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RESUMEN
En el proceso de biolixiviacion existen factores bioldgicos, fisicos y quimicos, que afectan
el crecimiento y desarrollo de los microrganismos, y por ende su rendimiento. Tal es asi
que la poca disponibilidad de O; y las bajas temperaturas en muchas unidades de
produccién minera ubicadas en regiones altoandinas limitan las operaciones de lixiviacion
bacteriana, ya que disminuyen la tasa de oxidacion de hierro por microorganismos
mesofilos. El presente estudio tuvo como objetivo aislar y caracterizar consorcios
microbianos lixiviantes psicrotolerantes (CMLP) que puedan ser usados en procesos
industriales de recuperacion de metales en unidades de operacion minera a gran altitud.
Se colectaron en total 11 muestras de aguas acidas procedentes de la Compafiia minera
Volcan (4 261 m.s.n.m.) localizada en la ciudad de Cerro de Pasco, de la minera Huarén
(4 534 m.s.n.m.) ubicada en el distrito de Huayllay, y de la Laguna Yanamate (4 358
m.s.n.m.) localizada al sureste de la ciudad de Cerro de Pasco. Se aislaron y estudiaron 6
CMLP que oxidaron sulfuro de cobre 0.5% (p/v) y sulfuro de zinc 0.5% (p/v) a 5°C. Se
evaluaron las cinéticas de crecimiento de los CMLP y se obtuvieron consorcios con
tiempos de duplicacion de hasta 49.5 horas en CuS y 60.8 horas en ZnS. Se evaluaron
las cinéticas de liberacion de cobre del mejor consorcio en CuS y un mineral azufrado,
obteniendo mejores resultados en el sulfuro sintético (CuS), donde se liberé hasta 1.51
mg/L de cobre (ll) por cada 105 celulas/mL. Se extrajo DNA metagenémico de los seis
consorcios y se secuenciaron las librerias de amplicones construidas usando los primers
27F y 518R. Los consorcios estuvieron compuestos en su mayoria por el género
Acidithiobacillus sp. y solo en uno de ellos estuvo presente Leptospirillum ferroxidans. Se
predijeron los metagenomas virtuales para cada CMLP, los cuales evidenciaron la
presencia de genes para la resistencia a arsénico en el género Acidithiobacillus sp en
todos los consorcios y genes para la resistencia a cobre solo en Leptospirillum

ferroxidans; los genes codificantes de proteinas anticongelantes estuvieron presentes en



ambos géneros. Nuestros resultados representan el primer estudio sobre la
caracterizacion de consorcios microbianos lixiviantes psicrotolerantes aislados de zonas

mineras a gran altitud en el Peru.



ABSTRACT
The bioleaching processes are limited by the availability of O, and the low temperatures
(from -3°C to 15°C) in Andean mining zones. These parameters limit bacterial leaching
operations because decrease the rate of iron oxidation by mesophilic microorganisms.
This study aimed to isolate and characterize microbial psychrotolerant consortia leaching
(MPCL) that can be used in industrial processes for metal recovery units at high altitude
mining operation. We collected and cultured 11 samples of acidic water from the Volcan
mining company (4261 m.a.s.l) located in the city of Cerro de Pasco, the Huarén mine
(4534 m.a.s.l) located in the district of Huayllay, and Yanamate Lake (4358 m.a.s.|) located
at the southeast of the city of Cerro de Pasco. We obtained 6 MPCL that oxidized copper
sulfide 0.5%(w/v) and zinc sulfide 0.5% at 5°C. Growth kinetics of the 6 MPCL were
evaluated and doubling times of 49.5 hours for CuS and 60.8 hours for ZnS were obtained.
The release of copper kinetics on CuS and synthetic sulphide were evaluated, obtaining
better results in synthetic sulfide (CuS), where copper (II) was released to 1.51 mg/L for
every 10° cells/mL. Metagenomic DNA of the 6 consortia were extracted and sequenced.
The amplicons libraries were built using 27F and 518R primers. The consortia were
mostly composed for the genus Acidithiobacillus sp. and only in one of them Leptospirillum
ferroxidans was present. Virtual metagenome for each consortia was predicted, and
revealed the presence of genes for arsenic resistance in Acidithiobacillus sp. in all the
consortias. Genes for copper resistance were only present in Leptospirillum ferroxidans
and the antifreeze proteins ones were present in both species. In conclusion, the results
represent the first study of molecular diversity and physiological characterization of
microbial psychrotolerant consortia leaching isolated from mining areas at high altitude in

Peru.
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1. INTRODUCCION

La lixiviaciéon bacteriana o biolixiviacion, constituye un método eficiente y de bajo
costo para la recuperacion de metales a partir de minerales de baja ley; pero su principal
desventaja es que demora mucho tiempo en la recuperacion de los metales. La demora
se vuelve mas notoria en condiciones desfavorables para el proceso, como por ejemplo la
poca disponibilidad de oxigeno o las bajas temperaturas (Pradhan et al., 2008),
caracteristicas de varias provincias alto andinas en el Peru, donde operan importantes
unidades de extraccion de minerales en las que las condiciones atmosféricas son

limitantes para la vida microbiana (Abanto etal. , 2013).

En el proceso de biolixiviacion existen factores ambientales, biolégicos, fisicos y
quimicos, que afectan el crecimiento y desarrollo de los microorganismos, y por ende su
rendimiento; tales como pH, O2, CO,, nutrientes, temperatura, fuente de energia, luz,
presencia de inhibidores, potencial redox y tamafo de las particulas (Pradhan etal .,
2008). Estos factores son dificiles de controlar, especialmente en aplicaciones de mayor
envergadura; como ejemplo, a bajas temperaturas la accion de las bacterias disminuye y
con ello la recuperacion del mineral, lo mismo sucede con la poca disponibilidad de

oxigeno (COCHILCO, 2009).

Muchas unidades de produccion minera en nuestro pais, se encuentran ubicadas
en regiones donde la altitud sobrepasa los 3 000 m.s.n.m., ubicandose la Unidad Minera
San Rafael incluso a 5 200 m.s.n.m. en el departamento de Puno (Ministerio de Energia y
Minas, 2012). A mayores altitudes, la presién atmosférica disminuye y con ello la
disponibilidad de oxigeno ambiental, esto repercute en los sistemas de lixiviacion
bacteriana a gran altura. Por otra parte, las temperaturas bajas en las provincias a gran

altitud son normales, teniendo medias de 12°C para las temperaturas maximas y 5°C para



las temperaturas minimas respectivamente en las zonas de operacion minera a gran

altitud (SENAMHI, 2004).

Ademas, algunos procesos de biolixiviacion son realizados con un numero limitado
de microorganismos porque se desconoce la identidad y las caracteristicas de la mayoria
de ellos, que forman parte de consorcios lixiviantes con interacciones microbianas
complejas y distintos patrones de nutricion (Erlich, 1999; Johnson, 1998; Edwards etal .,

2000).

La eficiencia en la recuperacion de minerales, no es la Unica razén para llevar a cabo
investigaciones en la ecologia de los consorcios microbianos lixiviantes, pues la
preservacién del ambiente es otra razén importante para la explotacidon de estos
minerales refractarios; de no usarse, la exposicion a la intemperie de las relaveras o
montones de minerales de baja ley generados en los procesos mineros, podrian poner en
peligro el ambiente y la salud humana por la liberacion de metales pesados junto con
drenajes acidos de mina, a fuentes de agua superficial, subterranea o de otro tipo

(Pradhan etal ., 2008).

Para la investigacion de nuevos microorganismos con potencial lixiviante, se han
venido utilizando herramientas moleculares, logrando resultados prometedores. Entre las
herramientas moleculares de mayor eficiencia, encontramos el analisis del material
genético total, conocido como metagenomica. Entre las mudltiples aplicaciones de la
metagendmica, encontramos que este tipo de analisis tiene elevado potencial para
determinar la estructura de la comunidad microbiana de las operaciones de biolixiviacién,
también puede generar conocimientos de cdmo se ejecutan las relaciones de cooperacién
en un consorcio microbiano y el modo en que se pueden formular nuevas alternativas de
cultivo de microorganismos que previamente no podian ser cultivados (Holmes vy

Bonnefoy, 2006).



2. MARCO TEORICO

2.1. Mina Cerro de Pasco (Cobbing etal ., 1996)

Deposito polimetalico que se encuentra entre los distritos de Chaupimarca vy
Yanacancha en la provincia y departamento de Pasco a una altitud de 4 330 m.s.n.m. Las
coordenadas UTM (Uniesal Tansvese Mecab ) de su ubicacion son: 8 819 500 — Ny
362 400 — E, localizada en las estribaciones occidentales de la Cordillera Central de los

Andes Peruanos.

Los minerales de importancia econdmica son: esfalerita, marmatita, galena y
matildita y los de ganga son; pirita, marcasita, pirrotita, siderita, bismutinita, magnetita, con

elementos trazas en ppm de Mn — Cu—-Sn-W.

2.2. Mina Huarén (Cobbing etal ., 1996)

Se ubica a 40 Km al S 30° O de la ciudad de Cerro de Pasco, entre las

coordenadas (UTM) 8 783 305 — N y 345 659 — E; a una altitud de 4 540 m.s.n.m.

El yacimiento es de origen hidrotermal — filoneano, esta formado por estructuras
mineralizadas de 3 tipos: vetas (dentro de fallas), mantos (en forma estratiforme) y

bolsonadas.

El mineral de mena esta constituido por enargita, tetraedrita, galena y marmatita y
los de ganga son: pirita, cuarzo y rodocrosita. Las alteraciones que presenta son

silicificacion, piritizacion y epidotizacion.



2.3. Disolucion de minerales sulfurados

Muchos factores impactan la generacién de drenajes acidos de mina (AMD). En
parte, las tasas de disolucion se determinan por la quimica de los fluidos, los minerales, el
tipo de roca, y la temperatura. La tasa de suministro de reactivos oxidantes a la superficie
del mineral influye en la velocidad a la que se disuelve la pirita. Los oxidantes tipicos son
el oxigeno vy el hierro férrico. La concentracion de oxigeno en el agua subterranea es muy

pequena comparada con el gran requerimiento de O en la reaccién global (Lufin, 2007):

FeS,+ 3.50; + H:O —» Fe?" + 28042+ 2H*

Por lo tanto, la fuente predominante de oxigeno en los sistemas de oxidacion
rapida es el aire. De hecho, en la creacién de AMD, las soluciones deben ser re-
oxigenadas a cientos de miles de veces a lo largo de su trayectoria (Baker y Banfield,

2003).

Los estudios geoquimicos han establecido que el oxigeno es un oxidante menos

efectivo que el hierro férrico. Por lo tanto, la via dominante para la disolucion de pirita

implica la oxidacion por hierro ferroso:

14Fe?* + 3.502 + 14H* —» 14 Fe® + 7H20

Seguido por la reduccién de hierro férrico por un sulfuro:

FeS.+ 14Fe3* + 8H,0 —» 15Fe?* + 2S04% + 16H*



2.4. Lixiviacion de sulfuros de cobre

En operaciones de lixiviacion la remocion de electrones desde los sulfuros es
llevada a cabo por introduccién de un agente oxidante en la solucién de lixiviacion. En
términos termodinamicos, este agente oxidante puede ser cualquier par redox con un
potencial termodinamico mas positivo que el asociado a la disolucién anddica del

respectivo sulfuro de cobre (Lufin, 2007).

La lixiviacion bacteriana de minerales de sulfuro se basa en el uso combinado de
dos oxidantes, ion férrico y oxigeno. La semi-reaccion asociada a la reduccion del oxigeno

es:

Oz +4H* + 4e < 2H.0

Sin embargo, la velocidad de oxidacién de i6n ferroso en condiciones abibticas
es muy lenta para ser considerada una alternativa tecnolégica atractiva. Por otro lado, la
oxidacion de ion ferroso con oxigeno es fuertemente catalizada en presencia de

microorganismos lixiviantes (Menadier, 2009).

En 1970 se informd que Acidihibacillsfemlans incremento la velocidad de
oxidacion de ion ferroso en un millon de veces comparado con la oxidaciéon quimica
abidtica del i6n ferroso con oxigeno disuelto. Hay una variedad de microorganismos los
cuales catalizan la oxidacion de ion ferroso y/o catalizan la oxidacion de compuestos de

sulfuros reducidos (Lufin, 2007).



Reaccion para la lixiviacion de la calcopirita:

O2 + CuFeS; + 4H* > Cu*? + Fe*2 + 2S8° + 2H,0

Por ello, el oxigeno es el unico oxidante consumido en el proceso de lixiviacion, y
este es obtenido desde el aire el cual es proporcionado por una aireacion forzada. Hay
s6lo consumo neto de acido el cual esta relacionado con el acido requerido para la
oxidacion del ion ferroso. En los procesos industriales hay consumo adicional ligado a la

neutralizacion de las especies presentes en la ganga.

En procesos industriales el acido es suministrado como acido sulfurico, sin

embargo, el acido requerido puede ser parcialmente generado.

Fe'?
Cu,S ar A0
e_
Fe™ H,O
O (aire)
Cu™? (Soluciodn)

Figura 1. — Transporte de electrones en la biolixiviacion de sulfuros en presencia de

iones Fe*2, Fe*3 (Lufin, 2007).



2.5. Lixiviacion de sulfuros de zinc

Los potenciales beneficios de la biolixiviacidon comercial de los minerales de zinc son
significativos en la explotacién de minerales de baja ley y en el tratamiento de concentrados
de zinc, que son dificiles de procesar utilizando tecnologias convencionales. Adicionalmente,
la biolixiviacion de concentrados de zinc, en comparacion con la ruta tradicional:
tostado/lixiviacion/extraccion electrolitica, tiene la ventaja de no requerir el tostado y lavados

con acido sulfurico y efluentes gaseosos (Jerez, 2011).

La biolixiviacion de concentrados de zinc utilizando microorganismos autotrofos
aciddfilos ha sido ampliamente estudiada. Se encontré que la velocidad de oxidacion de ZnS
y otros sulfuros estaba relacionada con su solubilidad (Torma y Sakaguchi, 1978); se
determiné que cuanto mayor es la solubilidad del mineral sulfurado, mas alta era la velocidad
de disolucién. Esta ultima observacién también fue establecida después de cultivar
Acidihibacillgfemlans en un medio de cultivo libre de hierro, con esfalerita sintética,

como unica fuente de energia (Tributsch y Bennett, 1981a, b).

Son conocidos los mecanismos directos (contacto) e indirectos, por ser responsables
del ataque bacteriano en minerales sulfurados. El mecanismo indirecto funciona por la accién
del sulfato férrico acido producido por el metabolismo bacteriano. EI mecanismo directo
implica el ataque de las bacterias, para lo cual se requiere un contacto intimo. EI mecanismo
de accidén directo sigue siendo objeto de debate. El conocimiento actual del mecanismo de
solubilizacion de metales se suponia principalmente un proceso quimico, aunque la union de
los microorganismos al mineral puede mejorar la disolucién (Boon, 2001). El ataque quimico

es llevado a cabo por una combinacion de hierro férrico y acido (protones), mientras que el



papel de los microorganismos es generar el hierro férrico y el acido a través de las vias de
tiosulfato o polisulfuro dependiendo del tipo de mineral (Schippers y Sand, 1999). Ademas,
sugieren que el mecanismo indirecto determinado bio-oxidacion de ZnS con Thiobacills
femidans (actualmente Acidihibacilla femlans ), en el que el ZnS reacciona
quimicamente con Fe?®*, Fe?* y S° que fueron oxidados por las bacterias (Fowler y Crundwell,

1998).



Tabla 1. Ejemplos de bacterias aciddfilas y sus principales caracteristicas (Liljeqvist, 2012)

M=Mesdfilo;

mT=Termdfilo moderado;

Pt=Psicrotolerante;

Tt=Termotolerante;

Especies So Fe?* Fuente de | Temperatura
Carbono
Acidicaldeganians X - Hetero mT
Acidipilim acidpilm X - Hetero M
Acidipilim angén - - Hetero ?
Acidipilim ctl np X - Hetero M
Acidipilim mlim - Hetero M
Acidipilim ganim - - Hetero M, Tt
w | Acidipilim bm X - Hetero ?
'S | Acidipaen bifaciens - - Hetero M
"g Acidihibacillealbetnis X - Auto M
2 Acidihibacillecalds X - Mixo mT
& | Acidihibacillsfeians X X Auto M, Pt
8 | Acidihibacilldeiians X X Auto M
& "Acidihibacillshilans X - Auto M
Acidoella aminbda - Hetero M
Acidoella facilis - - Hetero M
Acidoella mahanbca - - Hetero M
Thibacillgmbpils X - Auto M
Thibacillps ’ X X Auto M
Thimpasma X - Mixo M
o | Lepllm felans - X Auto M
'g Lepilm feipilm - X Auto M, Tt
S | Lepilm fediahn X Auto M
Z | Lepilm hemtemians - X Auto mT
Acidbactmmn cafatn - - Hetero M
Acidimicbim feilans - X Mixo mT
Feimicbim acidipilm - X Hetero M
Alicclbacillsacidipila ? - Hetero mT
Alictlba cillsacidoaldars - - Hetero T
Alicclbacillsacidbets - - Hetero mT
Alicclbacillclbepnica - - Hetero mT
Alicclbacilleiffidi&lans X X Mixo M, Pt
Alicclbacillshebarg ? - Hetero T
@ Alicclbacillshepr idm ? Hetero mT
5 | Alicclbacillgnm ? - Hetero mT
L | Alicclbacillendaienss ? - Hetero mT
E [Alicclbacilldpans X X Mixo M
L | Alicclbacilldeanalis - - Hetero mT
Caldibacillderin ’ X X Mixo mT
Slibacillsgacid hils X X Mixo mT
Sifbacillanotatns X X Mixo M
Slibacillsbifce X X Mixo mT
Slibacillshem#idilans X X Mixo mT
Slibacillshemteans X X Mixo M, Tt
Abreviaciones: Auto=autétrofo; Hetero=heterotrofo; Mixo=mixoétrofo o autétrofo facultativo;

T=Termdfilo;

X=positivo; - =negativo; ?= Sin datos disponibles; S°= Azufre elemental; Fe?*= lon Ferroso.




2.6. Pirosecuenciamiento

La pirosecuenciacion es un método de secuenciamiento bioluminiscente, que mide la
liberacion de pirofosfato inorganico convirtiéndolo en una sefal de luz visible mediante
una serie de reacciones catalizadas por la enzima luciferasa; la cantidad de luz producida
sera proporcional al numero de nucledtidos incorporados. El orden y la intensidad de los
picos de luz, son guardados como flgam s, revelando el orden subyacente de la

secuencia de DNA (Metzker, 2010).

En la plataforma Roche/454 la libreria es mezclada con perlas de agarosa de
aproximadamente 28 um, las cuales contienen en su superficie oligonucleotidos
complementarios a los adaptadores - 454 (oligonucleoétidos) unidos a las secuencias en la
libreria preparada, por ello cada perla de agarosa esta asociada a un determinado tipo de
secuencia proveniente de la libreria. Luego, cada uno de los complejos perla-fragmento
es aislado en micelas de agua y aceite que contienen los reactantes propios de una PCR,
resultando como producto aproximadamente un millon de copias de cada fragmento de
DNA en la superficie de la perla. Posteriormente, todas las moléculas amplificadas seran

secuenciadas en masa.

Previo al secuenciamiento, los complejos perla-fragmentos, son dispuestos en placas
PTP (PicoterPlat , una estructura capilar de silica), que captura solo un complejo en
cada uno de los cientos de miles de pocillos que posee proveyendo una localizacion fija
sobre la cual puede ser monitorizado cada uno de los procesos de secuenciamiento. Las
enzimas y demas reactantes para el secuenciamiento son agregados posteriormente y

centrifugados para ayudar a rodear las perlas fijas en los pocillos (Figura 2).
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Roche/454 — Pirosecuenciacion

1-2 millones de arreglos de perlas cargadas en pocillos PTF

Flujo de un solo tipo de dMTF a través de los pocillos PTP —n

APS AN F"_I-:ndl}merasa

ATF Sulfurilasa

Luciferasa Lucifering

Luz v Oxiluciferina

Figura 2. Pirosecuenciamiento usando la plataforma Titanium Roche/454, los
complejos perlas-fragmentos estan dispuestos en cada pocillo y junto a ellos

perlas conteniendo la ATP sulfurilasa y luciferasa (Metzker, 2010).

11



Ya en cada pocillo, el flujo de nucleétidos es independiente con un proceso de toma
de imagen posterior a cada adicion de un nucleétido en cada una de las perlas, gracias a
una camara CCD (Chaged -cofe deice ) que esta situada opuesta a la placa PTP.
Primero se toman imagenes correspondientes a una secuencia TCGA provenientes del
adaptador adyacente a los pnes , esto sirve para calibrar el &e del secuenciador
que leera los flgams correspondientes a cada pocillo, sin embargo, este proceso de
calibracion no alcanza a dilucidar homopolimeros mayores a 6 nucledétidos. En contraste,
los errores de substitucion son raros en los ead s obtenidos mediante el secuenciamiento

con esta tecnologia (Figura 3).

TCAGGTTTTTTAACAATCARACTTTTTGGAT TAAAATGTAGATAACTG
CATARATTAATAACATCACATTAGTCTGATCAGTGAATTTAT

F 5-mer
} 4-mer
} 3-mer
F2-mer
F1-mer

Figura 3. La luz generada por la cascada de reacciones enzimaticas es guardada como

una serie de picos llamados flgams (Metzker, 2010).

La tecnologia FLX ofrecida por la plataforma Roche/454 proporciona 100 flvy  de
cada nucledtido durante unas 8 horas de corrida, lo cual produce una longitud media de
250 nucledtidos (incorporadas en una media de 2.5 bases por flujo) para cada ead,
luego, estas secuencias crudas son procesadas por el o fee de analisis de la
aplicacion 454, filtrando secuencias de baja calidad, secuencias mezcladas (mas de un

fragmento inicial por perla) y secuencias sin el fragmento inicial TCGA (Mardis, 2008).
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2.6.1. Preparacion de libreria de amplicones (Jarvie, 2007).

La tecnologia Genme S egncer ofrecida por la plataforma Roche/454
proporciona una “clonacion instantanea” de cientos de miles de moléculas a través de una
etapa de PCR en emulsién.

La preparacion de DNA de la muestra para una secuenciacion de amplicones
primero consiste en una reaccion de amplificacién por PCR con cebadores especialmente
fusionados (Figura 4). Los cebadores fusionados constan de una fragmento especifico al
DNA problema de 20-25 pb (extremo 3’) y una secuencia fija de 19 pb (cebador A o B en
el extremo 5'). La secuencia de 19 pb que existe en las formas “A” o “B” sirve para solapar

con otros componentes en los posteriores procesos del secuenciamiento.

oecuencia especifica a la secuencia diana
secuencia del cebador B (18-mer)

\
R A

.- - .

-

secuencia del cebador A (19-mer)

l Amplificacion por PCR Locus-especifica

A l B
emPCR y secuenciamiento
Cientas de miles de moléculas de amplicones son secuenciadas independientemente

Figura 4. Representacion esquematica de la amplificaciéon de los productos generados en
la preparacién de la libreria de amplicones, los cebadores A o B serviran para una

subsecuente amplificacion clonal y el secuenciamiento propiamente dicho (Jarvie, 2007).
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Los amplicones a ser secuenciados con el sistema Genme segncer no deben
pasar los 500 pb, pues de lo contrario no amplificaran bien en la posterior reaccion
emPCR.

Durante la preparaciéon de amplicones, pueden generarse secuencias quimeras, las
cuales son artefactos generados durante la PCR y corresponden a secuencias de DNA
compuestas de secuencias de DNA de dos o mas secuencias parentales cuya formacién
se detalla en la figura 5. Estas secuencias quimeras pueden dar la impresion de que se
trata de una secuencia recien descubierta, por lo cual antes de cualquier analisis se

deberan descartar estos artefactos de la PCR (Schloss etal ., 2011).

---------}

Extension interrumpida

1

ik ik A e e A Secuencia cebada
erroneamente

i

—————————— Extension

2

Quimera

Figura 5. Formacién de secuencias quimera durante la PCR. Un producto de extension

abortado puede servir de cebador a una reaccion de PCR posterior (Haas etal. , 2011).
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2.7. Analisis metagenémico

Definido como el analisis de la informacién genética de los genomas colectivos de los
microorganismos (metagenoma) dentro de un entorno determinado, independiente del
proceso de cultivo y basandose en su muestreo (Gurgui y Piel, 2010). Se centra en la
recopilacion de informacion genética a través de una secuencia diana que puede ser ADN,

ARN, o ambos.
2.7.1. Analisis metagenémico basado en marcadores moleculares

Los analisis pueden centrarse exclusivamente en una secuencia conservada, un
marcador filogenético, genes funcionales, o la representacion de la diversidad genética

incluyendo genes sin anotacion.

Con la finalidad de determinar los perfiles taxondmicos, gran parte de la
informacion gendmica disponible en los genomas de referencia (por ejemplo, secuencias
conservadas a través de multiples taxones) es util, pero en ocasiones puede ser
engafosa (por ejemplo, los genes transferidos horizontalmente). Los enfoques con
marcadores moleculares ayudan a pre-procesar los genomas de referencia para eliminar
secuencias redundantes y no discriminatorias y centrarse en los marcadores
taxondmicamente informativos. Como consecuencia, esto reduce el tamano de la base de
datos de genomas de referencia y por lo tanto disminuyen los requisitos computacionales
necesarios para comparar secuencias de los metagenomas contra sélo una fraccion de
cada genoma. Para obtener perfiles taxonémicos, dos clases de marcadores han sido
aprovechados hasta ahora: los marcadores universales y los marcadores clado-especifico

(Izard y Rivera, 2015).

Los marcadores universales son aquellas secuencias que: (i) estan presentes en
todos los microorganismos vy (ii) poseen regiones variables que pueden ser explotadas

como etiquetas taxondémicas o filogenéticas. El gen ribosomal 16S es el ejemplo mas
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notable de marcador universal que se ha utilizado durante décadas para la investigacion
taxondmica y filogenética, y varios enfoques de secuenciacion highhghp rentables
se centran ahora en la diversidad de un subconjunto de sus nueve regiones hipervariables

(Hamady y Knight, 2009).

Las regiones no ubicuas de genomas microbianos pueden ser aprovechadas
centrandose en los genes marcadores clado-especificos que estan unicamente presentes
en cada clado taxondémico, por ejemplo, en cada especie (Segata y Huttenhower, 2011).
Estos genes se definen como genes fundamentales dentro de un clado especifico, sin
similitud de secuencia con ningun otro gen fuera de este. Son, pues, las huellas dactilares
Unicas de cada clado microbiano y pueden discriminar organismos estrechamente
relacionados con alta precisién con sélo la comprobacion de su presencia o ausencia en

el metagenoma (Huang etal ., 2014).
2.7.2. Analisis basado en el gen ribosomal 16S

Los métodos que se basan en el mapeo de eads en genomas previamente
secuenciados, no logran caracterizar grandes fracciones de las poblaciones microbianas,
como muchos microorganismos que aun no se han aislado ni secuenciado. Los algoritmos
de alineamiento existentes pueden determinar relaciones muy estrechas y sélo pueden
ser usados para analizar microorganismos ambientales que estan mas estrechamente

relacionados a los genomas en las bases de datos publicas.

Se pueden inferir un mayor nimero de relaciones distantes a través del uso de
técnicas machine-leaning en un proceso denominado binning taxonémico o clasificacién
taxondmica. Estas herramientas tratan de asignar cada ead a un "bin" taxonémico
generalmente aproximandose a un amplio grupo taxonémico como un género o una
familia. Una de las primeras herramientas en este campo se baso en simples busquedas

blas para identificar coincidencias en una base de datos de secuencias con origen
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taxondmico conocido. Otros enfoques se centran en los perfiles k-mer (patrones cortos de
ADN, por lo general de tres a cuatro pares de bases de longitud) de secuencia, usando
técnicas machine-leaning frente a las bases de datos pre-calculadas y construidas a

partir de genomas conocidos (lzard y Rivera, 2015).

La composicion del ADN es ampliamente consistente a través de los grupos
taxondmicos (Karlin etal ., 1997) proporcionando asi una clasificacion util incluso cuando

la similitud de secuencias no puede ser detectada a través del alineamiento.

Un desarrollo reciente es la determinacion de la abundancia microbiana a través
de multiples secuencias, especificamente en el contexto de la agrupacién de secuencias
de genes 16S rRNA en unidades taxondmicas operacionales (OTUs), lo que permite una
delimitacion mas precisa de grupos taxonomicos sobre la base de datos de secuencias

(Preheim etal ., 2013).
2.8. Prediccioén del contenido gendmico

La prediccién de rasgos de organismos aun no estudiados se basa, entre otros
métodos, en la aplicacion de procedimientos clasificados como ancehbl &&
econtto (ASR), para la estimacién de propiedades de organismos ancestrales a

partir de organismos emparentados vivos (Langille etal ., 2013).

Nuevos métodos predictivos filogenéticos pueden utilizar la gran cantidad de datos
acumulados en diversos organismos modelo para hacer inferencias sobre las propiedades
de las especies aun no estudiadas y las familias de genes poco estudiadas (Zaneveld y
Thurber, 2014), haciendo posible estimar el contenido genémico en microorganismos para
los que no estan disponibles las secuencias de sus respectivos genomas, mediante el uso

de especies emparentadas secuenciadas como referencia.
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A pesar de la existencia de varias formas importantes de plasticidad del genoma
microbiano (pérdida de genes, duplicacion o transferencia de genes), los genes presentes
en los genomas microbianos son mucho mas similares entre bacterias o arqueas
relacionadas que entre parientes lejanos. Por lo tanto, cuando se disponen de suficientes
secuencias del genoma, es posible predecir qué familias de genes estan presentes en
una Opaional Tammic Unit (OTU) microbiana con solo el analisis filogenético.
Debido a la capacidad de los genomas microbianos para cambiar rapidamente respecto al
tiempo evolutivo, siempre habra incertidumbre en estas predicciones (Langille et al .,

2013).
2.8.1.Predicciéon de metagenomas

La prediccion de metagenomas a partir de secuencias del gen 16S rRNA, implica
conocer el numero de copias de éste en los organismos a estudiarse, es por ello que la
prediccion del numero de copias del gen 16S rRNA se ejecuta de dos formas: de la misma
manera que otros genes y por separado. Debido a que los genes 16S rRNA pueden variar
de 1 a 15 copias en bacterias, las abundancias relativas observadas en estudios de
secuenciacion del gen 16S rRNA pueden variar de las verdaderas abundancias en el
organismo, por lo que es imprescindible aplicar un procedimiento de normalizacién del
numero de copias gendmicas del gen 16S rRNA a la abundancia de organismos en la
muestra (Kembel etal ., 2012). Luego de la normalizacion del nimero de copias del gen
16S rRNA y contando con la estimacién del numero de copias para cada familia de genes
por organismo, se puede obtener una prediccion metagendmica multiplicando el vector de
recuento de genes para cada OTU por la abundancia de ese OTU en cada muestra, y

sumando cada uno de los resultados de los OTUs presentes (Langille etal ., 2013).

Es importante contar con genes especie-especificos en los genomas de referencia

a usarse para la construccién de los metagenomas. La mezcla de genomas construidos a
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partir de genomas de referencia, puede considerarse como un metagenoma virtual

(Okuda eta ., 2012).
2.8.1.1. Hidden St& Pedictio

Los algoritmos HSP son métodos filogenéticos para predecir estados de
caracteres desconocidos o valores de caracteres (es decir, rasgos), basado en una
coleccion de estados de caracteres conocidos y un arbol filogenético. Por lo que, los
algoritmos HSP son similares a los algoritmos de la técnica ASR, a diferencia de que las
propiedades de los organismos modernos, en lugar de ancestrales, se predicen. Estos
algoritmos pueden predecir estados de caracteres para las extremidades de un arbol
filogenético mas que para sus nodos internos. El método HSP comienza con un conjunto
de anotaciones de referencia (los numeros de copias de genes) y un arbol filogenético
que relaciona las entidades que fueron anotadas (los organismos portadores de los
genes). Estas anotaciones de referencia se asignan a los extremos correspondientes del

arbol (Zaneveld y Thurber, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

= Determinar la biodiversidad molecular de los consorcios microbianos lixiviantes
psicrotolerantes aislados de aguas acidas provenientes de zonas mineras

ubicadas en la provincia de Cerro de Pasco, capaces de oxidar sulfuros metalicos.

3.2. Objetivos especificos

1. Aislar consorcios microbianos lixiviantes a partir de muestras de aguas acidas
provenientes de zonas mineras de Pasco.

2. Evaluar la capacidad de lixiviacion de sulfuros metdlicos de los consorcios
aislados.

3. Aislar y purificar DNA metagendmico de los consorcios microbianos lixiviantes
obtenidos de las muestras de aguas acidas.

4. Determinar la composicion metagendmica de los consorcios microbianos

lixiviantes mas eficientes.

4. HIPOTESIS

Las unidades de producciéon minera ubicadas en Pasco, se encuentran a una altitud
mayor a los 4000 m.s.n.m. y a una temperatura minima promedio de 5°C, determinando
condiciones de vida extremas y resultando en una presion selectiva sobre los
microorganismos que viven en las aguas acidas de éstas. Por ello, se propone la
existencia de especies de microrganismos aciddfilos psicrotolerantes en muestras de
aguas acidas de las Unidades de produccion de Cerro de Pasco, capaces de lixiviar
sulfuros metalicos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Toma de muestras y analisis fisicoquimico

Para garantizar la 6ptima recuperacion de microorganismos, se realizé un muestreo
adecuado compatible con las caracteristicas del ambiente a muestrear. Para ello, se
tomaron 200 mL de muestra de aguas acidas de 0-20 cm de profundidad en distintos
puntos de relaves/drenajes acidos de mina, usando para ello frascos de vidrio estériles.
Solo se tomaron muestras con un valor de pH menor a 4.0 para asegurar el aislamiento
de microrganismos acidofilos quimiolitétrofos. EI muestreo fue realizado hasta en dos dias
a partir de las 9 horas hasta las 18 horas, ya que las zonas de muestreo estuvieron

distantes unas de otras y fueron de dificil acceso.

En total se colectaron once muestras de aguas acidas procedentes de dos zonas
mineras con diferente mineralogia y una laguna natural (Figura 2). Los lugares
muestreados fueron georeferenciados por el sistema de posicionamiento global (GPS).
Las muestras fueron transportadas inmediatamente al laboratorio y guardadas a 4°C por
un periodo maximo de 24h, hasta la realizacién de los posteriores analisis (Tan etal .,

2008).

El analisis de las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras se realiz6 in siti, se

midieron valores de pH, conductividad, temperatura y turbidez, usando para ello un

Multimetro YSI 556 (Kimura etal ., 2011).
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Figura 6. Mapa de pasivos ambientales en la provincia de Cerro de Pasco, indicando los

once puntos muestreados. (Adaptado de Ministerio de Energia y Minas, 2006).
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5.2. Obtencion de consorcios microbianos acidoéfilos

5.2.1. Cultivo de consorcios microbianos acidéfilos en medio modificado 9K

Inmediatamente después de llegar a la ciudad de Lima, las muestras fueron
procesadas en el Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia de la Facultad

de Ciencias Biologicas de la U.N.M.S.M.

Las muestras obtenidas fueron cultivadas en medio modificado 9K a pH 1.85 a razén
de 20% v/v (Jaramillo etal ., 2012). Cada una de las muestras fue cultivada por duplicado
a diferente temperatura, incubando una serie a temperatura ambiente (~25°C) y la otra
serie en frio (15°C), para la posterior adaptacion hacia temperaturas mas frias. Ambas
series fueron incubadas en un agitador orbital a 180 rpm por espacio de 14 dias como

maximo, hasta evidenciar la oxidacion de hierro ferroso.

Posteriormente, los cultivos crecidos a 15°C fueron replicados y adaptados a la
temperatura de 10°C por 14 dias en un agitador orbital refrigerado a 180 rpm. Una vez
obtenidos los cultivos a 10°C, estos fueron replicados y adaptados a la temperatura de
7°C por 14 dias bajo las anteriores condiciones. Finalmente, luego de obtener los
consorcios acidofilos a 7°C, estos fueron adaptados a la temperatura de 5°C a 180 rpm

por 14 dias como maximo.

5.2.2. Cultivo de consorcios microbianos acidofilos en medio minimo con azufre

elemental 1% (p/v)

Para el cultivo de las muestras obtenidas en medio minimo con azufre elemental
1%, primero se prepararon perlas de azufre fundiendo el azufre elemental y solidificandolo
en formas esféricas (Menadier, 2009). Para la preparacién de perlas de azufre se

emplearon una pistola de aire caliente Takema ZD-509 y un agitador magnético, llevando
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el azufre a su punto de fusiéon cercano a los 115°C y solidificandolo vertiendo lentamente

el azufre liquido en agua destilada en agitacion media.

Para la preparacién de medio minimo suplementado con perlas de azufre 1% (p/v)
solamente se seleccionaron las esferas cuyo diametro estuvo comprendido entre 3 — 5

mm.

Una vez preparado el medio de cultivo con perlas de azufre, se inocularon las
muestras por duplicado a razén de 20% (v/v) para luego incubar una serie a temperatura
ambiente (~25°C) y la otra serie en frio (15°C), para la posterior adaptacion hacia
temperaturas mas frias. Ambas series fueron incubadas en un agitador orbital a 180 rpm
por espacio de 14 dias como maximo, hasta evidenciar la turbidez del medio de cultivo,
indicador de crecimiento microbiano. El crecimiento microbiano también fue monitoreado

por lecturas inter-diarias de células planctonicas en una camara Peff -Haaser .

Al igual que con los consorcios en medio modificado 9K, los cultivos crecidos a
15°C en medio minimo con perlas de azufre 1%, fueron replicados y adaptados a las
temperaturas de 10, 7 y 5°C sucesivamente por 14 dias en un agitador orbital refrigerado

a 180 rpm.

5.3. Andlisis quimico de las muestras

Inmediatamente luego de inocular las muestras de aguas acidas en los medios de
cultivo, estas fueron inoculadas con acido nitrico (HNO3) 1:1 a razén de 20 gotas/Litro
para su conservacion y posterior analisis. Las muestras conservadas fueron filtradas a
través de unidades de filtracion Millex-GV de 0.22 um (Edwards etal ., 2006) en tubos

centrifuga de 50 mL.
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Un total de 100 mL por muestra, fueron enviados a la Unidad de Servicios de
Analisis Quimicos (USAQ) de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, para la
cuantificacion de cobre, plomo, zinc y niquel de seis muestras de aguas acidas por
absorcion atomica. El método empleado por la USAQ fue denominado “Determinacion de

Metales por Absorciéon Atomica Metales FAAS USAQ-ME-04".

5.4. Cultivo de consorcios microbianos lixiviantes

5.4.1. Cultivo de consorcios microbianos acidofilos en medio minimo

suplementado con sulfuro de cobre

Se evalué el crecimiento microbiano de los consorcios en medio minimo
suplementado con 0,5% (p/v) de sulfuro de cobre (CuS). Los in6culos fueron obtenidos a
partir de los consorcios en Fase Log en medio 9K modificado crecidos a 5°C y un
consorcio crecido en medio minimo suplementado con perlas de azufre crecido a 5°C,
siguiendo para ello el protocolo de centrifugacion de 100 mL de cultivo a 6 500 rpm en
una centrifuga refrigerada, un posterior lavado en agua acida y una suspension en agua

acida para obtener el indculo final.

Posteriormente, los cultivos en CuS 0,5% fueron incubados en un agitador orbital
refrigerado a 15°C por 14 - 30 dias a 180 rpm, para luego adaptarlos al frio haciendo

repiques a 10, 7 y 5°C finalmente.

El crecimiento microbiano fue monitoreado por la aparicion de sulfato de cobre
(coloracion azul del sobrenadante) y el conteo inter-diario de células plancténicas en una

camara Peff -Hasser .
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5.4.2. Cultivo de consorcios microbianos lixiviantes psicrotolerantes en medio

minimo suplementado con sulfuro de zinc

Los consorcios microbianos lixiviantes que presentaron mejores patrones de
crecimiento y lixiviacion de sulfuro de cobre, fueron inoculados en medio minimo con
sulfuro de zinc al 0.5% (p/v), para evaluar el crecimiento microbiano en este sustrato y la

eficiencia en la lixiviacion de zinc.

Previa a la inoculacion, 100 mL de los consorcios en Fase Log en medio minimo
con CuS 0.5% crecidos a 5°C, fueron lavados siguiendo para ello el protocolo de
centrifugacion del cultivo a 6 500 rpm en una centrifuga refrigerada, tres lavados en agua

acida pH 2.5 y una suspension en agua acida pH 2.5 para obtener el inéculo final.

Al igual que los cultivos anteriores, el crecimiento microbiano fue monitoreado por

el conteo inter-diario de células planctonicas en una camara Peti -Hasser .

5.4.3. Cultivo de un consorcio microbiano lixiviante psicrotolerante en medio

minimo con un mineral azufrado

El CMLP (Consorcio Microbiano Lixiviante Psicrotolerante) que presento mejor
patrén de lixiviacion de CuS, fue seleccionado para ser cultivado y adaptado en medio
minimo suplementado con un mineral azufrado (Calcopirita) proporcionado por el
laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia, a continuacion, en la tabla 2, se

detalla la mineralogia del concentrado azufrado empleado en esta parte del experimento.
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Tabla 2. Analisis mineraldgico correspondiente al

concentrado azufrado empleado

VOLUMEN
MINERALES PORCENTUAL (%)
Calcopirita 33.66
Pirrotita 31
Esfalerita 4.43
Arsenopirita 0.65
Goetita 1.21
Pirita 1.28
Covelita 0.12
Galena 0.36
Gangas 27.29
Total % 100

5.5. Cinética de crecimiento

5.5.1. Cinética de crecimiento de consorcios oxidadores de i6n ferroso

Se realizaron cinéticas de crecimiento paralelas de los once consorcios oxidadores
de hierro ferroso a 5°C, para lo cual se usaron indculos en Fase Log. Las cinéticas se
iniciaron con una concentracion celular aproximada de 5 x 10° células mL-", los cultivos
fueron incubados a 5°C en un agitador orbital refrigerado a 180 rpm por dos semanas y
las lecturas fueron realizadas por triplicado en una camara Peffi -Haaser en un

microscopio Leica DM 750 con contraste de fases.

5.5.2. Cinética de crecimiento de consorcios oxidadores de azufre

Se evalud el crecimiento microbiano de los consorcios oxidadores de azufre
elemental realizando cinéticas de crecimiento paralelas de once consorcios crecidos a
5°C, para lo cual se usaron inéculos en Fase Log. Las cinéticas se iniciaron con una
concentracion celular aproximada de 5 x 10° células mL", los cultivos fueron incubados a

5°C en un agitador orbital refrigerado a 180 rpm por siete dias, se realizé el conteo de
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células plancténicas por triplicado en una camara Peffi -Hasser en un microscopio

Leica DM 750 con contraste de fases.

5.6. Caracterizacion de los consorcios microbianos lixiviantes psicrotolerantes.

5.6.1. Cinéticas de crecimiento de los CMLP en medio minimo con CuS

Fueron seleccionados 6 consorcios microbianos aciddfilos (5 consorcios
oxidadores de hierro ferroso y 1 consorcio oxidador de azufre), a los cuales se les evalud
su cinética de crecimiento en sulfuro de cobre a bajas temperaturas, para lo cual se
usaron cultivos en Fase Log. Las cinéticas fueron iniciadas con una concentracion
aproximada a 3 x 105 células mL-' en medio minimo suplementado con CuS 0.5% (p/v) a
5°C en un agitador orbital refrigerado a 180 rpm por 14 dias, se realiz6 el recuento de
células plancténicas por triplicado en una camara Peffi -Hasser en un microscopio

Leica DM 750 con contraste de fases.

5.6.2. Cinéticas de crecimiento de los CMLP en medio minimo con ZnS

Una vez adaptados al frio, se evalué el crecimiento de los consorcios lixiviantes de
ZnS en medio minimo suplementado con ZnS 0.5% (p/v), para lo cual fue empleado el

mismo método usado para las cinéticas de crecimiento en CuS 0.5%.

5.6.3. Cinética de liberacion de Cobre (Il) de CuS

Una vez obtenidas las cinéticas de crecimiento, se seleccion6 al mejor consorcio
lixiviante de CuS para la realizaciéon de su cinética de liberacién de cobre (ll) por triplicado.
Se tomaron muestras del sobrenadante de cada cinética a los 0, 5, 15, 22 y 30 dias;
filtrandolas oportunamente cada una a través de unidades de filtracion Millex-GV de 0.22

pUm en tubos centrifuga de 50 mL. Luego de cada filtracion, las muestras fueron enviadas
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a la USAQ para la cuantificacion de cobre (llI) por Absorcion Atdmica. El analisis de los
datos obtenidos y la construccion de la grafica fue llevada a cabo con el software

estadistico SPSS v 20.0.

5.6.4. Cinética de liberacién de cobre (Il) del mineral azufrado

Se realizé la cinética de liberacién de cobre por triplicado al mismo CMLP evaluado
anteriormente con CuS, usando un in6culo en Fase logaritmica. Se tomaron muestras del
sobrenadante de cada matraz a los 0, 7, 14, 21 y 35 dias, las cuales fueron filtradas

siguiendo el mismo procedimiento usado en el apartado 5.6.3.

5.7. Extraccion de DNA metagendmico (Abanto etal ., 2013)

La fase de extraccion del DNA metagendmico de los mejores consorcios

lixiviantes, se realiz6 en dos pasos:

Primero se lavaron los plles celulares provenientes de 200 mL de cada uno de
los matraces con cultivo en medio minimo suplementado con CuS o medio modificado 9K,
en tubos de 50 mL, siguiendo el presente protocolo: centrifugacion de los cultivos a 7 000
rpm por 10 minutos a 5°C, recuperacion del pllet celular, lavados sucesivos en agua
acida pH 2.5 vortexeando a la maxima velocidad y finalmente lavados y resuspension con

una solucion de citrato de sodio 10 mM pH 7.0 para estabilizar el pH.

Posteriormente se realizé la extraccion de DNA propiamente dicho, siguiendo las
instrucciones del fabricante del Kit empleado (Wiad Genmic DNA Piicalo Kit

Promega) para la purificacion de DNA a partir de Bacterias Gram Positivas.
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El protocolo usado fue el siguiente:

1.

10.

11.

12.

Centrifugar la solucion bacteriana en citrato de sodio en un tubo de 1.5 mL

a 13 000 — 14 000 x g por dos minutos para obtener el pllet celular.
Resuspender las células en 480 uL de EDTA 50 mM.
Adicionar 120 pL de lisozima 10 mg/mL.

Incubar la muestra a 37°C durante 30 - 60 minutos. Centrifugar durante dos

minutos a 13 000-16 000 x g y descartar el sobrenadante.

Anadir 600 uL de Nalei LysisStin . Pipetear suavemente hasta que se

vuelvan a suspender las células.

Incubar a 80°C durante cinco minutos para lisar las células; a continuacion,

enfriar a temperatura ambiente.

Adicionar 3 uL de la solucion de RNasa al lisado celular. Invertir el tubo 2 -

5 veces para mezclar.

Incubar a 37°C durante 15 - 60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura

ambiente.

Anadir 200 uL de Pbin Pecifalo Stio al lisado celular tratado con
RNasa. Vortexear vigorosamente a alta velocidad durante 20 segundos

para mezclar la solucion de precipitacion de proteina con el lisado celular.
Incubar la muestra en hielo durante cinco minutos.
Centrifugar a 13 000-16 000 x g durante tres minutos.

Transferir el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL limpio que contenga 600 uL de isopropanol a

temperatura ambiente.
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13.

14.

15.

16.

Mezclar suavemente por inversion hasta la formacién de una masa visible

con parecido a las hebras de DNA.
Centrifugar a 13 000-16 000 x g durante dos minutos.

Descartar cuidadosamente el sobrenadante y anadir 600 yL de etanol al
70% a temperatura ambiente y suavemente invertir el tubo varias veces

para lavar el pllet de DNA.

Centrifugar a 13 000-16 000 x g durante dos minutos. Aspirar con cuidado

el etanol.

17. Vaciar el tubo sobre papel absorbente limpio y dejar que el pllet se seque

al aire durante 10 - 15 minutos.

18. Afadir 100 uL de DNA Rehydsato Stim al tubo y rehidratar el DNA

mediante incubacion a 65°C durante una hora. Periédicamente mezclar la

solucioén golpeando suavemente el tubo.

19. Almacenar el DNA a -20°C.

5.7.1.

Finalmente, para confirmar la obtencién de DNA al final de la extraccion, se realizé

una corrida electroforética en gel de agarosa al 0.8%.

Cuantificacion del DNA

El DNA total extraido de los consorcios microbianos lixiviantes fue cuantificado en
un espectrofotébmetro NanoDrop Lite para cumplir con las especificaciones técnicas
requeridas por MACROGEN para el pirosecuenciamiento del metagenoma de los
consorcios lixiviantes. Se usaron en total 6 yL de DNA de cada consorcio, para tres
lecturas de 2 pL cada una, obteniendose medidas de concentracion (ng/uL) y absorbancia

a 260y 280 nm.
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5.7.2. Validacion del DNA extraido mediante amplificacion por PCR (Marshall et

al., 2008)
El DNA extraido fue enviado a la empresa encargada del secuenciamiento para la
preparacion de librerias de amplicones para su posterior secuenciamiento en masa; este
proceso de creacion de librerias de amplicones es llevado a cabo mediante reacciones de

PCR, el cual puede ser afectado por la presencia de trazas de metales como el cobre.

Una forma directa de validar el DNA extraido es precisamente realizar reacciones
de PCR y ampilificar una gran porcion del gen 16S rRNA, por ello se amplifico la regién
hipervariable V4. Se llevaron a cabo reacciones de 20 uL siguiendo las especificaciones
del fabricante del kit usado (Platinum PCR Supermix Invitrogen). Se usaron pmes
universales 27F y 907R para bacterias (Lane, 1991) y pmes  Arch 21F y Arch 958F para
arqueas (Delong, 1992). Cada reaccion incluyd los siguiente reactivos: 18 pyL de
Supermix, 0.7 uL de agua para PCR, 0.4 yL de cada uno de los pmes 10 mM y 0.5 uL

de DNA.

Se uso6 un termociclador Maécycler psal (Epndb ) programable para
ejecutar las siguientes condiciones para la amplificacion de DNA bacteriano:
Desnaturalizacion inicial por 2 minutos a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacién por 1 minuto
a 94°C, 1 minuto de hibridacion a 53°C, y 2 minutos de extensién a 72°C; finalmente una
extension de 8 minutos a 72°C. Para la amplificaciéon de DNA de arqueas las condiciones
fueron: Desnaturalizacién inicial por 2 minutos a 94°C; 35 ciclos de desnaturalizacion por
1 minuto a 94°C, 1 minuto de hibridacién a 55°C, y 2 minutos de extension a 72°C;

finalmente una extension de 10 minutos a 72°C.

Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al

1%.
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5.8. Pirosecuencimiento (Kuang et al., 2013)

Mas de 0.2 ug de DNA por cada consorcio fueron enviados a la empresa
MACROGEN (Seoul, Corea) para la construccion de las librerias de amplicones y el
posterior pirosecuenciamiento de las regiones hipervariables V1, V2 y V3 del gen de 16S
rRNA. El pirosecuenciamiento del metagenoma de los consorcios lixiviantes fue realizado

en el sistema GS FLX Plus 454 Pyrosequencing (Roche 454 Life Sciences).

5.8.1. Construccion de Librerias de Amplicones.

La libreria de amplicones fue construida por MAGROGEN usando los pnes
bacterianos 27F ‘GAGTTTGATCMTGGCTCAG’ y 518R ‘WTTACCGCGGCTGCTGG’ para

el gen 16S rRNA.

5.9. Analisis metagenémico de los consorcios microbianos lixiviantes

El anadlisis bioinformatico fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular y Biotecnologia usando una computadora dotada con el sistema operativo

Ubuntu 14.04 LTS, 8 GB de memoria RAM y 1 TB de memoria interna.

Los eads obtenidos en el pirosecuenciamiento fueron usados para determinar la
abundancia y composicion de los consorcios analizados (Mande etal ., 2012), en ese
sentido, se analizé la calidad de los eads obtenidos previo a los analisis de asignacién
taxondmica y agrupamiento en OTUs, diversidad alfa y demas estimaciénes propias de
metagendmas detallados en los programas y algoritmos usados que se ven a

continuacion:
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5.9.1. Analisis de diversidad usando el Ribmal Dat Pmct (RDP) Pipline

Las secuencias en crudo (archivo .sff), los bacodes , y las secuencias de los
pnes  fueron subidas a la plataforma en linea del RDP (Ribsm  al Dat Pgect )
Pipline , usando el “16S Sprised Whilay ” segun las especificaciones que se indican
en la tabla 3.

Tabla 3. Especificaciones para la filtracién de

secuencias crudas usando el RDP Pipline

Fad pmermaeditdiance 1
Revese p memmaeditdibnce 1
MaxamberbN's 0
Minimm Read Q Scoe 20
Min segnce lengh 300
Maxsegnce lengh 600

Despues de obtener secuencias separadas por consorcio y eliminados los eads
no concordantes con las especificaciones, se procedio a la deteccidén de quimeras usando
el &e UCHIME v.4.2. (Edgar etal ., 2011) bajo la modalidad de comparacién con una
base de datos, que en este caso fue RDP Gi disponible en la interfaz de UCHIME
(http://drive5.com/uchime). Una vez halladas las secuencias quimeras, estas fueron
filtradas de las demas secuencias utilizando la herramienta Segnce Selectio del RDP
line , luego, las secuencias filtradas fueron clasificadas usando la herramienta RDP

Pipline Clagier = conun cutf de 97%.

Los analisis finales fueron realizados utilizando los paquetes RDP Tts  (Cole et

al., 2013) y Phyloseq (McMurdie, P. J., y S. Holmes, 2012) dentro del &e Rv.3.2.2.
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5.9.2. Andlisis de la distribucion de eads usando MEGAN

Los eads libres de quimeras del gen 16S rRNA fueron comparados localmente a
la base de datos “Micrbial 16S” del Genbank usando la herramienta BLASTN.
Posteriormente se uso el &e MEGAN v 5.10.3. para procesar los resultados de las
comparaciones y colectar todos los his de los eads analizados frente a secuencias
conocidas y finalmente asignar un &® ID  a cada secuencia basandonos en el NCBI

aron!] contenido en el mismo &e (Huson etal ., 2007).

Una vez que todos los eads fueron asignados a distintos taxones, se procedi6 a
ejecutar el algoritmo LasCoimo Anceb (LCA) para analizar cada consorcio y
examinar la asignacion taxonoémica de los eads basados en sus his, trabajando con
valores fijos del algoritmo especificados en la tabla 4 para el anadlisis de los seis
consorcios estudiados.

Tabla 4. Especificaciones para el algoritmo LCA

usados para el analisis de los seis consorcios

Min Scoe 50.0
MaxEpgcted 0.001
Tecent 5.0
Min Stpcent 0.0(F)
Min Sp 1
Min Cofeit | 0.0
LCA pcent 100

Efectuados los analisis para cada consorcio, se procedio a realizar comparaciones
entre éstos, construyendo un grafico de barras que detalla la cantidad de eads asignados
por espécie, un arbol general agrupando los consorcios de acuerdo a la composicion
microbiana y un arbol mas detallado comparando todas las especies halladas en los

consorcios y su respectiva abundancia en cada uno de éstos (Huson etal ., 2011).
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5.9.3. Analisis de diversidad usando la plataforma en linea MG-RAST

Los servidores en linea para analisis metagendmico facilitan el analisis de
muestras ambientales complejas cuando no se cuenta con suficientes recursos
informaticos (Rosen etal ., 2011). Una de las plataformas mas conocidas es MG-RAST y
para el analisis en ésta, se usaron las secuencias libres de quimeras como en los casos
anteriores, ingresando a la direccion web: http://metagenomics.anl.gov/ donde durante el
proceso de presentacion de las secuencias, se consideraron los parametros
predeterminados como el lashed scoe (15) que indica la calidad de cada base
nucleotidica y por otro lado, el numero maximo de bases con la calidad por debajo de lo

especificado para que una secuencia no sea eliminada (5).

Luego, los procedimientos subsiguientes fueron llevados a cabo por MG-RAST de forma

automatica, para lo cual este siguio el flujograma que se detalla en la figura 7.

36



Presentacion via web

e

i - i
Normalizacion

H
i

Paso 1

Paso 2 SEED-NR RDP
FIGFams Green Genes
European RNA

Asignacién Distribucidon
Paso 3 Furg1cional Taxondmica
Uso de los subsistemas SEDD para

la anotaciéon funcional

Interfaz
SEED

Exportacion
de datos
Figura 7. Flujograma desarrollado por la plataforma en linea MG-RAST

(Meyer etal ., 2008).

Posterior a los analisis o line efectuados por MG-RAST, se llevaron a cabo
analisis bajo la opcion “BetHitClagicalo "y los parametros que se tuvieron en cuenta

fueron los detallados en la tabla 5.

Tabla 5. Especificaciones usadas en el analisis de la opcion

BetHitClagicato en la plataforma en linea MG-RAST
Annotation sources RDP, SSU, Greengenes

Max. e-Value Cutoff 1e-5

Min. % ldentity Cutoff 97 %

Min. Alignment Length Cutoff 100

37



Se realizé el andlisis de la distribucion de las secuencias de los consorcios,
mostrado en una tabla detallada, ademas se obtuvieron las curvas de rarefaccion para las
secuencias de cada consorcio y se calcularon los indices de diversidad alfa de cada uno

de ellos.

5.9.4. Analisis de diversidad por OTUs usando Mothur

El analisis de los datos de pirosecuenciamiento se realizd con la versién 1.35 del
paquete de # ®e Mothur (Schloss etal ., 2009). Teniendo en cuenta la sobrestimacion
de la biodiversidad de las secuencias procedentes de 454 pegncing (Kunin etal .,
2010), las secuencias fueron “limpiadas de ruido” (denised ) utilizando los comandos
“shhh.fly " (traduccion del algoritmo PNise ; Quince etal ., 2009) y “p.clr ” (Huse
etal ., 2010). Ademas, se identificaron las secuencias quiméricas que fueron eliminadas
mediante Chimeic Uchime (Edgar et al., 2011). Posteriormente, se filtraron las
secuencias con una longitud <200 pb y aquellas que tuvieron mas de diez

homopolimeros.

Se determiné la composicion de OTUs (Unidad taxonémica operacional) por cada
consorcio lixiviante mediante un mapa de calor y se determiné la relacion existente entre

los 4 consorcios mas diversos mediante un diagrama de Venn.

Los OTUs fueron identificados usando el comando “cluster” con un nivel de 97%
de identidad de secuencia (Huse etal ., 2010). Posteriormente, fue seleccionada una
secuencia representativa de cada OTU y se logré la asignacion taxonémica utilizando el
Ribmal Datbase Pmct (RDP) (Wang etal ., 2007) con un minimo de confianza de

97%.

Se estimd6 la diversidad alfa de los consorcios lixiviantes mediante los indices

basados en abundancia de Chao1 y la inversa de Simpson.
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5.9.5. Prediccion y analisis del contenido metegenémico

Para efectuar la prediccion metagendmica de los consorcios estudiados, se utilizd
el &e picrust v.1.0.0, que necesita como archivo de entrada una tabla con los OTUs
y sus abundancias en formato *.biom (McDonald etal ., 2012). Los OTUs fueron obtenidos
a partir de la referencia taxondémica version 13_8 de la base de datos Green Genes,

utilizando el comando make.bim del &e mothur version 1.35, y un cufi  del 97 %.

El contenido genémico de los OTUs fue predicho automaticamente por el e
a partir de archivos pre-calculados, gracias a que se contaba con la cantidad suficiente de
genomas secuenciados relacionados a los OTUs. La suficiencia de la cantidad de
genomas de referencia disponibles fue estimada calculando el NeaetSegnced Tag
Index (NSTI) que resume el grado en que los microorganismos presentes en una muestra

dada se relacionan con genomas secuenciados (Langille etal ., 2013).

5.9.5.1. Prediccién de metagenomas de los CMLP

Como primer paso, antes de la prediccion de metagenomas, se procedido a
normalizar el numero de copias del gen 16S rRNA wusando el comando
nmali € _by cop_nmberp que divide cada OTU por la abundancia del numero de

copias conocido/predecido del gen 16S rRNA.

Despues de la normalizacioén, es posible hacer las predicciones funcionales del
metagenoma final, multiplicando las abundancias normalizadas de cada OTU por las
abundancias de los rasgos funcionales calculados, usando el comando

pdict metgenmes.p) del &e
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5.9.5.2.  Anadlisis del contenido genémico en cada CLMP

Se agruparon los genes predichos en categorias funcionales del KEGG (KLb
Encyclpdia b genes and genmes ) Ohlgl para facilitar los analisis de
ausencia/presencia de genes especificos, usando para ello el comando

catge by _fuactio.p del &2e

Despues del agrupamiento anterior, se evalué la presencia de genes relacionados
a la psicrotolerancia, oxidacion de substratos, obtencion de energia, formacion de biofilm
y resistencia a metales pesados, los cuales fueron contrastados con la presencia de
genes relacionados a la replicacion de DNA (control positivo) y con genes relacionados a
la fotosintesis (control negativo). Se utilizé el comando metgenme_contbing) del

&e

40



6. RESULTADOS

6.1. Muestreo y analisis de aguas acidas de mina

6.1.1. Obtencién de las muestras y analisis fisicoquimicos

Las primeras cinco muestras fueron tomadas de la localidad de Quiulacocha, de
las cuales la 1, 2 y 3 fueron parte de un cuerpo de agua similar a una laguna (Figura 8A) y
las muestras 4 y 5 fueron tomadas de pequefios cuerpos de agua cercanos; de estas
cinco muestras la muestra 5 tenia una coloracién amarillenta y las otras cuatro fueron de
color rojizo. A continuacion, se tomaron las muestras 6 y 7 en el distrito de Simon Bolivar,

las cuales tuvieron coloracién rojiza.

Figura 8. A: Aguas acidas en la localidad de Quiulacocha; B: Laguna Yanamate, aguas

acidas producto de la actividad minera en los alrededores; C: Aguas acidas en la Unidad

de Produccién Minera Huaron.
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Al siguiente dia, se tomaron las muestras 8 y 9 de la Laguna Yanamate, escogida
por su bajo pH y coloracién rojiza tal como se aprecia en la figura 8B. Finalmente, en la
Unidad de Produccién Minera de Huardn se tomaron las muestras 10 y 11, de las cuales
la 10 present6 una coloracion amarillenta y plomiza, mientras que la 11 fue rojiza (Figura
8C). A continuacion se muestra en la tabla 6 el consolidado de los datos fisicoquimicos y

de georeferenciamiento tomados en el muestreo:

Tabla 6. Coordenadas geograficas y parametros fisicoquimicos de las muestras de aguas

acidas obtenidas en la provincia de Cerro de Pasco

Localidad | Muestra Coorc_lenadas Altitud Tempoeratura Turbidez Conductividad pH
(Decimales) (m.s.n.m.) (°C) (ppm)
18L 0359205
1 UTM 8816929 4261 16 2000 3999 24
< 18L 0359815
3 2 UTM 8816527 4261 15 2000 3999 2.54
3
< 18L 0359944
5, 3 UTM 8816571 4261 18 2000 3999 2.65
3
18L 0361015
4 UTM 8817512 4261 22 1924 3999 2.41
18L 0360819
5 UTM 8817645 4261 20 2000 3999 2.08
14 18L 0361504
CZ) <>): 6 UTM 8819121 4300 - - 1960 2.64
53
7]
m 18L 0361544
7 UTM 8819181 4300 - - 3999 1.89
w 18L 0363532
= - -
<zt < 8 UTM 8814944 4345 1870 2.54
o=
0
j <ZE 18L 0363259
> 9 UTM 8814693 4345 - - - 2.92
z 18L 0346556
E 10 UTM 8782858 4465 15 1200 2380 3.65
<
2 18L 0347474
11 UTM 8783164 4420 18 - - 2.82
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6.1.2. Analisis quimico de las muestras de agua acida

Se analizaron 6 muestras representativas de cada cuerpo de agua muestreado,
obteniendose concentraciones altas de algunos metales, mientras que otros no fueron
detectados por su baja concentracion. Se analizé la presencia de cobre, plomo, zinc y
niquel teniendo como limites de deteccion para plomo y niquel, 0.5 ppm y 1 ppm,
respectivamente. Los resultados del analisis quimico de metales de las muestras de agua

acida se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones de metales pesados en seis
muestras de aguas acidas provenientes de la provincia

de Cerro de Pasco

Muestra Cobre Plomo* Zinc Niquel*

3 37.24 ppm ND 801.25 ppm ND
4 20.03 ppm ND 817 ppm ND
5 78.50 ppm ND 4580.25 ppm ND
7 77.38 ppm ND 417.58 ppm ND
9 11.20 ppm ND 166.20 ppm ND

10 9.15 ppm ND 60.88 ppm ND

*ND: No Determinado

6.2. Cultivo de consorcios microbianos acidoéfilos

6.2.1. Seleccion de consorcios ferro-oxidantes y tio-oxidantes

Se obtuvieron 11 consorcios microbianos ferro-oxidantes y 11 consorcios
microbianos tio-oxidantes, los cuales fueron adaptados al crecimiento a bajas

temperaturas.
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En la tabla 8 se muestran la cantidad de dias empleados para la adaptacion del
crecimiento de los consorcios a distintas temperaturas en medio modificado 9K, pH 1.85y

en medio minimo suplementado con perlas de azufre 1% (p/v), respectivamente.

Tabla 8. Crecimiento de los consorcios microbianos ferro-oxidantes y tio-oxidantes en

medio modificado 9K y medio minimo con perlas de azufre respectivamente

T° Ambiente o AL o o an o 0o o o
(~ 25°C) T°15°C T°10 °C T°7°C T°5°C
i) i) i) i) i)
i c c c c c
Consorcios -g Tiempo -qé Tiempo -qé Tiempo -g Tiempo -g Tiempo
‘5 (Dias) ‘5 (Dias) ‘5 (Dias) ‘5 (Dias) ‘5 (Dias)
Q (] (] (] [}]
15} 5] 5] 15 15
QuF1 + 7 + 7 + 8 + 8 + 8
» QuF2 + 7 + 7 + 8 + 8 + 10
||.|_J QuF3 + 7 + 7 + 8 + 9 + 8
z QuF4 + 6 + 7 + 8 + 9 + 8
S QuFs + 6 + 6 ¥ 8 + 8 ¥ 8
g SBF1 + 7 + 7 + 8 + 9 + 9
o SBF2 + 6 + 6 + 8 + 8 + 9
g:: HuF1 + 7 + 6 + 8 + 8 + 9
w HuF2 + 7 + 7 + 8 + 8 + 8
“ " VYanF1 + 7 + 7 + 8 + 9 + 9
YanF2 + 7 + 12 + >12 + >12 + >12
QuS1 + 11 + 10 + 9 + 10 + 11
QuS2 + 9 + 8 + 8 + 9 + 10
»n QuS3 + 8 + 7 + 8 + 9 + 10
= QuS4 + 8 + 7 + 8 + 9 + 10
2 __ Quss + 8 + 7 + 8 + 9 + 10
a SBS1 + 8 + 7 + 8 + 9 + 10
3 SBS2 + 8 + 7 + 8 + 9 + 10
o HuS1 + 8 + 7 + 8 + 9 + 10
= HuS2 + 8 + 9 + 11 + 12 + 14
YanS1 + 8 + 7 + 11 + 12 + 12
YanS2 + 7 + 6 + 7 + 9 + 13
CONTROL
NEGATIVO - 14 - 14 - 14 - 14 - 14

*Qu: Consorcios aislados de la localidad de Quiulacocha, SB: Consorcios aislados del
distrito de Simon Bolivar, Hu: Consorcios aislados de la Unidad de Produccién Minera de
Huaroén, Yan: Consorcios aislados de la laguna Yanamate, F: Capacidad ferro-oxidante y
S: Capacidad Tio-oxidante.
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Los cultivos en medio modificado 9K fueron monitoreados cualitativamente por el
cambio de color de transparente a rojizo como evidencia de la oxidacion de sulfato ferroso
presente como uno de los componentes del medio de cultivo; y en los cultivos en medio
minimo suplementado con azufre elemental, se evalu6 la turbidez del medio como

evidencia de crecimiento microbiano.

Figura 9. A: Consorcio ferro-oxidante QuF5 crecido a
5°C. B: Consorcio tio-oxidante YanS2 crecido a 10°C,

nétese la turbidez.
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6.3. Obtencion de consorcios microbianos lixiviantes

6.3.1. Obtencién de consorcios lixiviantes de CuS y adaptacion al frio

Luego de obtener los consorcios ferro-oxidantes y tio-oxidantes, estos fueron
cultivados en medio minimo con sulfuro de cobre 0.5% (p/v), posteriormente fueron
adaptados a bajas temperaturas, de donde finalmente se recuperaron 6 consorcios
lixiviantes con los mejores patrones de crecimiento: QuF1, QuF3, QuS3, QuF4, QuF5 vy

SBF1.

Figura 10. Consorcio
microbiano lixiviante QuF5 en
medio minimo con sulfuro de
cobre, noétese el color azul del

sobrenadante.
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A continuacién se muestra la tabla 9 donde se detallan los dias necesarios para la
adaptacion de los consorcios a las distintas temperaturas en medio suplementado con
CuS 0.5% (p/v), como unica fuente de energia; se muestra también que los consorcios

QuF1, QuF3, QuF4, QuF5 y SBF1 se adaptaron en el menor tiempo (18 dias).

Tabla 9. Tiempo de adaptacion para el crecimiento de los consorcios microbianos

lixiviantes en medio minimo con sulfuro de cobre 0.5% (p/v)

T° Ambiente T°15°C T°10 °C T°7°C T°5°C
L L L L L
c c c c c
Consorcios -g Tiempo -g Tiempo -g Tiempo -g Tiempo -g Tiempo
‘s (Dias) g (Dias) g (Dias) g (Dias) ‘s (Dias)
o g g o o
(&) (&) (&) (&) (&)
QuF1 + 20 + 21 + 18 + 18 + 18
QuF2 + 28 + 28 + 28 - >30 - >30
QuF3 + 20 + 21 + 18 + 18 + 18
QuF4 + 20 + 21 + 18 + 18 + 18
QuF5 + 20 + 21 + 18 + 18 + 18
SBF1 + 20 + 21 + 18 + 18 + 18
SBF2 + 28 + 28 - 30 - 30 - 30
HuF1 + 28 + 28 + 28 - >30 - >30
HuF2 + 28 + 28 - 30 - 30 - 30
YanF1 + 28 + 28 - 30 - 30 - 30
YanF2 + 28 + 28 - 30 - 30 - 30
QuS1 + 28 + 28 - 30 - 30 - 30
QuS?2 - 30 - 30 - 30 - 30 - 30
QuS3 + 28 + 28 + 25 + 25 + 25
QuS4 - 30 - 30 - 30 - 30 - 30
QuS5 - 30 - 30 - 30 - 30 - 30
SBS1 - 30 - 30 - 30 - 30 - 30
SBS2 + 28 + 28 - 30 - 30 - 30
HuS1 - 30 - 30 - 30 - 30 - 30
HuS2 + 28 + 28 - 30 - 30 - 30
YanS1 - 30 - 30 - 30 - 30 - 30
YanS2 - 30 - 30 - 30 - 30 - 30
CONTROL
NEGATIVO 30 - 30 - 30 - 30 - 30
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6.3.2. Obtencidn de consorcios lixiviantes de ZnS y adaptacién al frio

Luego de que los CMLP en medio minimo suplementado con sulfuro de cobre
fueron obtenidos, estos fueron cultivados en medio minimo con sulfuro de zinc 0.5% (p/v)
donde también fueron adaptados a bajas temperaturas como se muestra en la tabla 10,

donde el consorcio QuF5 se adapté en el menor tiempo (13 dias) a 5°C.

Tabla 10. Crecimiento de los consorcios microbianos lixiviantes en medio minimo con

sulfuro de zinc 0.5% (p/v)

T°15°C T°10 °C T°7°C T°5°C
e L L L
c c c c
Consorcios -g Tiempo -E Tiempo -aé Tiempo -qé Tiempo
‘S (Dias) S (Dias) ‘S (Dias) ‘S (Dias)
g o g g
(&) (&) (&) (&]
QuF1 + 21 + 15 + 15 + 15
QuF3 + 21 + 18 + 15 + 15
QuF4 + 21 + 18 + 18 + 18
QuF5 + 21 + 15 + 13 + 13
SBF1 + 21 + 15 + 15 + 15
QuS3 + 28 + 15 + 15 + 15
CONTROL
NEGATIVO 30 ) 30 ) 30 ) 30
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6.4. Cinéticas de crecimiento para la seleccion del mejor CMLP

6.4.1. Cinéticas de crecimiento de consorcios ferro-oxidantes a 5°C

Se evalué el crecimiento microbiano de los 11 consorcios ferro-oxidantes,
lograndose determinar las cinéticas de crecimiento (Figura 11) de todos ellos, de los
cuales destacaron los consorcios QuF5, QuF3, QuF1, SBF1 y QuF4 para los posteriores

estudios en sulfuros metalicos.

Ademas, se construyeron curvas logaritmicas (datos no mostrados) para
determinar las velocidades de crecimiento y los tiempos generacionales promedios de

cada uno de los consorcios (Tabla 11).

Tabla 11. Velocidades de crecimiento y tiempos generacionales de los consorcios

cultivados en medio modificado 9K

Medio 9K modificado

Consorcio Velocidad de Crecimiento y x 102 (h"') Tiempo Generacional (horas)
QuF1 94 73.7
QuF2 5.6 123.7
QuF3 15 46.2
QuF4 8.2 84.5
QuF5 20 34.7
SBF1 8.6 80.6
SBF2 7.3 93.5
HuF1 7.2 96.3
HuF2 6.8 101.9
YanF1 7.8 88.9
YanF2 6.1 113.6
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Figura 11. Cinética de crecimiento en medio 9K modificado, pH 1.85 a 5 °C de los
once consorcios oxidadores de ion ferroso QuF1(-A-), QuF2(-X-), QuF3(-¢-),
QuF4(-m-), QUF5(-*-), SBF1(-e-), SBF2(-0-), HuF1(-o-), HuF2(- -), YanF1(-o-),

YanF2(-+-).
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6.4.2. Cinéticas de crecimiento de consorcios tio-oxidantes a 5°C

Se determinaron las cinéticas de crecimiento de los 11 consorcios tio-oxidantes
evaluados (Figura 12), de los cuales destaco el consorcio QuS3 con una p = 8.4 x 103 h',

para los subsiguientes estudios en sulfuros metalicos.

Ademas, se determind la velocidad de crecimiento y el tiempo generacional

promedio de cada uno de los consorcios tio-oxidantes evaluados (Tabla 12).

Tabla 12. Velocidades de crecimiento y tiempos generacionales de los consorcios

cultivados en medio minimo mas azufre elemental 1% (p/v) a 5°C

Medio minimo con azufre elemental

Consorcio Velocidad de Crecimiento y x 103(h') Tiempo Generacional (horas)
Qus1 6.8 101.9
QuS2 5.1 135.9
QuS3 8.4 82.5
QuS4 5.8 119.5
QusS5 3.4 203.7
SBS1 5.3 130.8
SBS2 3.8 182.4
HuS1 4.9 141.5
HuS2 6 115.5
Yan$1 5.8 119.5
YanS2 4.6 150.7
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Figura 12. Cinética de crecimiento en medio minimo mas azufre elemental 1% (p/v),
pH 2.5 a 5°C de los once consorcios oxidadores de azufre QuS1(- A-), QuS2(-X-),
QuS3(-#-), QuS4(-m-), QuS5(-*-), SBS1(-e-), SBS2(-0-), HuS1(-o-), HuS2(- -),

YanS1(-o-), YanS2(-+-).
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6.4.3. Cinéticas de crecimiento de consorcios lixiviantes de CuS a 5°C

Se evalud el crecimiento microbiano en medio minimo mas sulfuro de cobre (CuS)
0.5% (p/v) a 5°C, pH 2.5 de los cinco mejores consorcios ferro-oxidantes (QuF1, QuF3,
QuF4, QuF5 y SBF1) y el mejor consorcio tio-oxidante (QuS3), lograndose determinar las
cinéticas de crecimiento de todos ellos (Figura 13). Las velocidades de crecimiento
especifico y tiempos generacionales promedio de cada uno de los consorcios se

presentan en la tabla 13.

El CMLP QuF1 mostré el mejor patron de crecimiento en este sulfuro metalico, con
una u = 14 x 103 h™', por lo que fue elegido para los posteriores ensayos de liberacion de
cobre (ll) de sulfuro de cobre (CuS) y un mineral azufrado compuesto principalmente por

calcopirita (CuFeS:).
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Figura 13. Cinética de crecimiento en medio minimo mas CuS 0.5% (p/v), pH 2.5

a 5°C de los seis consorcios microbianos lixiviantes psicrotolerantes elegidos.
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6.4.4. Cinéticas de crecimiento de los CMLP en ZnS a 5°C

Se estudio el crecimiento microbiano de los CMLP en medio minimo
suplementado con sulfuro de zinc (ZnS) 0.5 % (p/v) a 5°C (Figura 14), las cinéticas de
crecimiento obtenidas son presentadas en la figura 15, mientras que las velocidades de
crecimiento especifica y tiempos generacionales son mostrados en la tabla 13, donde

destacan los consorcios QuF1 y QuF4, tanto en CuS como en ZnS.

Tabla 13. Velocidades de crecimiento y tiempos generacionales de los CMLP

cultivados en medio minimo mas CuS 0.5% (p/v) y ZnS 0.5% (p/v) a 5°C

CuS ZnS
Velocidad de Tiempo Velocidad de Tiempo
Consorcio Crecimiento Generacional Crecimiento  Generacional

px 102 (h?) (horas) px 102 (h) (horas)
QuF1 14 49.5 9.4 73.7
QuF3 10.9 63.6 8.4 82.5
QuF4 13.3 52.1 11.4 60.8
QuF5 9.6 72.2 6.3 110
SBF1 10.3 67.3 9 77
QuS3 10.7 64.8 6.8 101.9

Figura 14. Cultivos de CMLP en medio
minimo suplementado con sulfuro de zinc a
5°C en reposo (izquierda) y agitacion
(derecha).
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Figura 15. Cinética de crecimiento en medio minimo mas ZnS 0.5% (p/v), pH 2.5

a 5°C de los seis CMLP elegidos.
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6.5. Cinéticas de liberacion de cobre (ll)

El CMLP QuF1, quien resulto tener las mejores caracteristicas de crecimiento en
medio minimo con CuS, fue elegido para llevar a cabo los experimentos de liberacion de

cobre (Il) a 5°C y pH 2.5 en CuS y un mineral azufrado compuesto por CuFeS..

6.5.1. Cinética de liberacion de cobre en CuS

El ensayo de liberacién de cobre (Il) fue llevado a cabo por triplicado y por espacio
de 30 dias incluyendo un control negativo (blanco). La figura 16 muestra la cinética de
liberacion de cobre (ll) por el consorcio QuF1 obtenida usando el software SPSS v 20.0,
teniendo en cuenta para el andlisis + 3 desviaciones estandar que engloban
aproximadamente un 99,7% de probabilidad y usando datos normalizados para las

concentraciones de cobre (lI).
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Figura 16. Cinética de liberacion de cobre (llI) del consorcio QuF1 en medio minimo

suplementado con CuS donde se muestra la curva de liberacion de cobre (—) y la curva

de crecimiento del consorcio QuF1 ( --3.

Se determind el rendimiento del consorcio QuF1 para la liberacion de cobre (I) en

1.51 mg/L por cada 10° celulas/ml y la liberacion de aproximadamente 0.20711 g de cobre

por accién microbiana a los 30 dias.
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6.5.2. Cinética de liberacion de cobre en un mineral azufrado.

El ensayo de liberacion de cobre (Il), proveniente principalmente de la calcopirita
(CuFeSy) constituyente del mineral azufrado, fue llevado a cabo por triplicado (Figura 17)

y por un periodo de 35 dias donde también se incluyd un control negativo (Blanco).

Figura 17. Cultivos por triplicado del consorcio QuF1 (I, II y III)

y un cultivo control (B) en medio minimo suplementado con un

mineral azufrado que contenia calcopirita.

La figura 18 muestra la cinética de liberacién de cobre (II) del mineral azufrado,
obtenida de la misma forma que en el apartado 6.5.1., donde observamos que la maxima
liberacién de Cu (ll) se da cuando la poblacién microbiana llega a las 18.5 x 10°

células/mL en 14 dias.

59



] Barras de error: +/- 3 DT
30,04 - _
60,00

=
1
<
— 1 0
E 200+ —. c
> 1 12 =
8 -
= ra000 2
m ko
o =L oy
o 2
& —
=
5 _

10,0 L

| 20,00
0,0 T T T T T 0,00
0 7 14 21 35

Tiempo (Dias)
Figura 18. Cinética de liberacién de cobre (ll) del consorcio QuF1 en medio minimo

suplementado con un mineral azufrado compuesto por CuFeS; donde se muestra la curva

de liberacion de cobre ( —) y la curva de crecimiento del consorcio QuF1 ( -).-

Despues de la lectura del cobre (ll) liberado por el consorcio QuF1 en el décimo
cuarto dia de incubacién a 5°C, los niveles de este cayeron hasta ser indetectables por
analisis de absorcion atémica (<0.5 ppm) a diferencia del blanco empleado; por lo que no
se pudo calcular el rendimiento de liberacién de cobre en este substrato y solo se
determiné una liberacion aproximada de 0.0048 g de cobre (ll) por accion microbiana a

los 14 dias.
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6.6. Analisis Metagenémico

6.6.1. Extraccion y cuantificacion de DNA de los consorcios lixiviantes de CuS

Se comprobd la calidad del DNA extraido de los consorcios QuF1, QuF3, QuF4,
SBF1, QuF5 y QuS3 mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 1% y
ademas fueron cuantificados en un espectrofotometro NanoDrop Lite donde los

promedios de los valores obtenidos son mostrados en la tabla 14.

Tabla 14. Valores de absorbancia y concentracion obtenidos luego de cuantificar el DNA

de los consorcios en un espectrofotéometro NanoDrop Lite

DNA Abs. 260nm :r:gc:;c;fan Concentra_11ci6n Volumen Cantidad
de DNA* (ng.pL") (bL) Total (ug)
QuF1 0.295 1.66 14.7 80 1.176
QuF3 0.889 1.74 44 .4 80 3.55
QuF4 2.313 1.77 139.2 55 7.6
SBF1 1.335 1.67 66.7 55 3.6
QuF5 2.442 1.76 1221 55 6.7
QuS3 2.224 1.74 111.2 55 6.1

*: Pureza de DNA determinada por el coeficiente de absorbancias a 260 y 280nm.

6.6.2. Amplificacion de la region hipervariable V4 de los genes 16S rRNA

Para comprobar la factibilidad de la construccion de las librerias de amplicones
con el DNA extraido, se evalu6 la inhibicién de la amplificacion de los genes 16S rRNA
incluyendo a la regién hipervariable V4 de los consorcios QuF1, QuF3, QuF4, SBF1,
QuF5 y QuS3 con los pnes bacterianos 27F y 907R, lograndose amoplificar
exitosamente y descartando la posibilidad de inhibicion que pudiera resultar por la

presencia de metales u otros iones en el medio de cultivo.
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6.6.3. Analisis Bioinformaticos

6.6.3.1. Agrupamiento de eads con datos del muestreo usando RDP Pipline

Se obtuvieron 132097 eads de 484 pb luego del pirosecuenciamiento, lo cual fue
verificado por el analisis preliminar efectuado por el RDP Pipline (Anexo 2),
posteriormente, al realizar comparaciones entre la abundancia de eads, las especies
obtenidas en los consorcios y los parametros medidos en el muestreo, se evidenciaron
cambios significativos solo por los parametros: concentracion de cobre, concentracion de
zinc y el pH de las muestras. En la figura 19A se observa un marcado agrupamiento de
eads alineados al género Acidihibacilla sp. a 37.24 mg/L de cobre total y una
minoritaria cantidad de eads agrupados bajo 20.03 mg/L de cobre total. La concentracion
de zinc en la muestra de donde fueron recuperados mayor cantidad de eads de
Aciditibacilla sp. fue de 801.25 mg/L de zinc (Figura 19B), representando ambas

concentraciones a la muestra 3.
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Figura 19. Abundancia de eads agrupados por género versus las concentraciones de cobre total en las muestras (A) y zinc total en
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Finalmente, el pH de las muestras de donde se recuperaron mayor cantidad de
eads del género Acidihibacilla  sp. fue 2.65, que correspondié a la muestra 3 y se

encuentra representado en la figura 20.

pH
2.08 2.4 2.4 264 2.65
40000 -
M
)
30000 -
cC
m L4
o Genero
g Acidithiobacillus sp.
0 20000 - Leptospirillum sp.
Bacteria_Sin clase
10000 -
0 - B L . e =
(] | 1 1 i 1 1 i
s 82 EES 5. BEgS B
T mth T B, 2 B M T B B T B i
8 Ee 2B EES 2 E 2 £ 8 ¢
£= 8 828 £2 38 828 82 8
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Figura 20. Abundancia de eads agrupados por género versus el pH de las muestras.

Las cantidades de eads agrupados del género Lefllm sp. y las bacterias
no clasificadas resultaron dificiles de distinguir en las imagenes anteriores, por ello se
determinaron sus abundancias cualitativas graficamente en mapas de calor, usando los
mismos parametros de las imagenes anteriores, al compararlos se logré determinar la
asociacion del crecimiento de Le#ilm sp. al pH 2.4, concentracion de cobre total y
zinc correspondientes a la Muestra 1, mientras que las bacterias no identificadas
mostraron asociacion solo a las concentraciones y el pH correspondiente a la muestra 3
(Figura 21).
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Figura 21. Mapas de calor mostrando la abundancia relativa de los eads analizados

respecto al género versus la concentracién de cobre total (A), concentracion de zinc (B) y

la variacién del pH en las muestras (C) respectivamente.
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6.6.3.2. Analisis de diversidad por especies usando MEGAN

El alineamiento de las secuencias libres de quimeras frente a la base de datos 16S
rRNA del Genbank mostr6 mayor diversidad de géneros a nivel global, usando los
parametros de LCA (LasCmmo Anceb ) mostrados en la tabla 4 del apartado
5.9.2. Primero, se determind la abundancia de eads respecto a las especies encontradas
en todos los consorcios analizados, teniendo en cuenta el origen de cada grupo de eads

en el orden QuF1/QuF3/QuF4/QuF5/QuS3/SBF1 mostrado en la figura 22.
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Nifrospirae  Mifrospira <class>  Mifrospirales  Mitrospiraceas  Leptospirillum  Leptogpirifium sp. Gfﬂ”D'J

Leptospirilium ferrooxidans, 46 /070707070

cellular organisms Bactena J ' I

Acidthiobacilales  Acidithiobacilaceae Acidithiobacilus ferrivorans: 2436 / 18009 [ 11897 1 22614 101 19349

Protecbacteria  Gammapretesbactena J J I . iUL

Acicithiahdzillus sp.
Acidithinbacillus ferrooxidans; 1117 1543 101 14987 / 183

root ¢

—

I MNohits; 000010

Figura 22. Analisis comparativo de la abundancia de ead s presentes por cada especie en los seis consorcios microbianos

lixiviantes psicrotolerantes, las cantidades presentadas por cada especie siguen el orden: QuF1/QuF3/QuF4/QuF5/QuS3/SBF1.
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Posteriormente, los consorcios fueron agrupados en un arbol usando como factor
discriminatorio la presencia de especies y el numero de eads presentes por cada una de
ellas, mostrando cercania entre los consorcios QuF3 y QuF5 por compartir una gran
cantidad de eads de Acidihibacilla femans y poca o nula presencia de
Lepllm femlans y Acidihibacills feilans , estos dos consorcios son
cercanos al consorcio SBF1 compartiendo una elevada cantidad de eads de
Acidihibacillgeran s; en contraste a ello el consorcio QuF1 contd con la presencia
de las tres especies antes mencionadas y el consorcio QuF4 presenté una cantidad
apreciable de eads correspondientes a Acidihibacillsferidans , lo que lo separé del
grupo anterior. Finalmente, el consorcio QuS3 no guardd ninguna relacion con los
anteriores consorcios y fue agrupado por separado, pues solo presentd una gran cantidad

de epads pertenecientes a Acidihibacillderidan s (Figura 23).
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Figura 23. Arbol tipo cladograma agrupando los consorcios lixiviantes analizados.
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6.6.3.3. Analisis de diversidad por especies usando MG-RAST

El andlisis del alineamiento de las secuencias libres de quimeras frente a las bases
de datos del Ribsal Dat Ppect (RDP), Silva (SSU) (Quast et al., 2013) y
Geengenes (DeSantis etal ., 2006) realizado por MG-RAST usando la opcion BesHit

Scoe , fue sintetizado en la tabla 15 donde se aprecia la predominancia de eads

correspondientes a "Unculad bacteia " en todos los consorcios lixiviantes y sélo el
consorcio QuF01 presenté eads alineados a Lefilm fepidans y Acidihibacilla
fewidans con una abundancia media y baja respectivamente.

70



Tabla 15. Resumen de los alineamientos efectuados por la plataforma de analisis metagenémico MG-RAST usando como base de

datos: RDP, SSU y Greengenes

avg

Source . . avg avg % . #
Metagenome Database Family Genus Species Abundance eValue ident alléin hits
QuFo01 RDP Nitrospiraceae Leptospirillum Lf‘:‘:ggz] s 45 -229 100 401 1
QuFo1 ssu Nitrospiraceae Leptospirillum Lomim 45 229 100 401 1
QuF01 Greengenes Nitrospiraceae Leptospirillum Lfiglfgllvs 45 -203 100 357 1
QuF01 RDP Acidithiobacillaceae  Acidithiobacillus A‘;g%gi"’”e 2 159  99.65 284 1
QuF01  Greengenes  Acidithiobacillaceae  Acidithiobacillus %02 2 159 99.65 284 1
QuFo1 ssu Acidithiobacillaceae  Acidithiobacillus A% 020 2 159 99.65 284 1
unclassified (derived unqla33|f|ed uncultured
QuS03 RDP trom Bacteria) (derived from ootorium 18145  -210.96 100  370.94 2
Bacteria)
e . unclassified
QuS03  Greengenes ”“‘}'raosrf]'fézdct(sr?;')" ed (derived from unoultured 18145  -210.96 100  370.94 2
Bacteria)
unclassified (derived unqlassnﬁed uncultured
QuS03 Ssu trom Bacteria) (derived from baoterium 18145  -210.96 100 370.94 2
Bacteria)
unclassified (derived unqlas&ﬂed uncultured
SBF01 RDP trom Bacteria) (derived from oaotorium 20831 232 9929 422 2
Bacteria)
o . unclassified
SBFO01 Greengenes “”‘}'f‘osrf]'fl'gzdct(gﬁ;')" ed (derived from ‘é’;‘éﬂﬁ;ﬁ? 20831 232 9929 422 2
Bacteria)
e . unclassified
SBF01 SSu ““‘}'f;srf]'fl'azdct(s:?:)" ed (derived from ‘ég‘é‘tjgﬁafg 20831 232 99.29 422 2
Bacteria)
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Continuacion...

unclassified

QuF01 RDP unclassified (derived
from Bacteria) (derived from uncultured 14153
Bacteria) bacterium -234.81 99.76  415.66
QuF01 Gree unclassified (derived unclassified
ngenes from Bacteria) (derived from uncultured 14153
Craotorio, bacterium 23481 9976  415.66
QuF01 ssu unclassified (derived unclassified
from Bacteria) (derived from uncultured 14153
Bacteria) bacterium -234.81 99.76  415.66
QuF03 RDP unclassified (derived unclassified
from Bacteria) (derived from uncultured 22341
Bacteria) bacterium -240 100 419
QuF03 ssu unclassified (derived unclassified
from Bacteria) (derived from uncultured 22341
Bacteria) bacterium -240 100 419
QuF03 Green unclassified (derived unclassified
genes from Bacteria) (derived from uncultured 2934
Bacteria) bacterium 1 240 100 419
QuF05 Green unclassified (derived unclassified
genes from Bacteria) (derived from uncultured 2292
Bacteria) bacterium 4 -272.98 99.18 485.97
QuF05 SSU unclassified (derived unclassified
from Bacteri (derived from uncultured
cteria) o e e 22924 -272.98 99.18  485.97
QuF05 RDP unclassified (derived unclassified
from Bacteri (derived from uncultured
cteria) crved e e 20024  -272.98 9918 485.97
QuF04 SSU unclassified (derived unclassified
from Bacteri (derived from uncultured
acteria) Bacteria) bacterium 14535 -237.03 99.76  420.06
QuF04 Gree unclassified (derived unclassified
ngenes from Bacteria) (derived from uncultgred 1453
Bacteria) bacterium S -237.03 99.76  420.06
QuF04 RDP unclassified (derived unclassified
from Bacteri (derived from uncultured
cteria) S bacterium 14535 -237.03 99.76  420.06
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La suficiencia de la cantidad de eads analizados para la asignaciéon de especies
fue medida gracias a las curvas de rarefaccion construidas por la plataforma MG-RAST,
obteniendo curvas idénticas para los consorcios QuF03, QuF04, QuF05, QuS03 y SBF01
(curvas no mostradas) las cuales llegaron a la regiéon Platau al nivel de una especie,
mostrando la representatividad de los eads analizados en estos consorcios; mientras que
para el consorcio QuF01, se obtuvo una curva de rarefaccion distinta (Figura 24), que de

igual forma mostro la representatividad de la cantidad de eads analizados.

Cantidad de especies

L " o o A\ o 10 o P & f U a N o 5
& & & F FFFE ST EF s

Nimero de reads
Figura 24. Curva de rarefaccién de los eads correspondientes al consorcio QuFO1

construida en la plataforma MG-RAST.

Ademas, mediante la plataforma de MG-RAST se calcularon los valores de la

diversidad alfa para cada consorcio (Tabla 16), evidenciando la cantidad media de

especies presentes igual a 1 en cada consorcio.
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Tabla 16. Valores de diversidad alfa calculados

para cada consorcio en la plataforma MG-RAST

Metagenoma Diversidad Alfa
QuF1 1.023
QuF3 1.000
QuF4 1.000
QuF5 1.000
QuS3 1.000
SBF1 1.000
6.6.3.4. Analisis de diversidad por OTUs (Opatoal Tagmic Unit ) usando

Mothur

Para el analisis de la abundancia de OTUs en cada consorcio, se trabajaron los
eads sin procesar obtenidos luego del pirosecuenciamiento, siguiendo la metodologia

planteada en el apartado 5.9.4.

Se obtuvieron 6 OTUs en los 6 consorcios analizados en conjunto para una
distancia de 0.09 (la mayor distancia ejecutada entre todas las secuencias), la
composicion de cada consorcio de acuerdo a los OTUs presentes es representada en un
mapa de calor en la figura 25. Se determiné que los consorcios lixiviantes QuF3 y QuF4

estuvieron constituidos con el mayor nimero de OTUs (3 OTUs cada uno).

o QuFt QuF3 QuF4 QuFS QS3 SBF1
Otu00 m
0tu002
01003 ]

I
0ru00g I

0710 0835 0908 0360 1.000
"

Figura 25. Mapa de calor obtenido por Mothur representando los OTUs hallados versus los

consorcios lixiviantes analizados a una distancia de 0.09.
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En base al mapa de calor obtenido, se determiné que los consorcios QuF1 y SBF1
presentaron la misma composicion de OTUs, por lo cual solo el consorcio QuF1 fue
elegido como consorcio representativo para construir un diagrama de Venn (Figura 26)
que muestre comparativamente el numero de OTUs entre 4 consorcios (nUmero maximo
de consorcios comparables en el diagrama de Venn), mientras que el consorcio QuF5 no
fue considerado para este analisis ya que posee solo un OTU y lo comparte con todos los

consorcios.

..""'--._____'__

Figura 26. Diagrama de Venn a la distancia de 0.09, comparando la

composicion de OTUs entre los consorcios QuF1, QuF3, QuF4 y QuS3.

Para determinar la diversidad alfa de cada consorcio lixiviante, se calcularon la
inversa del indice de Simpson y el estimador de riqueza CHAO1 incluyendo los limites
correspondientes al intervalo de confianza al 95% para cada consorcio lixiviante y para
una distancia de 0.09 entre todos los eads evaluados (Tabla 17). Se determinaron

valores cercanos a 1 para todos los consorcios respecto a la inversa del indice de
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Simpson evidenciando la predominancia de un solo tipo de OTU en cada uno de los

consorcios, mientras que los valores obtenidos para el estimador CHAO1 muestran

diferencias para el nimero de OTUs estimados en cada uno de los consorcios, donde

solo el consorcio QuF5 tuvo un valor de 1.0000 como la cantidad de OTUs estimados.

Tabla 17. indices de diversidad alfa calculados para cada consorcio lixiviante en el

software Mothur v 1.35

Consorcio # Reads INV SIM.PSON " CHA.O 1 "

0.09 Ici hci 0.09 Ici hci
QuF1 21390 1.0155 1.0132 1.0179 2.0000 2.0000 2.0000
QuF3 29743 1.0001 0.9999 1.0003 4.0000 3.0774 15.9241
QuF4 20971 1.0002 0.9999 1.0005 4.0000 3.0774  15.9241
QuF5 29038 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
QuS3 24167 1.0001 0.9999 1.0002 2.0000 2.0000 0.0000
SBF1 27589 1.0001 0.9999 1.0002 2.0000 2.0000 0.0000

Abreviaciones: Ici=Limite inferior del intervalo de confianza; hci: Limite superior del

intervalo de confianza.

Finalmente, la identificacién taxonémica de cada OTU comparada a la base de datos del

RDP es detallada en la tabla 18.

Tabla 18. Identificacidon taxondmica de cada

OTU, comparados a la base de datos RDP

OoTU Taxonomia
Otu001 Aciditibacills  sp.
Otu002 Lepgilm sp.
Otu003 unclassified
Otu004 Acidihibacills  sp.
Otu005 Acidihibaci llg sp.
Otu006 unclassified
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6.6.3.5. Analisis del contenido metagenémico de los CMLP.

La suficiencia de la cantidad de genomas referenciales para la prediccion
metagendmica es representada por el indice NSTI, que determina si es posible ejecutar
una prediccion para los consorcios analizados. Este indice se calculé para cada uno de

los consorcios evaluados, y sus valores se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Valores del Neae&Segnced Tasg

Index (NSTI) para cada consorcio lixiviante

Consorcio Indice Valor
QuF1 NSTI 0.0397968267223
QuF3 NSTI 0.0358825653382
QuF4 NSTI 0.0359043982453
QuF5 NSTI 0.03588
QuS3 NSTI 0.0358831572414
SBF1 NSTI 0.0358985458499

Posteriormente se evalu6 la presencia de diferentes genes relacionados a la
psicrotolerancia, oxidacion de substratos, obtencion de energia, formacion de biofilm y

resistencia a metales pesados, cuya presencia/ausencia se detalla en la tabla 20.
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Tabla 20. Cantidades de genes por genoma y porcentajes de contribucion de los genes evaluados para cada consorcio lixiviante

> Consorcio QuF1 QuF3 | QuF4 | QuF5 | QuS3 | SBF1
i OTU N° 1022355 | 191142 1022355
z<
= O]
Lz’ 4 8 Genero/Especie
ou 4
L Q|  Funcién Gen o L B
w = 9 'S 2 S
oW 3 kS 5§ 8 &
= Q = 5 B =
5 | = ES kit s
ouw Parametros calculados % ~ %
x < <
o
Cantidad de genes por genoma 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
(o]
DNA Girasa L
R AN
: SubniadA | S| porcenae doconvbucional | osuasen | Q0150 | 09559 | 09999 || o | o
= consorcio 32707 97 511 751 93 067
%)
@)
a Replicacion
-
8 L DI Cantidad de genes por genoma 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
= o
8 DNA Girasa L
Subunidad B S
< Porcentaje de contribucion al 0.984690 %ggggg (;?593?59 %jggf 10 ;)233%% 235933
consorcio 32707 '
97 511 751 93 967
o) Cantidad de genes por genoma - - - - - - -
o= Centro de o
X = . . s . »
E < | Fotosintesis reaccion 153
o 8 fotosintético N Porcentaje de contribucion al : : : ) : : )
oz CONsorcio
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Continuacion...

PSICROTOLERANCIA

ol : ~ Cantidad de genes por genoma - 1.0 - - - - -
Biosintesis de | ggtearoiCon | g genespore
insatugados desaturasa e Porcentaje de contribucion al i 10 i i i i i
consorcio
Cantidad de genes por genoma 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
3-oxoacyl- ©
[proteina =
portadora de § Porcentaje de contribucién al 0.969842 32232125 (;?5?:59 %ggg? 10 ?233%% %5?(?39(?
acilo] sintasa |l consorcio 357779 ’
Biosintesis de ] 07 511 69 93 444
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Ademas, algunos genes evaluados que no estuvieron presentes en los metagenomas

virtuales estan indicados en la tabla 21.

Tabla 21. Genes ausentes en el analisis de los metagenomas virtuales de los CMLP

‘. ‘s Cédigo
Funcién evaluada Funcién Gen KEGG
Obtencioén de energia Meta.bo,llsmo del Prote.ln'fl de fljaglon de K15790
nitrégeno nitrégeno NifQ
Resistencia a Transporte de Proteina de resistencia a
) . K15726
metales pesados metales pesados cobalto, zinc y cadmium CzcA
Psicrotolerancia Respuesta a}l Inhlbldqr A asociado al K05809
choque de frio ribosoma
Psicrotolerancia Metabol!smo de Trehalosa-6-fosfato fosfatasa K01087
carbohidratos
Psicrotolerancia Metabol!smo de Betalpa aldehido K00130
carbohidratos deshidrogenasa
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Los datos fisicoquimicos obtenidos de cada una de las muestras evidencia la
relacion existente entre conductividad y valores de pH, asi pues, a valores elevados de
conductividad se correspondieron valores bajos de pH, como es el caso de la muestra 7
del distrito de Simon Bolivar, con un pH de 1.89 (la muestra con menor pH de todas) y
conductividad de 3 999 (maximo valor detectable por el multiparametro) en contraste a la
muestra 10 de la Unidad de Produccién Minera Huarén que presentd un valor de pH de
3,65 (el maximo valor obtenido en el muestreo) y un valor de conductividad de 1 200 (el
minimo valor obtenido en el muestreo). En general, todas las muestras presentaron
valores de pH por debajo de 3,65 siendo este el parametro que mas importancia tuvo al
momento del muestreo (Kuang etal ., 2013), pues a valores de pH por debajo de 4, es

mas probable hallar microrganismos lixiviantes aciddéfilos viables (Abanto etal ., 2013).

A diferencia de algunos estudios que sefalan que la temperatura ambiental es el
principal factor que controla la estructura y dinamica de comunidades microbianas (Ward
etal ., 1998; Miller etal ., 2009), en el presente trabajo la temperatura ambiental no fue
determinante para el aislamiento de consorcios eficientes, pues el consorcio QuF5
demostré patrones de crecimiento eficientes a pesar de haber sido aislado de una

muestra con una temperatura a 20°C (la segunda temperatura mas alta en el muestreo).

Se obtuvieron consorcios acidéfilos a partir de todas las muestras de aguas acidas
cultivadas en medio modificado 9K a temperatura ambiente (~25°C), pero al ensayar la
psicrotolerancia a temperaturas menores e iguales a 15°C se obtuvieron solo 10
consorcios microbianos acidofilos con un 6ptimo crecimiento, mientras que el consorcio
YanF2 mostré un patron de crecimiento demasiado lento con poca capacidad de

oxidacién de sulfato ferroso. Esto puede deberse a la inexistencia de poblaciones
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microbianas acidofilas psicrotolerantes oxidadoras de hierro en el consorcio YanF2,
producto de un alto pH y las bajas concentraciones de metales como cobre y zinc en la
muestra de donde fue aislada. Luego de la evaluacion de los parametros cinéticos en los
consorcios ferro-oxidantes se eligieron los consorcios QuF1, QuF3, QuF4, QuF5 y SBF1

para los posteriores estudios en sulfuros metalicos.

En cuanto a los cultivos en medio minimo suplementado con perlas de azufre,
todos los consorcios mostraron crecimiento a temperatura ambiente (~25°C) y a bajas
temperaturas, incluso el consorcio YanF2, lo que podria sugerir que existen poblaciones
microbianas psicrotolerantes en este consorcio, pero que solo son tio-oxidantes.
Posteriormente, después de la evaluacién de los parametros cinéticos a 5°C se eligio el

consorcio QuS3 para los ensayos en sulfuros metalicos.

Los consorcios lixiviantes de sulfuro de cobre fueron cultivados por varios dias
hasta evidenciar la liberacion de cobre (1) gracias al cambio de color del sobrenadante a
un azul turquesa (formacién de sulfato de cobre). Los consorcios mas eficientes respecto
al crecimiento utilizando solamente CusS, fueron los consorcios QuF1, QuF3, QuF4, QuF5,
QuS3 y SBF1, que provinieron de muestras con altas concentraciones de cobre y
principalmente zinc, como es el caso de la muestra 1 que dio origen al consorcio QuF1. El
crecimiento 6ptimo de dichos consorcios puede deberse también a la mineralogia del
lugar de muestreo, y las propiedades lixiviantes que le confiere a las comunidades
microbianas (Shi etal ., 2006), pues, el consorcio QuF1 fue muestreado en la localidad de
Quiulacocha, cercana a desmontes de pirita (FeSz) y calcopirita (CuFeS;), por lo que
puede contar con capacidad de oxidacién de sulfuros de cobre (Johnson, 1998). Luego de
evaluar los parametros cinéticos de los seis consorcios lixiviantes antes mencionados a
5°C, se eligi6 el consorcio QuF1 para los posteriores ensayos de liberacion de cobre (ll),

ya que mostro el tiempo generacional mas corto (49.5 horas) y la velocidad de crecimiento
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mas alta (14 x 103 p/h) denotando una buena adaptacion a la lixiviacion a bajas

temperaturas.

Respecto al crecimiento en medio minimo suplementado con sulfuro de zinc como
unico substrato, las velocidades de crecimiento y los tiempos generacionales fueron
menores y mayores respectivamente en cada uno de los consorcios lixiviantes evaluados
en comparacion a sus parametros cinéticos en CuS, pudiendo deberse a las propiedades
mineralégicas del substrato utilizado, la acumulacion de azufre elemental y la inexistencia
0 poca disponibilidad de trazas de hierro en el cultivo que puedan servir para activar la

lixiviacion como lo sugerido por Shi etal . (2006).

En el ensayo de liberacion de cobre (I) a partir de un cultivo en CuS por el consorcio
QuF1 se determiné un rendimiento de 1.51 mg/L de cobre (Il) por cada 10° celulas/mL y la
liberacion de 0.20711 g de cobre por accién microbiana a los 30 dias a diferencia de los
0.25g reportados por Kinnunen y Puhakka (2004) en cultivos termdfilos en sulfuros de
cobre. Respecto al ensayo de liberacion de cobre (Il) a partir del mineral azufrado
(Calcopirita principalmente) no se logré determinar eficiencia alguna y solo se calculo la
liberacion aproximada de 0.0048 g de cobre (llI) por accién microbiana a los 14 dias,
hallandose lecturas posteriores menores a 0.05 mg/L de cobre (llI) posiblemente por el
incremento de la precipitacion de azufre o derivados férricos que recubren al mineral
sulfurado e impiden el desarrollo de la biolixiviacion o producto de la naturaleza
recalcitrante de los minerales sulfurados de cobre y principalmente de la calcopirita, como

lo sefialan Dopson y Lindstrém (2004) y Kim etal . (2009).

El andlisis de los 174,831 eads obtenidos con el pirosecuenciamiento de las
librerias de amplicones de los consorcios lixiviantes mostré la clara predominancia del

género Acidihibacilla  sp. en los seis consorcios analizados, apoyado por los analisis en
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el RDP Pipline , el fae Mothur y principalmente en el &e MEGAN donde
ademas se identificaron a las especies Acidihibacilla feiv ans en todos los
consorcios con excepcion del consorcio QuS3 y a Acidihibacillderidans en todos
los consorcios con excepcion del consorcio QuF5; mientras que la plataforma en linea
MG-RAST calific6 como “Unculad bactimn ” a la mayoria de ead s analizados para
todos los consorcios lixiviantes, pudiendo indicar que la comparacion de secuencias
mediante este método fue realizada con las bases de datos aun etiquetadas con

“Envimentl samfes , Unculed 0 “Unclassified” como se muestra en versiones
anteriores indicadas por Huson etal . (2011). Para el caso del género Lep @ illm sp.y
mas especificamente para la especie Lefilm fekmlans , se determind su
presencia principalmente en el consorcio QuF1 (apoyado por todos los analisis) y el
&e Mothur determiné también su presencia en los consorcios QuF4 y SBF1 a nivel
del analisis por OTUs (un analisis menos especifico), hallando ademas a los OTUs 003 y
006 sin clasificar (Unclagied ), lo que evidenciaria la ausencia de secuencias

relacionadas en la base de datos usada para su asignacion taxonémica (Huson etal .,

2007).

Los indices NSTI calculados para los consorcios lixiviantes estudiados, bordearon
el valor de 0.03, el cual demuestra que se pueden predecir los metagenomas de los
consorcios lixiviantes, usando genomas de referencia cercanos en un 97% tal como lo
indican Langille etal . (2013). Los analisis de la presencia de los genes relacionados a la
psicrotolerancia, en los metagenomas virtuales de los consorcios microbianos lixiviantes
psicrotolerantes (CMLP), evidenciaron la presencia mayoritaria de estos en todos los
OTUs que conforman los CMLP a diferencia de aquellos que codifican la sacarosa
sintasa, sacarosa fosfato sintasa, familia OmpR del sistema de dos componentes,

peroxirredoxina Q/BCP y la caja DeaD helicasa de RNA dependiente de ATP, que no
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estuvieron presentes en el OTU identificado como Lepilm femlans ; y los genes
que codifican a la estearoil-CoA desaturasa, alfa-trehalosa-fosfato sintasa y la N-
acetilneuraminato sintasa que estuvieron presentes solo en este OTU, sugiriendo distintos
mecanismos de psicrotolerancia entre los géneros Acidihibacilla sp y la especie
Lepillm femlans (Lilieqvist, 2012), sin embargo los genes compartidos entre
todos los OTUs como aquellos que codifican a la 3-oxoacyl- [proteina portadora de acilo]
sintasa Il y Ill, familia HlyD de proteinas de secrecion, 5-formiltetrahidrofolato ciclo-ligasa
(proteina anticongelante tipo 1), proteina cf@ shok de la familia CA , liasa
adenilosuccinato, adenilosuccinato sintasa, peroxirredoxina (subunidad C de la alquil-
hidroperdxido reductasa) y la familia Fe-Mn de la superoxido dismutasa, pueden servir de
evidencia de que los roles de sensibilidad ante la variacibn de la temperatura,
modificacion de la membrana lipidica (Russell, 2008), mantenimiento de la histéresis
térmica gracias a proteinas anticongelantes y la defensa ante el estrés oxidativo son
estrategias compartidas y necesarias entre la especie Lefillm femia nsy el

género Acidihibacills  sp para desarrollar psicrotolerancia (Lilgjevist etal ., 2015).

El analisis de genes relacionados a la oxidacion de sustratos y obtencién de
energia mostro la presencia de todos los genes analizados en todos los OTUs, como
aquellos codificantes de las subunidades de la heterodisulfuro reductasa implicada en la
oxidacion de compuestos de azufre inorganicos, proteinas para la fijacion de nitrégeno Nif
y una proteina para la oxidacién de azufre intracelular a diferencia de aquellos que
codifican las subunidades T y U de la proteina de fijacion de nitrégeno Nif, que estuvieron
ausentes en la especie Lefilm fepidans , lo cual se diferencia de los hallazgos
producto de la secuenciacién de la cepa Lefillm ferlan s L3, donde se identifico
la presencia del gen NifU con un 77% de homologia al gen NifU de Escherchia cb (Parro

y Moreno-Paz, 2004). Solo se analizaron cuatro genes relacionados a la formaciéon de
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biblm , de los cuales s6lo aquel que codifica la proteina de membrana externa para
exportacion de polisacaridos estuvo presente en todos los OTUs, mientras que aquel que
codifica el regulador transcripcional de la familia LwR estuvo presente sélo en el género
Acidihibacilla  sp., en el que ya es conocida la presencia de genes relacionados al
m sengg (Valdés etal ., 2008). Los genes que codifican la proteina FIgA para la
formacion del anillo P en el cuerpo basal de los flagelos y la proteina G de la via de
secrecion general estuvieron presentes sélo en la especie Lepilm feilans , que
ademas puede expresar distintos genes relacionados a la formacion de flagelo cuando se
encuentra formando bifilm y cuando se encuentra como célula planctonica (Moreno-Paz

etal ., 2010).

La evaluacioén de genes relacionados a la resistencia a metales pesados, mostro la
presencia de aquel que codifica a la ATPasa exportadora de Cu?" coB , en todos
metagenomas virtuales, al regulén fosfato de respuesta para la resistencia a cobre,
presente solo en el género Lef llm fewidans y a la proteina de membrana de la
bomba para arsénico, presente solo en el género Acidihibacilla  sp. La presencia de
genes relacionados a la resistencia a cobre en el género Acidihibacills  sp, concuerda
con hallazgos anteriores, especialmente del regulon cop, efectuados por Navarro etal .
(2013), a diferencia de la resistencia a arsénico que no esta presente en los OTUs de
Acidihibacilla  sp pero que ya habia sido documentada por Xu etal . (2014). Los genes
evaluados en todo el estudio fueron elegidos de acuerdo a la clasificacion mostrada en el
reciente estudio de Liljeqvist etal. (2015). Los metagenomas virtuales son utiles para la
exploracion de rasgos fisiolégicos en organismos previamente estudiados
individualmente, cuya informacion puede ser validada mediante la comparaciéon con los
productos de secuenciacion shfjn  de las muestras, como lo demostraron Okuda etal .

(2012).
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8. CONCLUSIONES

Se aislaron y caracterizaron por primera vez consorcios aciddéfilos psicrotolerantes
ferro-oxidantes y tio-oxidantes a 5°C de la provincia de Cerro de Pasco, region

altoandina de la sierra central del Peru.

Se aislaron y caracterizaron por primera vez consorcios microbianos acidofilos
lixiviantes psicrotolerantes de sulfuro de cobre (CuS) y sulfuro de zinc (ZnS) a 5°C,
compuestos principalmente por los géneros Acidihibacilla  sp. y Lefilm

sp.

Se caracterizaron los parametros cinéticos de liberacion de cobre (Il) del consorcio
microbiano lixiviante psicrotolerante QuF1 para su aplicacion a procesos
industriales de recuperacion de cobre a partir de minerales azufrados compuestos

principalmente por covelita.

Se determind la composicién y abundancia de especies en los consorcios
microbianos lixiviantes psicrotolerantes a 5°C caracterizados mediante analisis

metagendmico.

Se observd por primera vez la presencia de Lefilm fewridans en

consorcios microbianos lixiviantes psicrotolerantes a 5°C.
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10. ANEXOS

ANEXO 01: Reporte de la calidad de las librerias de amplicones construidas por

MACROGEN Yy criterios de calidad.

Tabla 22. Reporte de la calidad de las librerias de amplicones construidas por MACROGEN

. , Conc. ,
Library Nam Library T iz Resul
# brary Name brary Type (molecules/ul) Size (bp) Result
Amplicon A
1 QF1 library(Lib-L) 1.15 X101 600 Pass
Amplicon A
2 QF3 ibrary(Lib.L) 1.21 X 10 A 11 600  Pass
Amplicon A
3 Qs3 library(Lib-L) 1.19X10* 11 600 Pass
Amplicon A
4 QF4 library(Lib-L) 117 X101 600 Pass
Amplicon A
5 QF5 library(Lib-L) 117 X101 600 Pass
Amplicon A
6 SBF1 library(Lib-L) 1.16 X 1011 600 Pass
QC Criteria
Platform Requested library type
Conc (molecules/p?) | Conc (nM)| Conc (ng/p?) Size (bp)
FLX shotgun library RL library (for GS FLX 2LUS)(>1.5kb) 1467108 1400~1800
AL shotgun library RL library (for GS F.X titanium) 146108 600~900
e shatgun library Bl library (low molecular weight DNA) 146°10~8 !
LY Amplicon library Amplicon library(Lik-L) 1.010*9 I
FLX Amplicon llbrary Amplicon llbrary(Lio-A, A & B bead) 107109
FLX Amplicon library Amplicon library(Lin-A, A bezd only) 10"10°9
FLX Amplicon library Amplicon library(Lio-A, B bzad only) 107109
FL [Mate paired end library Mate paired End library (3kb) >0.2ng/Le 500~700
FLL | Mate paired end library Mate paired End library (8kb) >0.2ng/L? 500~700
X |Mate paired end library Mate paired End library (20kb) >0.2ng/ue 500~700
FLY | Mate paired end library Mate paired End library fotner size) >0 2ng/ue 500~700

Figura 27. Criterios de calidad de las librerias de amplicones admitidas por MACROGEN

para su posterior secuenciamiento por el sistema GS FLX Plus 454 Pyrosequencing, el

presente proyecto se encuentra incluido en el criterio remarcado por el recuadro rojo.
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ANEXO 02: Recorte y evaluacion inicial de los reads desarrollado por el RDP Pipeline.

Initial Process Length Histogram Average quality vs Position
Avg Lergth: 484 Avg Lergth: 484
Total Seqs: 174831 After Trimming: 132097 Total Seqs: 174831 After Trimming: 132097
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Figura 28. Procesamiento inicial llevado a cabo por la plataforma en linea del RDP Pipline . A: Histogramas denotando la longitud

promedio de los eads analizados, B: calidad promedio de los nucleétidos de acuerdo a su posicion en los eads.
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ANEXO 03: Medio de cultivo empleado para la obtencion de consorcios y la posterior

evaluacion de su capacidad biolixiviante.

Medio minimo:

MgSQO4.7H20 0.4 g/lL
(NH4)2S04 0.1 g/L
KH2PO4.3H.0 0.04 g/L
Agua destilada 1L

Para consorcios ferro-oxidantes: Medio minimo + FeS04.7H.0 (33,3 g/L) y ajustar el pH a

1.85 constituyendo el medio modificado 9K (Ramirez etal ., 2002).

Para consorcios tio-oxidantes: Medio minimo + perlas de azufre al 1% (p/v) y ajustar pH a

2.5
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