
archaea quimiocautotréfica aislada en sistemas similares a los
de Dbiolixiviacién (Rossi, 1990), fue desnaturalizado Yy
renaturalizado, en mezcla con el amplificado procedente del
mineral, se observd la formacién de una sola banda de muy
baja migracién. Esto indicé que existe una baja homologia
entre el amplificado del 16S ADNr de la muestra de mineral y
el de Sulfolobus acidocaldarius (Figura 19).

En los carriles 4, 5, 6, 8 y 9 de la Figura 19 se
observaron bandas entre los homoduplex y las hebras simples,
estas corresponden a simples hebras de un producto de
amplificacién de menor tamafio, que se distingue levemente en

los carriles 3' y 5' de la Figura 17. Es posible identificar

estas bandas como ADN de hebra simple y distinguirlas del ADN
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de hebra doble porque aparecen disminuidas después de 1la
renaturalizacién y son de color rojizo, en vez del
caracteristico negro del ADN de doble hebra, después de la

tincién con nitrato de plata (Lee, 1996; Espejo, 1993).
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Figura 19: Electroforesis en gel de poliacrilamida de los
productos de amplificacién del 165 ADNr de archaea
procedentes de mineral lixiviado y de cultivos, solo o en
combinacién con S. acidocaldarius, después de
desnaturalizacién y renaturalizacién.

Los carriles 1, 2 y 3 corresponden al 16S ADNr
amplificado de S. acidocaldarius, nativo, desnaturalizado y
renaturalizado a 72°C, y desnaturalizado sin renaturalizar,
respectivamente. El carril 4 corresponde a la mezcla de los
productos de amplificacién de mineral lixiviado y de 5.
acidocaldarius, desnaturalizado y renaturalizado a 72°C. Los
carriles 7, 6 y 5 corresponden a 16S ADNr amplificado desde
mineral, nativo, desnaturalizado y renaturalizado a 72°C, y
desnaturalizado sin renaturalizar, respectivamente. El carril
8 corresponde al producto de amplificacién del 165 ADNr del
cultivo en ion ferroso {cuarto subcultivo}, desnaturalizado y
renaturalizado en mezcla con S. acidocaldarius. El carril 9
corresponde sbélo al amplificado del cultivo en ion ferroso
(el mismo del carril 8), desnaturalizado y renaturalizado. M
corresponde al marcador de peso molecular ladder GIBCO
(100bp) . E1 heteroduplex formado esta indicado por =.
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4.5.1 Formacién de heteroduplex entre el amplificado del 168
ADNr de S. acidocaldarius, marcado radiactivamente Yy
amplificados del 16S ADNr de mineral y cultivos.

Para confirmar que entre el 16S ADNr de S.
acidocaldarius y el amplificado proveniente de ADN extraido
de mineral se forma un solo heteroduplex, y descartar la
formacién de heteroduplex de migracién similar o igual al
homoduplex, se marcé radiactivamente el producto de
amplificacién del 16S ADNr de Sulfolobus, utilizando o-P** ATP
en la amplificacién. Este fue posteriormente hibridizado con
amplificados de 16S ADNr del ADN de los cultivos en azufre,
ion ferroso y calcopirita. Cada una de las muestras formdé un
solo heteroduplex (flecha en Figura 20) de igual migracidn,
idéntico al ya detectado anteriormente (flecha en Figura 19),
entre las dos hebras simples de Sulfolobus acidocaldarius.

La formacién de un uUnico heteroduplex, de baja migracién
indica la presencia de un solo microorganismo del dominio
archaea muy poco relacionada con Sulfolobus acidocaldarius.
Considerando que se trataba de un amplificado homogéneo en
secuencia diferente de S. acidocaldarius, los amplificados
del 16S ADNr de ADN procedente de mineral y del cuarto

subcultivo en ion ferroso fueron directamente secuenciados.
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Figura 20: Hibridizacién de 16S ADNr de S. acidocaldarius
marcado radiactivamente con 165 ADNr amplificado de mineral
y cultivos. 16S ADNr de S. acidocaldarius fue marcado

radiactivamente durante la amplificacién con o= P¥
deoxiadenosina trifosfato (Delwart, 1995). E1 producto
marcado (*) fue posteriormente desnaturalizado y
renaturalizado ya sea solo (-) o en mezcla con 165 ADNr

obtenido de 8. acidocaldarius (S), mineral 1lixiviado (O},
cultivo en ion ferroso (0i), azufre elemental (0s), o©
calcopirita (Oc). Después de la electroforesis el gel fue
secado y sometido a autoradiografia. El heteroduplex formado

estd indicado por 2.
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4.6. Secuenciacién del 16S ADNr, amplificado con partidores
especificos para archaea, desde ADN obtenido de mineral y de

cultivo en ion ferroso.

Las secuencias parciales, tanto del amplificado
procedente de mineral como del de cultivo en ion ferroso,
fueron obtenidas en el laboratorio del Dr. Edward Moore (GBF-
Braunschweig) . Estas presentaron indeterminaciones minimas 1lo
que sugirié identidad (Figura 21). A su vez esta secuencia
parcial contenia a la detectada inicialmente en los cultivos
del Refino de la planta “Lo Aguirre”. La comparacién de esta
secuencia con otras existentes en el banco de datos del RDP,
mostré que la especie mas estrechamente relacionada
corresponde a P. oshimae (Figura 21, B), una archaea
acidéfila recientemente descubierta (Schleper, 1995). El

archaeon conteniendo este 16S ADNr se ha nombrado Aglo 120.




A.

5!’

TCCGGTTGAT
GCGAGTCAAG
TAATCTAACC
TATAATTGCT
AGGATGAGTC
GCCTCAGACG
AGACATAAGT
ATGCGCGARAA
ACTTTTCTCA
TGCCAGCCGC
GAGCCTAAAG
AGCTTAACTC
GGTTAAACGT
CGACCAGTGG
AAGGCTAGGG
ACATTGCCCA
CGRAGGTGTT
TAAAGGAATT
TGGAGTCCAC
B.

CCTGCCRGCG
GTATCGTAAG
TTGAGTAAGG
TAAAACTGGA
TGCGACCTAT
GGTACGGGCC
CCAGGCCYTA
GCGCGACACG
TTCCTAARAA
CGCGGTAACA
CGTTCGTAGC
CAGAAAGTCT
ACTTTCAGGG
CGARAGCGTK
TRRCAARYNG
TTTGATGTTG
AARTGGGCCG
GGCGGGGGAG
GC

GCCACTGNTA
ATGCCGGCAA
GATAACTTCG
ATGTTTTTGC
CAGGTAGTAG
CTGGGAGGGG
CGGGGCGCAG
GGGNAGCTTG
GCATGAGGAA
CCCGCAGCAC
CGGTTTTGTA
GAAGAGACTG
TAGGGGTAAA
KAACTAGAAC
GATYARATAC
CTTTTCCGTT
CTTGGGAAGT
CACCGCAACG

TCAARGTTCCG
ACTGCTCAGT
GGAAACTGAA
AATARAAGTT
GTGGTGTAAT
TAGCCCGGAG
CAGGCGGCGA
AGTGTCTTGG
TAAGTGCTGG
GAGTAGTGGT
AATCTTCAGA
CARGACTTGA
ATCCTGTAAT
GAATCTGAMR
CCGGGTAGTC
GAGGGAAGGC
ATGGTCGCAA
GGAGGAATGT

ANTAAGCCAT
AACACGTGGA
GGTAATACCT
ACGACGCTCA
GGACCACCTA
ATGGACTCTG
ACACTGTGCA
CATAGCCAAG
GTAAGACSGG
CACTTTTATT
TAARAGCCTGA
GATCGGGTGA
CCCGGAAGGA
GTARGNAACG
CTAGCTGTAA
AGTGTCGGAG
GACTGAAACT
GCGGTTTAAT
3’
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50
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350
400
450
500
550
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650
700
750
800
850
900
912

Especies mas relacionadas con Aglo 120

% de identidad

86.4
84.4
72.4
72.2
71.3
72.0
70.6
70.6
71.6
73.4

P.oshimae 165 rRNA gene.

Thermoplasma acidophilum 165 rRNA
Methanococcus jannaschii

Archaeal sp. (clon SBAR16) ribosomal
Archaeal sp. (clon WHARN) ribosomal
Unidentified hydrothermal vent arch.
Thermococcus peptonophilus gene
Thermococcus sp. gene for 16S ribosomal
Archaebacterium clon ANTARCTICS 168
Archaebacterium clone OARB 165 rRNA

Figura 21: A. Secuencia parcial del 165 ADNr amplificado
desde ADN de mineral lixiviado con refino de planta. La
secuenciacién directa del fragmento de 930 pb, amplificado
con los ©partidores F23 y R958 <fue realizada en un
secuenciador automatico Applied Biosystems 373. Los
nucléotidos destacados correponden a la secuencia del 1685
ADNTr obtenida del 4*°  subcultivo en ferroso, de
microorganismos provenientes de mineral lixiviado con refino
de planta. B. Especies cuyo 165 ADNr tiene mayor relacidn con
la secuencia determinada (915 posiciones) y los % de
homologia respectivos.
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4.7. Relaciones filogenéticas entre el archaeon Aglo 120, aln

no identificado, y las archaea ya descritas.

El archaeon detectado en el refino de la planta de
biolixiviacién “Lo Aguirre” y en el mineral lixiviado con
refino de planta tuvo una secuencia de 16S ADNr, 1lo
suficientemente diferente de las ya descritas, como para Ser
considerado una nueva especie, de un nuevo género, dentro de
una nueva familia en el orden Thermoplasmales, de la
subdivisién Euryarchaeota, del dominio Archaea (Schleper,
1995; Woese, 1990). El dendrograma de la Figura 22, muestra
la posicién filogenética de Aglo 120 en relacién a otras

archaea ya descritas.




Euryarchaeota

Thermoplasma acidophiium
Haloferax volcanil
Halobacterium halobium

Methanospirillum hungatei

Msthanosaeta eoncilil

Pyrodictium occultum

Desulurocoecus mobllis

Crenarchaeola

Aglo 120

Picrophilus oshimae

Thermococous cafer

Thermoproteus tenax
Thermofilum pendens

Sulfolobus solfataricus
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Bacteria

Escherlchia coli

0.1

Archasogiobus fulgidus

Figura 22: Dendrograma de
estimadas del archaeon Aglol20.

las

relaciones filogenéticas
Las distancias evolutivas

fueron calculadas usando el programa DNADIST y el dendograma
fue hecho usando el algoritmo FITCH en el programa PHYLIP.




DISCUSION

La hipétesis de esta tesis fue: ™“La cantidad vy
diversidad de las bacterias quimioclitotréficas capaces de
crecer oxidando minerales sulfurados es mucho mayor que la
reflejada por métodos de cultivo clasicos”. Para probar esta
hipoétesis se estudid la diversidad bacteriana, empleando una
metodologia que no involucra el cultivo de la muestra, tanto
antes como después de cultivar en los medios cominmente
empleados para este objeto. Se estudié también la diversidad
bacteriana en diferentes condiciones de 1lixiviacidn vy
finalmente se exploré ademds la presencia de archaea,
previamente denominadas archaebacterias.

En esta tesis fueron analizadas principalmente las
bacterias asociadas al mineral, sin embargc los resultados
representan la composicién de la poblacién total, ya que mas
del 90% de las bacterias permanecen asociadas al mineral
(Pizarro, 1996a).

los resultados de &esta tesis seran discutidos

separadamente, en cuatro grandes &reas:
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1. Seleccién de las poblaciocnes bacterianas presentes en
gsigtemas de lixiviacién.

Los estudios de diversidad bacteriana, antes y después
de cultivo, realizados en esta tesis demostraron que al
cultivar ocurre una drastica seleccidén y por consecuencia hay
una disminucién de la diversidad observada inicialmente.

El analisis de la microflora presente en numerosos
sistemas de bolixiviacién ha resultado en la descripcidn de
un ntmero reducido y poco diverso de microorganismos (Rossi,
1990; Harrison, 1984). En la hipdétesis se postulaba que,
probablemente, una de las principales causa$ de la escasa
diversidad observada es que la descripcién se realizaba por
aislamiento de microorganismos en medios . diferentes al
original de lixiviacién. Esto provocaba una seleccién y en
algunos casos también un enriquecimiento de cepas que podrian
no ser las prevalentes en la muestra original (Harrison,
1984, Hutchins, 1986; Rossi, 1990). '

El estudio de la composicién de la poblacién de
microorganismos originalmente presentes en un sistema de

biolixiviacién y, de aquella resultante después de cultivar

se realizé por un método directo. Este consiste en la
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determinacién de los tamafios de las regiones intergénicas de
los genes ribosomales 165 y 23S, presentes en las diferentes
muestras, técnica descrita por Jensen y otros autores
(Jensen, 1993a; Pizarro, 1996b; Abed, 1995}.

Las diferentes condiciones de lixiviacidén presentaron
poblaciones originales de composiciones distintas. Después
del cultivo en el laboratorioc se observaron cambios dréasticos
en la composicién de la poblacién. Estos cambios pueden tener
distintas causas, sin embargo tal vez la mas determinante sea
que: el cultivo en el laboratorio rara vez reproduce las
condiciones que existen en la lixiviacién original. En los
diferentes casos estudiados cambidé el tipo de incubacidn (de
aglomerado regado a matraz agitado), el tipo de mineral o la
fuente de energia, el pH, la concentracién de sales, etc.
Aunque la magnitud de los cambios fue diferente en cada caso,
la disimilitud més importante fue probablemente el método de
incubacién, esto es columnas de mineral aglomerado versus
incubacién en matraz con agitacién. E1 cultivo en matraz
produce un continuo cambio en la composicién del medio
liquido. En el caso de cultivo en mineral, el ferroso puede
acumularse durante la lixiviacién y servir como sustrato a
cepas bacterianas incapaces de crecer eficientemente

utilizando el mineral. De esta forma especies bacterianas que
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oxidan preferentemente ferroso y que pueden estar en un bajo
porcentaje en la poblacidén original, se ven favorecidas en
esta nueva condicién y aumentan su proporcién. El cultivo en
matraz también puede producir una acumulacién de iones en el
medio, por ej. Cu, con un efecto inhibitorio para algunas
cepas bacterianas. Una o varias de las causas antes
mencionadas podrian explicar cada uno de los resultados
obtenidos. Los cambios en la composicién de la poblacidn
observados a distintos tiempos de incubacién de un mismo
subcultivo pueden explicarse por la variacién de la
composicién de la solucién con el tiempo de incubacién. La
seleccién final de cepas bacterianas indetectables en la
poblacién original puede ser consecuencia de una diferencia
mayor entre el medio de cultivo y el de lixiviacién. Sin
embargo, las explicaciones para cada caso particular son
principalmente especulativas. La explicacién de cada caso
requeriria un estudio exhaustivo que estaba fuera de los
intereses de esta tesis.

En conjunto los resultados sugirieron que las cepas
cominmente aisladas por cultivo pueden ser muy diferentes a
aquellas prevalentes en el mineral lixiviado. La
extrapolacién de las caracteristicas de las cepas aisladas a

aquellas presentes en el sistema de lixiviacidn, puede
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incorporar errores importantes para el manejo eficiente del
proceso de biolixiviacién. La caracterizacidén genética Yy
fisiolégica de las bacterias prevalentes en el mineral y que
realmente participan en el proceso permitiria mejorar y
controlar el procesc de Dbiolixiviacidn, al utilizar
parametros para el crecimiento Dbacteriano directamente
extrapolables a la condicién de lixiviacidn.

Un ejemplo particularmente interesante, fue el analisis
de la seleccidén bacteriana observada en las muestras
provenientes de la mina “Lo Aguirre”. En esta mina luego de
extraer el cobre, toda la solucidén lixiviante es reciclada.
Este reciclaje, ademés de la evaporacidn, concentra las sales
no cupricas extraidas del mineral. Las condiciones de
lixiviacién en esta mina son por lo tanto especialmente
extremas, ya que ademds del bajo pH de la solucién de
lixiviacién (1,8-2,0), ésta contiene una concentracién de
iones sulfato muy alta (120 a 150 g/L). Los cationes mas
abundantes, debido a las caracteristicas propias del mineral
utilizado en “Lo Aguirre”, son los de aluminioc y magnesio. En
estas condicicnes de lixiviacién sdélo las bacterias
acidséfilas y osmoresistentes podran crecer eficientemente. La
alta concentracion de iones sulfato, probablemente constituya

uno de los factores mas importantes de seleccién de la
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poblacién presente. Por lo anterior, la poblacién bacteriana
de la mina “Lo Aguirre” es muy caracteristica y probablemente
sea diferente a la encontrada en otros sistemas de
biolixiviacién. Tal como se mostrdé en la primera parte de los
resultados de esta tesis, el cultive sucesivo de las
bacterias presentes en muestras provenientes de efluentes de
ia mina, provoca la seleccién de las bacterias. El cultivo en
medios de minima osmolaridad y con ferroso como fuente de
energia, resultdé en el enriquecimiento de espaciadores
tipicos de bacterias ya descritas mediante los métodos de
cultivo clasicos, esto es T. thiooxidans y “L. ferrooxidans”.
Estos espaciadores no fueron detectables en la poblacién
original, sin embargo el sistema y las condiciones de cultive
provocaron finalmente su seleccién. Por 1lo tanto seria un
error, suponer que al estudiar 1las bacterias seleccionadas
después del cultivo, se estd estudiando a las bacterias
prevalentes en la mina. Adicionalmente, de lo anterior se
desprende que en un sistema de lixiviacién determinado,
pueden estar viables diversas especies bacterianas, pero por
las condiciones de crecimiento algunas de ellas pueden
corresponder a un porcentaje muy pequefio de la poblacidn
bacteriana. Por lo tanto, es razonable pensar que es posible

controlar el tipo de especies bacterianas de un sistema
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variando solamente las condiciones de crecimiento, sin
necesidad de reinocular el sistema.

El analisis de las regiones intergénicas de los genes
ribosomales 16S y 235 de las diferentes muestras estudiadas,
mostré que la cantidad y diversidad de las bacterias no fue
significativamente mayor a lo ya descrito por los métodos que
involucran cultivo. Este analisis involucra la siguiente
premisa: cada espaciador es caracteristico de una especie
bacteriana determinada (Jensen, 1993a; Barry, 1991; Bourque,
1995). Esta premisa debe ser considerada en la interpretacién
de los resultados, ya que es posible que una misma especie
tenga un tamafio conservado en la regién intergénica de los
genes ribosomales 16S y 23S, pero existan variaciones en la
secuencia de las regiones espaciadoras de diferentes cepas,
de modo que mas de una bacteria tengan un mismo tamafio de
espaciador (Garcia-Martinez, 1996).

En algunas muestras, analizadas en esta tesis, se
detectaron algunas regiones espaciadoras totalmente
diferentes en tamafio a las ya descritas (Pizarro, 1986b). En
este caso fue de interés el andlisis mas profundc de las
bacterias con estas regiones espaciadoras diferentes y que

podrian corresponder a especies no descritas anteriormente.
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2. Crecimiento bacteriano en alta concentracién - de acido

sulfarico.

Uno de los sistemas estudiados fue la lixiviacién en
alta concentracién de acido sulfirico (0.6 N). La principal
ventaja de la lixiviacidén a altas concentraciones de acido
sulfurico es que aumenta la recuperacion desde ©Oxidos de
cobre y previene la formacién jarosita, lo que aumenta 1la
eficiencia de lixiviacién (Rossi, 1990). En estas condiciones
de pH, el crecimiento de T. ferrooxidans estaria limitado, ya
que el pH limite descrito al cual esta bacteria es activa es
1.0 (Rossi, 1990). Por lo tanto como se considera que T.
ferrooxidans seria una de las principales responsables del
proceso de oxidacién, el pH de las soluciones de lixiviacién
en las plantas se mantiene generalmente sobre 1.3.

Los resultados mostrados en esta tesis indicaron que en
una columna de mineral aglomerado lixiviada con una solucidn
de pH 0.6, es posible obtener un crecimiento bacteriano
significativo. El crecimiento, determinado a través del
aumento de la oxidacién de ferroso y del aumento en la
extraccién de cobre soluble, permitidé alcanzar los niveles de
oxidacién que se observan en columnas lixiviadas a pH mucho
mas alto (1.6-1.8). Inicialmente el crecimiento bacteriano,

en la primera columna lixiviada con una concentracién de
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acido alta, fue muy lento, observandose un tiempo de retardo
de 70 dias. La poblacidn bacteriana desarrollada en esta
columna parece haberse “adaptado” a las condiciones de
acidez, ya que en una segunda columna lixiviada en las mismas
condiciones de alta acidez, e inoculada con bacterias de la
primera, el tiempo de retardo disminuyé a 20 dias. Lo
anterior, permite afirmar que en la 1lixiviacién en alta
concentracion de acido sulfirico (0.6 N) es posible lograr un
crecimiento bacteriano significativo.

El analisis de la poblacidn bacteriana asociada al
mineral, seleccionada en la lixiviacién con una alta
concentracién de éacido sulfurico, fue realizado a través de
la caracterizacién de las regiones espaciadoras entre los
genes riboscmales 165 y 235. La comparacién de los tamafios de
las regiones espaciadoras indicdé que la poblacién bacteriana
prevalente en el mineral, estaba compuesta por al menos
cuatro especies, ya que se detectaron cuatro tamafios
diferentes. Dos de los espaciadores tenian tamafios descritos
para cepas de "“L. ferrooxidans” {(Pizarro, 19296b). Otro
espaciador tenia igual tamafio al determinado para cepas de T.
thiooxidans (Pizarro, 1996éb), el ultimo de los espaciadores
detectados, tenia un tamafio diferente a todas las especies

tipicamente encontradas en sistemas de 1lixiviacidn. Sin
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embrago, entre estas bandas, la banda de menor tamafio,
correspondiente a un putativo espaciador de “L. ferrooxidans”
puede deberse a un artefacto en la amplificacién, ya que una
banda débil, mas pequefia que la banda principal, es observada
frecuentemente después de la amplificacién, aun tratandose de
cepas de coleccién (ver Figura 7, carriles Tt y Tf).

El analisis de la poblacién bacteriana crecida en matraz
y agitacién, con mineral concentrado como fuente de energia,
mostré sélo la presencia de bacterias con las regiones
espaciadoras de mayor tamafio, observados en la muestra
original. Los espaciadores, similares en tamafio a 1los
observados en “L. ferrooxidans” no fueron detectados ar partir
del primer subcultivo. Adicionalmente, la oxidacién del ion
ferroso parecié no continuar en los subcultivos, ya que
cuando se midid la concentracién de ion ferroso y férrico en
el cuarto subcultivo, 1la razdn ferroso/férrico noc fue
significativamente diferente a la observada en los controles
sin bacterias. La pérdida de “IL. ferrooxidans” en el cultivo
en matraz, puede tener diversas causas, peroc como Sse indicd
en el punto 1 de la discusién, la mas determinante
sequramente es la diferencia en las condiciones de cultivo

(de columna con riego a matraz agitado). Los dos espaciadores

de mayor tamafio se mantuvieron presentes hasta el sexto
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subcultivo aunque las proporciones variaban. La variacidén en
proporcién de los espaciadores indicé que éstos corresponden
a bacterias diferentes, y no a dos operones de la misma
bacteria, capaces de crecer ambas en matraz a la alta

concentracién de acido empleada.

5.1 Aislamiento de una bacteria de alta resistencia al acido.

Las bacterias que presentaban el espaciador mas grande,
diferente al de todas las especies tipicamente presentes en
sistemas de biolixiviacién, fue aislada ¥y caracterizada
genética vy fenotipicamente. Tal como se describid en
Resultados, el aislamiento de la bacteria que poseia el
espaciador de tamafio diferente a los Yya descritos fue
realizado a través de cultivos sucesivos en matraz con azufre
y alta concentracién de &cido sulfurico (0.7 N). La bacteria
aislada fue nombrada THA. La secuencia del 165 ADNr de THA
tiene un 99.85% de homologia con las cepas de T. thiooxidans
ATCC 19377 y B-53 (Goebel, 1994). Este porcentaje de
similaridad no permite discriminacién a nivel de especie, ¥y
por si solo no es suficiente para determinar si THA perienece
a la especie T. thiooxidans, ya que se han descrito bacterias
con una alta homologia en el 16S ARNr (98%) y muy baja

homologia en el ADN total (25%) (Fox, 1992). Sin embargo, su
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capacidad de oxidar azufre y no ferroso, sugieren que
probablemente pertenezca a la especie T. thiooxidans.

La regién intergénica, entre los genes ribosomales 165 ¥y
23S de THA, es aproximadamente 10 pb mas grande que la de T.
thiooxidans. Como se ha mencionacio anteriormente T.
thicoxidans es una especie mucho mas homogénea gque T.
ferrooxidans, representa un taxoén coherente tanto por
hibridacién de ADN-ADN como por el tamafio de la regién
espaciadora (Pizarro, 1996b; Harrison, 1982). Hay
antecedentes que han sugerido una alta conservacién en el
tamafio de la regién espaciadera, entre especies (Rbed, 1995;
Barry, 1991; Bourque, 1995; Jensen, 1993; Pizarro, 1996b;
Salazar, 1989). Se ha descrito que, en bacterias que
contienen varios operones ribosomales, la secuencia del
espaciador en operones ribosomales de la misma clase es muy
conservada (Bott, 1982; Fleischmann, 1992). Sin embargo, la
regién espaciadora de THA, presenta un tamafio diferente y el
anadlisis de su secuencia indicé que existe entre dos zonas de
alta homologia, muy conservadas entre los espaciadores de
THA, T. thiooxidans y T. ferrooxidans, una zona variable. Las
zonas conservadas se encuentran localizadas en los extremos
cercanos al 168 y 235 ADNr, ¥ probablemente estan

involucradas en la maduracidén del 16S y del 235 ARNsr. El
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extremo cercano al 16S comprende también genes conservados
que codifican ARNt, en este caso particular los de isoleucina
y alanina (Lund, 1977; Sechi, 1993; Srivastava, 19%0). La
utilidad de las variaciones en la secuencia del espaciador de
THA para la caracterizacidén filogenética es incierta. Se han
descrito, en otras especies, bajos % de disimilitud entre
diferentes locus ARNr en el mismo cromosoma, entre diferentes
cepas bacterianas (Garcia-Martinez, 1996; Barry, 1991;
Dolzani, 1994; Jensen, 1993b; Sagredo, 1992). Regiones
espaciadoras de tamafios diferentes se han observado en T.
ferrooxidans (Pizarro, 1996b), pero este polimorfismo en
tamafo puede deberse a una inadecuada definicién de especie.
Ensayos de hibridizacién DNA-DNA han mostrado que la especie
T. ferrooxidans es genotipicamente mas diversa que Ilo
habitual para una especie Unica (Harrison, 1982). El conjunto
de antecedentes relativos al tamafio y a la secuencia de la
regién entre los genes 16S y 23S, sugieren que el analisis de
las secuencias de estas regiones, con mayor variabilidad que
el 16S ARNr, podria ser de gran utilidad para determinar
relaciones filogenéticas intragénero o intraespecie, y como
una herramienta adicional para definir mejor a una especie.
La caracteristica fenotipica mas interesante de THA fue

su resistencia al &cido, la cual fue consitentemente mas alta
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que la de T.thiooxidans ATCC 19377, cuando fue crecida en una
solucién salina MS9% y azufre elemental {ver Resultados,
Figura 12). Sin embargo, esta diferencia no fue del grado
esperado, de acuerdo a lo observado inicialmente durante la
seleccién de esta cepa, en condiciones de alta acidez. La
comparacién de la actividad metabdlica medida por el consumo
de oxigeno'de cultivos a pH decreciente también muestran que
THA tenia una resistencia al &cido levemente mayor gque T.
thiooxidans. Sin embargo, aungue THA fue mas resistente al
dcido que T. thiooxidans “ATCC 19377, ésta diferencia no
explica la seleccién obtenida en medio acido 0.7 N y azufre
elemental (ver Resultados, Figura 7), ya que COmo se observd
en la Figura 12, T. thiooxidans ATCC 19377 también fue capaz
de crecer eficientemente a esa concentracidon de acido
sulfurico. La explicacién de la seleccidn obtenida en medio
4cido puede estar en una diferencia entre las cepas de T.
thicoxidans, ya que la cepa de T. thiooxidans de la poblacién
originalmente presente en el mineral, podria haber tenido
caracteristicas fenotipicas diferentes a la cepa ATCC 19377
utilizada en la caracterizacién fenotipica. Otra hipétesis,
para explicar la seleccidn obtenida, es que la velocidad de
crecimiento de THA en azufre y alta concentracién de acido

sea mucho mayor que la de la cepa de T. thiooxidans presente
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en el cultivo. Esta diferencia en la velocidad de crecimiento
puede ser atribuible a diferencias en la adherencia de las
bacterias al azufre o a uha mayor labilidad de las células no
adheridas al azufre.

El conjunto de resultados obtenidos muestran que la
oxidacién de ion ferroso y de sulfuros por accién bacteriana,
puede existir en un nivel significativo cuando la lixiviacién
se realiza con 0.6 N de &acido sulftirico. La poblacién
responsable de la oxidacién a este pH estaba compuesta por
cepas bacterianas estrechamente relacionadas a T. thiooxidans
v de otras cepas relacionadas con w5, ferrooxidans”. La
oxidacién de ferroso en las columnas lixiviadas es atribuible
a “IL. ferrooxidans” y no a T. ferrooxidans, ya que los
espaciadores observados fueron del tamario de “L.
ferrooxidans”, bastante menor a aquellos observados en
cualquier cepa de T. ferrooxidans estudiada. Es posible que
el papel de "L. ferrooxidans” en biolixiviacién haya sido
subvalorado debido a la mayor dificultad en el cultivo o a la
imposibilidad de cultivarlo (Sand, 1992). Poblaciones
bacterianas compuestas de T. thiooxidans y “IL. ferrooxidans”,
también han sido recientemente descritas en otros sistemas de
biolixiviacién, en los cuales se han empleado en el analisis

métodos que no involucran cultivo (Rawlings, 1995).
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3. Evaluacién de la heterogeneidad de una poblacién mediante

el método de formacién de heteroduplex.

La complejidad de una poblacidn bacteriana ha sido
generalmente determinada a través de técnicas que involucran
el cultivo, pero como ya se ha mencionado este método permite
la identificacién de un porcentaﬁe muy bajo de la poblacidn.
Fn los uUltimos afios la mejor aproximacidn, ya que no requiere
del cultivo para determinar la complejidad de una poblacion,
ha consistido en extraer el ADN total, amplificar mediante
PCR el 16S ADNr, clonar los fragmentos amplificados ¥
secuenciarlos (Woese, 1987) . Una vez obtenidas las
secuencias, las diferentes secuencias observadas indican la
diversidad. Adicionalmente, éstas pueden ser comparadas con
las existentes en el banco de secuencias, y determinar las
relaciones filogenéticas con las especies ya descritas. Sin
embargo, la secuenciacidén del 165 ADNr es la técnica mas
ampliamente utilizada para estimar la compleijidad de una
poblacién y establecer las relaciones filogenéticas entre las
especies (Woese, 1987). Sin embargo, el clonamiento y la
secuenciacién de los clones requiere de bastante tiempo de
trabajo y recursos. Ademas, sSi se desea una mejor

caracterizacién de las especies presentes, es necesario
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obtener la secuencia completa del 165 ARNr, esto es
aproximadamente 1500 pb. Un trabajo de esta magnitud requiere
de una tecnologia disponible en pocos laboratorios, ya que es
practicamente imprescindible disponer de un secuenciador
automatico. Considerando 1lo anterior, en esta tesis se
desarrolléd un método més sencille, que no involucra el
clonamiento ni la secuenciacién, y dque permite visualizar la
heterogeneidad y diversidad de wuna poblacién bacteriana.
Ademas permite establecer relaciones entre las especies
presentes en una muestra y alguna especie en particular.

Este método se basa en la formacién de heteroduplex y
su movilidad relativa en electroforesis en gel. Fue descrito
en detalle en la seccidén Métodos y también en Resultados, ya
que esta metddica no habia sido utilizada anteriormente para
establecer la hetercogeneidad de una poblacidén bacteriana, ni
tampoco las relaciones filogenéticas de las especies
presentes con otras ya aisladas. Este método esta basado en
un sistema ampliamente utilizado para estimar la distancia
genética entre subtipos de HIV-1 (Delwart, 1993). A través
del retardo en la movilidad de los heteroduplexes, ha sido
posible estimar con mayor exactitud la distancia genética

entre cuasiespecies virales, resultando esta métodica mas

apropiada que la determinacién y comparacién de las
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secuencias para trabajos con gran numero de muestras, y para
laboratorios de regular equipamiento.

Lo realizado en esta tesis consistio, en términos
generales, en amplificar con partidores especificos el 163
ADNr de las especies a comparar, y posteriormente
desnaturalizar v renaturalizar los productos de
amplificacién. De esta forma fue ©posible distinguir
claramente los heteroduplexes incluso formados por ADNs con
un 98,5 % de homologia. Esfo significa que sin necesidad de
secuenciar es posible distinguir diferencias de 22
nucledtidos entre 1500 pb. Adicionalmente, es posible estimar
la relacién entre los ADNs, puesto que ADNs con un menor
porcentaje de homologia tendran un retardo mayor en la
movilidad electroforética en geles de poliacrilamida.

El uso de este método para estimar la heterogeneidad de
la poblacién bacteriana, puede ser de gran utilidad a futuro
para establecer de forma rapida y sencilla (sin necesidad de
secuenciar), la complejidad de la poblacién y las relaciones

filogenéticas entre las especies estudiadas.
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4. Archaea en un proceso comercial de biolixiviacidén de

cobre.

El sistema comercial de lixiviacién de cobre elegido
para la determinacién de la posible presencia de archaea en
éstos medios, fue el de la mina “Lo Aguirre”, en la cual casi
todo el cobre es obtenido mediante biolixiviacién. En la
planta “Lo Aguirre”, la alta concentracién de iones en la
solucién lixiviante, producto del reciclaje de la solucién
una vez extraido el cobre, puede afectar drasticamente las
posibilidades de crecimiento bacteriano (Montealegre, 19891).
En esta planta la solucidén de lixiviacién (denominada
Refino), contiene aproximadamente 120 a 150 g/L de ion
sulfato, principalmente como sales de magnesic y aluminio, ¥y
en menor concentracién cobaltc y manganeso. En esta planta al
igual que en otros sistemas de biolixiviacién, el pH fluctida
entre 1.6 y 2.0, y el proceso se desarrolla a temperatura
ambiente. En la planta Lo Aguirre”, es posible detectar en la
solucién de lixiviacién diversas especies bacterianas
(Pizarro, 1996a; esta tesis). Sin embargo, a la fecha no se
habian explorado la presencia de Archaea. En ambientes, de
caracteristicas similares a las de sistemas de biolixiviacidn

(solfataras y géisers), se han aislado algunas archaea

(Brock, 1978a; Brock, 1978b; Stetter, 1986). Entre estas, las
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mas estudiadas son las terméfilas Sulfolobus acidocaldarius ¥y
S. solfataricus (Rossi, 1990). Debido a las caracteristicas
fenotipicas de estas archaea, tales como oxidar azufre y
crecer oxidando minerales sulfurados (Rossi, 1990), en medios
adcidos y alta temperatura, se las ha asociado indirectamente
a procesos de biolixiviacidn. Sin embargo, en la literatura
no hay descripciones de alguna archaea aislada de una planta
comercial de biolixiviacién de cobre (Rossi, 1990). Sélo se
han realizado ensayos experimentales relacionados con la
lixiviacién de minerales sulfurados, especialmente con
calcopirita, la cual es recalcitrante a la lixiviacidn
bacteriana (Rossi, 1990).

La estrategia utilizada para la deteccidn de archaea,
fue el analisis de cultivos enriquecides, cuyo indculo
original era el Refino de la planta “ILo Aguirre”, o el
anilisis de mineral de columnas experimentales lixiviadas con
Refino de la planta “Lo Aguirre”. La deteccién preliminar fue
hecha en un cultiveo enriquecido del Refino de planta. Esta
fue realizada amplificando el 16S ARNr, con un partidor
especifico para Archaea y otro universal, el fragmento
amplificado fue secuenciado directamente por PCR. La
secuencia obtenida, la cual no presentaba ambigiiedades, fue

comparada con el banco de secuencias (RDP y EMBL). Los
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resultados indicaron que la secuencia agrupaba con las de
archaea, y gque era ademas bastante diferente a las Yya
descritas en este dominio. Estos resultados, aungque
preliminares, sugirieron que existian archaea en el Refino de
la planta de lixiviacidn de cobre “Lo Aguirre”.

A continuacién la deteccién de archaea fue realizada en
el ADN extraido directamente desde el mineral aglomerado de
una columna lixiviada con Refino de planta. En este caso
fueron utilizados 2 partidores especificos para regiones del
165 ADNr de archaea, que permitieron la amplificacién de un
fragmento de  aproximadamente 950 pb. La estrategia
convencional, en esta parte de la investigacién habria sido
el clonamiento de los fragmentos amplificados y luego la
secuenciacién de los clones. Sin embargo, la alternativa
utilizada fue determinar primero, cuan heterogéneo era el
fragmento amplificado y luego decidir si era necesario
realizar el clonamiento. El1 método de formacidén de
heteroduplex para evaluar la hetercgeneidad y estimar la
distancia genética entre especies, permitid determinar que el
amplificado era muy homogeneo en secuencia. Esto se manifestd
porque la desnaturalizacién V' renaturalizacién del
amplificado del 165 ARNr de archaea, no origind

heteroduplexes. Con el propdsito de determinar la relacidn
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existente entre la archaea presente (nombrada Aglo 120) ¥y
Sulfolobus acidocaldarius {(otra archaea aislada en ambientes
de caracteristicas similares a los sistemas de
biolixiviacién), se utilizé también la técnica de formacidn
de heteroduplex, pero empleando el producto de amplificacidn
del 165 ADNr de S. acidocaldarius, marcado radiactivamente
con P*. El amplificado marcado de S. acidocaldarius formd un
heteroduplex, entre el amplificado de Aglo 120, con un alto
retardo en la migracién (migra entre las hebras simples). Ese
nivel de retardo en la movilidad electroforética implica que
ambas secuencias estan muy poco relacionadas entre si. En
consideracién a lo anterior, se realizd la secuenciacidn
directa por PCR del fragmento amplificado. La secuencia del
amplificado, de aproximadamente 900 nuclebdtidos, no
presentaba ambigiiedades. La comparacién de la secuencia con
las vya descritas indicé que se trataba de un archaeon
diferente. Los microorganismos mas relacionadas eran el
recientemente descrito Picrophilus oshimae (88.1%) (Schleper,
1995), y Thermoplasma acidophilum (86.3%). Estas diferencias
en la secuencia del 165 ADNr sugieren que Aglo 120 es una
especie, aln desconocida, dentro de una tercera nueva familia

del orden Thermoplasmales, de la subdivisioén Euryarchaeota,

del dominio Archaea (Schleper, 1995; Woese, 1990).
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Adicionalmente, se realizaron cultivos en matraz
utilizando como indculo mineral aglomerado lixiviado con
Refino, y como fuente de energia azuifre, ferroso, calcopirita
o extracto de levadura. El1 16S ADNr de archaea fue observado
en los cultivos en azufre, ferroso ¥y calcopirita, pero no en
extracto de levadura. El1 heteroduplex formado entre el
amplificado del 16S ADNr de Sulfolobus acidocaldarius y los
165 ADNr amplificados «con partidores especificos para
archaea, provenientes de los diferentes cultivos, fue Unico y
de igual migracién al formado entre el 16S ADNr amplificado
de S. acidocaldarius y el obtenido a partir del ADN presente
en el mineral lixiviado con Refino, utilizado para determinar
la secuencia de nuclesdtidos.

También se realizdé la secuenciacién parcial del 163 ADNr
amplificado a partir del ADN presente en el cultivo en
ferroso. Esta secuencia resultd idéntica a la del 165 ADNr
amplificado a partir del ADN obtenido del mineral lixiviado
con Refino de planta v a la del cultivo enriquecido del
Refino de la planta, donde se detecté originalmente. Aunque,
esta archaea fue detectada en mineral aglomerado, y en
cultivos en azufre, ferroso y calcopirita, no es posible
afirmar que sea capaz de oxidar ferrosec, azufre y mineral, ya

que en estos cultivos crecen bacterias que podrian
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suplementar compuestos organicos. Tampoco es posible afirmar
que el que no haya sido detectada en el cultivo con extracto
de 1levadura, signifique que no es una heterdtrofa. Se ha
descrito, por ejemplo, que para el cultivo de especies del
género Thermoplasma, archaea heterétrofas relacionadas con
Aglo 120, se requiere de concentraciones bien definidas de
extracto de levadura (Robb, 1995). Altas concentraciones
pueden inhibir el crecimiento de estos microorganismos. La
obtencién de un cultivo puro es imprescindible para describir
con certeza las caracteristicas fenotipicas de Aglo 120.

En la actualidad existen en el bancc de secuencias,
aproximadamente 5000 secuencias del dominio Bacterias (en
alqunos de estos casos se trata de los mismos organismos) .
Sin embargo, hay solamente 158 secuencias del dominio
Archaea. Por lo tanto, no resulta extrafic que Aglo 120 sea
una nueva especie, pero si es muy interesante que pudiera
constituir un nuevo miembro de un nuevo geénero y una nueva
familia.

Aglo 120 seria el primer miembro del dominio Archaea
detectado en un proceso comercial de lixiviacién de cobre. El
rol que cumpliria Aglo 120 dentro del proceso es incierto, ya

que no es claro que este sea un microorganismo autdtrofo,

capaz de oxidar ferroso y azufre. Sin embargo, resulta
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interesante que este microorganismo se haya detectado tanto
en Refino como en mineral, y que sblo se detecte en altas
concentraciones de sales (sulfatos) y no cuando el mineral es
1ixiviado con medio minimo (baja concentracién de sulfatos).
Un trabajo futuro que implique el desarrollo de estrategias
de aiglamiento serad indispensable para el estudio de la
funcién de Aglo 120 en el proceso de biolixiviacidon de la
planta de obtencién de cobre “Lo Aguirre”.

Los resultados obtenidos en esta tesis han sugerido que,
contrariamente a lo expuesto en la hipbtesis de esta tesis,
la diversidad de las bacterias quimiolitotréficas capaces de
crecer oxidando minerales sulfurados no es mucho mayor que la
descrita por los métodos de cultivo clésicos, como ha sido
descrito en otros sistemas. Bunque la diversidad de las
bacterias en sistemas de lixiviacién no es muy diferente a la
descrita a través de los métodos de cultivo clasicos, resulta
importante destacar la presencia de archaea en un sistema
comercial de biolixiviacién de cobre. La funcidén que
cumplirian las archaea y particularmente este archaeon dentro
del proceso de biolixiviacidén es incierto, pero sin duda
resulta de gran interés el estudio de estos microorganismos

para evaluar su relevancia dentro del proceso de lixiviacidn

de cobre.
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En este caso particular, la diversidad de las archaea

presentes fue minima, ya que lo mas probable es que 5@ trate

de una sola especie.




111

CONCLUSIONES

-1 analisis del polimorfismo del tamafio de la regién
intergénica entre el 165 y 235 ADNT, permite seguir los
cambios que se producen en una poblacién microbiana durante

el crecimiento.

-FEl1 cultivo de los microorganismos presentes en sistemas de
biolixiviacién, incluso utilizando minerales sulfurados como
fuente de energia, provoca una drastica selecciéon y en
algunos casos ocasiona un enriquecimiento de una poblacidén

indetectable en la muestra original.

-Durante el cultivo en matraz utilizando minerales sulfurados
como fuente de energia, la composicién de la poblacidn puede

variar en cada subcultivo y durante un mismo subcultivo.

~La diversidad de las bacterias presentes en varios sistemas
de biolixiviacién estudiados no fue mayor a la ya determinada

a través de los métodos de cultivo clasicos.
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-Es posible obtener un crecimiento bacteriano significativo
cuando la lixiviacién se realiza con alta concentracién de

dcido sulfurico (0.6 N).

-La poblacién bacteriana compuesta PpoOr bacterias del tipo
“Leptospirillum ferrocoxidans” y Thiobacillus thiooxidans es
capaz de lixiviar eficientemente en condiciones de alta
acidez (acido sulfurico 0.6 N). Esta asociacién de bacterias,
también observada en otros sistemas analizados sin mediar
cultivo, sugiere que tal vez ™L. ferroxidans” tenga un rol
mas importante dentro del proceso de biolixiviacidon, del que

se le ha atribuido hasta el momento.

-la bacteria THA, capaz de crecer en azufre y 1.5 N de &cido
sulfurico, tiene un 165 ADNr con una homologia de un 99.85%
con T.thiooxidans, cepas ATCC 19377 y B-S3. Sin embargo,
tiene un espaciador intergénico 16S-23S ADNr mas grande que
el de T. thiooxidans, con una alta disimilaridad en la regidn

central.

-El método de formacién de heteroduplex permite la evaluacidn
de 1la heterogeneidad de un amplificado de 165 ADNr, vy

adicionalmente estimar la relacién filogenética de este con
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otras especies ya descritas. Este método se puede constituir

a futuro en herramienta util para estimar, en forma rapida,
la heterogeneidad de una poblacién de microorganismos y la

relacién filogenética entre ellos.

-En un sistema particular de biolixiviacién comercial de

cobre, existen ademas de bacterias, microorganismos del

dominio Archaea.

-E1 archaeon detectado en la planta “Lo Aguirre”, corresponde
a una nueva especie, tan diferente a las ya descritas que
seria el representante de un nuevo género y de una nueva

familia dentro del orden Thermoplasmales.
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