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Introduccion

La Dbiolixiviacibn es un proceso bio-hidrometaldrgico,
especializado para la recuperacion de metales a partir de
minerales donde los microorganismos pueden mejorar en gran
medida la solubilizacién de materiales refractarios o metales
pesados que impidan el 100 % de la extraccion (1,2). Los
ambientes donde se llevan a cabo estos procesos se
caracterizan por las altas concentraciones de metales,
temperaturas elevadas y altos niveles de acidez, por lo que la
presencia de microorganismos capaces de sobrevivir a pesar de
las circunstancias extremas del medio es de gran interés
respecto a la selectividad de los minerales que se buscan
recuperar (3). Para esto uno de los métodos que se pueden
utilizar es la técnica ARDRA por sus siglas en inglés (Amplified
rDNA Restriction Analysis) siendo una herramienta adecuada
para diferenciar los productos de PCR posterior a la digestion
con enzimas. De esta manera los perfiles electroforéticos que
resultan pueden determinar a qué especies pertenecen, con la
caracteristica de que se cuente con el numero y tipo adecuado
de enzimas de restriccion (4, 5). La identificacion se realiza al
comparar los perfiles de bandas experimentales con los
obtenidos mediante un andlisis in silico, determinando la
variacion de especies.

Metodologia

Se tomaron muestras de las zonas himedas de la presa de
residuos de un complejo minero ubicado al noreste de Torredn,
Coahuila, México. Medio de cultivo: Las cepas bacterianas
nativas se diseminaron en medio 9K. La extraccién de ADN total:
Se realiz6 mediante kit formulado (PowerSoil, MO BIO). La
amplificacion del gen 16S ribosomal: Se realizé mediante PCR,
en donde se programaron 32 ciclos de la siguiente manera:
Desnaturalizaciéon del ADN a 95 °C durante 40 segundos;
Alineamiento de los iniciadores a 55 °C durante 1 minuto;
Elongacion del fragmento a 72 °C durante 2 minutos (T100TM
Thermal Cycler, BIO-RAD). Se utilizaron los primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1492R (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3'). Se realizo la clonacién del gen
16S ribosomal en un vector comercial (0GEM-TEasy Vector).
Analisis ARDRA: Se llevd a cabo mediante la enzima de
restriccion Hhal, para posteriormente separar los productos
obtenidos por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con
EtBr. (95 Voltios, 90 minutos en buffer TBE). Analisis in silico: Se
analiz6 el patrén de bandas del gen 16S ribosomal de bacterias
caracteristicas de este tipo de ambientes y/o procesos de
biolixiviacion. Las muestras obtenidas de la extraccion de ADN
plasmidico que mostraron perfiles de bandeo diferentes se

analizaron mediante secuenciacién Sanger en el Instituto de
Biotecnologia (IBT) de la UNAM.

Resultados

Posterior a la restriccion con la enzima Hhal el patron de bandas
que resulto al revelarlo en un gel de agarosa al 2 % (Figura 1) se
compar6é con el andlisis in silico (Figura 2), que fueron
corroborados por secuenciacion.
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Figura 1. Andlisis ARDRA de

distintas clonas (longitud total

del fragmento ARNr 16S 1500
pb) al 1 %.

Figura 2. Andlisis in silico para

Leptospirillum ferrooxidans (a) y

Leptospirillum ferriphilum (b) al

utilizar la enzima de restriccion
Hhal. al 1 %.

Conclusiones

Se pudieron identificar en este trabajo miembros de los grupos |
y Il del género Leptospirillum (L. ferrooxidans y L. ferriphillum
respectivamente), caracteristicos de los procesos de
biolixiviacion. Ademas, se demuestra que la técnica ARDRA y
una comparacion in silico de los patrones de bandeo puede ser
util para diferenciar géneros de microorganismos utilizados en
procesos de biolixiviacién, sin embargo, es complicado la
diferenciacion de especies muy emparentadas.
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