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RESUMEN

El género de Streptomyces es muy usado por su valor biotecnolégico y por tener la
maquinaria necesaria para sobrevivir en ambientes extremos. El presente trabajo
utilizo cuatro cepas de Streptomyces aisladas de concentrados mineros. El objetivo
del estudio fue caracterizar fenotipica y genéticamente estas cepas y evaluar su
capacidad de lixiviacion de arsénico del mineral de arsenopirita asi como los

mecanismos relacionados en dicho proceso.

Las cepas fueron caracterizadas fenotipicamente por su crecimiento en medio
XGAL, y por su metabolismo segun la produccién de enzimas. La caracterizacion
genética usando los genes 16S ARNr y gyrB, las clasificaron en dos grupos; el
primero fue similar en 95 % a la especie S. hyderabadensis y el segundo en 95 %

a la especie S. griseoincarnatus.

El proceso de lixiviacion fue realizado bajo las condiciones de pH 5, 5 % NaCl y
28°C, encontradas en los ensayos de crecimiento. Todas las cepas produjeron
sideréforos y redujeron el i6n férrico mas no oxidaron el io6n ferroso. A pesar de
presentar mecanismos involucrados en el proceso de lixiviacion, las cepas

disolvieron el arsénico en la misma proporcion que el control.

Palabras claves:

Streptomyces, biolixiviacion, arsenopirita, filogenia



ABSTRACT

The Streptomyces genus is widely used for its biotechnological value and for having
the machinery to survive in extreme environments. The present work used four
Streptomyces strains isolated from mining concentrates. The objective of the study
was to phenotypically and genetically characterize these strains and to evaluate their
arsenic leaching capacity from the arsenopyrite mineral as well as the related

mechanisms in that process.

The strains were phenotypically characterized by their growth in XGAL medium,
and by their metabolism according to the production of enzymes. Genetic
characterization using the 16S rRNA and gyrB genes classified them into two
groups; the first was 95% similar to the S. hyderabadensis species and the second

95% similar to the S. griseoincarnatus species.

The leaching process was carried out under the conditions of pH 5.5% NaCl and 28
° C, found in the growth tests. All the strains produced siderophores and reduced
the ferric ion but did not oxidize the ferrous ion. Despite having mechanisms
involved in the leaching process, the strains dissolved the arsenic in the same

proportion as the control.

Keywords:

Streptomyces, bioleaching, arsenopyrite, phylogeny



l. INTRODUCCION

I.1 Minerologia Yy extraccion del oro

El Peru es el primer productor de oro en América Latina y el octavo productor a
nivel mundial, siendo poseedor del 4.2% de reservas de este metal a nivel mundial,
distribuidas en las regiones de La Libertad, Cajamarca, Arequipa, Puno y Pasco
(MINEN Per0, 2020).

El oro se encuentra en la naturaleza como un mineral nativo (en estado puro) y
asociado a minerales sulfurados como pirita (FeS>), galena (PbS), zincblende (ZnS),
arsenopirita (FeSAs), estibnita (SbSs), pirrotita (FeixS) y calcopirita (CuFeSz)
(Adams, 2016). También se le puede encontrar asociados a teluros, compuestos
carbonados, paladio y uranio (Adams, 2016). En el Peru, se practica la explotacion
minera de oro en yacimientos subterraneos asociados a minerales y en depositos de
aluviones en estado nativo, este ultimo se refiere a la poca compactacion de mineral
en presencia de grava, limo o arcilla (MINEN Perd, 2019). La extraccion de oro de
depdsitos aluviales no requiere mucha inversion; por otro lado, la extraccion en
yacimientos subterrdneos requiere de una serie de pasos, el minado, la
concentracion y la refinacion, como es el caso de la minera Yanacocha (Yanacocha,

2019).

Los procesos de concentracion de oro se determinan por la granulometria y la
exposicion de este metal. Si el oro tiene un tamafio mayor a las 200 um y se

encuentre en estado puro, el método de extraccion usado es de gravimetria por su



densidad de 19.3 kg/m3 (Marsden & House, 2006). En el caso de que el oro se
encuentre asociado a otros minerales y ademas contenga un tamafio menor a 200
um, pasa por un proceso de disolucion del mineral (lixiviacion) en pila usando
como solvente el cianuro (Misari & Jiménez, 1993). Si el oro se encuentra asociado
superficialmente a minerales que contienen hierro, cobre, arsénico, antimonio o
zinc pasa por un proceso de flotacion seguido del proceso de lixiviacion con
cianuro (Misari & Jiménez, 1993). la flotacion que es un método de concentracion
basado en las propiedades fisico-quimicas del mineral y las propiedades

hidrofébicas del oro (Gutierrez, 2017; Palomino & Rojas, 2008).

En el caso de los minerales refractarios que se caracterizan por encapsular el oro
con un maximo de extraccion del 70%, se utilizan pre tratamientos de oxidacion
antes del proceso de cianuracion (lixiviacion con cianuro). Los procesos de
oxidacién mas comunes utilizados son: tostacién, oxidacion a presion (autoclave),
proceso Nitrox y biooxidacién (Misari & Jiménez, 1993). Los minerales
refractarios mas comunes son la pirita y la arsenopirita. El oro se encuentra en forma
de inclusiones dentro de estos minerales sin formar complejos, lo que hace dificil
su extraccion, para lo cual se oxida los elementos presentes en el mineral hasta dejar

accesible las particulas de oro (Milési et al., 1991).

La arsenopirita, que es objeto de estudio de este trabajo, estd formado a
aproximadamente 34.3% de hierro, 46% de arsénico y 19.69% de azufre (Anthony

et al., 2003). Este mineral tiene una estructura tridimensional en forma de red que



encapsula el oro sin formar complejo con éste como se observa en la Figura 1

(Metodiev et al., 2016).

Figura 1. Fotografia de microscopio electrénico de barrido del mineral de
arsenopirita (Metodiev et al., 2016).

1.2 Biolixiviacién de minerales

La lixiviacién de minerales mediada por microorganismos se le conoce como
proceso de biolixiviacion (Rohwerder etal., 2003). Los mecanismos de
biolixiviacion se clasifican segun la interaccion de los microorganismos con el
mineral, en ‘contacto’ y ‘no contacto’ (Schippers et al., 2014). En el mecanismo de
contacto, los microorganismos se encuentran adheridos al mineral donde se realiza
la oxidacion del ion ferroso (Fe?*) y de compuestos sulfurados, produciendo i6n
férrico (Fe®") y protones (H*) que serviran para atacar la red del mineral en
presencia de oxigeno (Schippers et al., 2014). Un caso derivado del mecanismo de
‘contacto’, es la formacion de biopeliculas, donde se ha observado la importancia
del material extracelular (EPS) en la disolucion de mineral sulfurado (Feng et al.,

2019). El mecanismo de ‘no contacto’ es realizado por los microorganismos en su



forma plancténica o en suspension (Schippers et al., 2014). A pesar de esta
diferenciacion, en la realidad, el proceso de biolixiviacion ocurre por la

combinacion de ambos mecanismos.

Los mecanismos de biolixiviacion también se clasifican segun el tipo de disolucion
del mineral: por la via de tiosulfatos, en el cual el tiosulfato es el primer
intermediario de sulfuro soluble producido y por la via de polisulfuros que combina
la accion del ién férrico y los protones sobre el mineral (Mahmoud et al., 2017),
Figura 2. Los microorganismos mas estudiados en los procesos de oxidacion son
At. thiooxidans, At. ferrooxidans (Liu et al., 2017; Rohwerder et al., 2003) y L.
ferrooxidans. Estas bacterias son moderadamente termofilas, quimiolitotréficas y

resistente a metales (Schippers et al., 2014).
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Figura 2. Mecanismos de lixiviacién en minerales sulfurados (Drewniak et al.,
2008).



Las bacterias At. ferrooxidans y L. ferrooxidans se encargan de oxidar el ion ferroso
en presencia de oxigeno y en condiciones acidicas. El ion férrico formado sirve
como agente oxidante para los metales sulfurados y para los compuestos
intermediarios de sulfuros formados en el proceso de lixiviacion (Schippers et al.,
2014). La oxidaciéon del ion ferroso se lleva a cabo en lamembrana, especificamente
en el proceso de respiracion celular, en donde los electrones del i6n ferroso ingresan
a la cadena transportadora de electrones desde el citocromo C, siendo el oxigeno el
aceptor de electrones, y resultando en la formacion de ATP (Elbehti et al., 2000).
De esta manera, el ion ferroso sirve como fuente de energia para este tipo de

microorganismaos.

Existe otro mecanismo que desestabiliza la red del mineral refractario usando
sideroforos, los cuales son compuestos producidos por microorganismos del género
Streptomyces y Arthorbacter en su forma plancténica, Figura 3 (Drewniak et al.,

2008; Kalinowski et al., 2000).

El mecanismo de biocinauracion se realiza cuando el oro se encuentra expuesto en
los minerales refractarios por las especies Chromobacterium violaceum,
Pseudomonas spp., y Clitocybespypolysporu spp; entre otras (Karthikeyan et al.,
2015). Sin embargo, estos microorganismos también producen compuestos
organicos, los cuales forman complejos con el oro, impidiendo su extraccion. En
estos casos, se utilizan microorganismos como Streptomyces setonii 'y
Pseudomonas spp. que degradan los compuestos organicos (Amankwah et al.,

2005).



1.3 Género Streptomyces

Las bacterias del género Streptomyces pertenecen al Phylum Actinobacteria y al
Orden Streptomycetales y se los encuentran en la superficie terrestre y en
sedimentos marinos (Whitman et al., 2012). Estas bacterias proseen metabolismo
aerobio, son quimioorganotréficos, Gram positivas y presentan filamentos que se
asemejan a las hifas de los hongos; ademas presentan micelio aéreo y pueden
producir esporas (Whitman et al., 2012). Algunas especies producen pigmento en
su micelio vegetativo y otras producen pigmentos extracelulares. Tienen una
temperatura dptima de crecimiento en el rango de 25 — 35°C, pH 6ptimo en el rango
de 6.5 a 8, aunque pueden tolerar valores de pH mas bajos (Whitman et al., 2012).
Estas bacterias son muy estudiadas porque producen metabolitos secundarios de

valor biotecnolégico, como antibidticos (Chater, 2016).

Algunas especies producen siderdforos, compuestos de un tamafio menor a 1kDa,
los cuales son excretados al medio externo para capturar el ion férrico (Andrews
et al., 2003). Los sideréforos pueden ser clasificados segun los grupos funcionales
que usan como ligandos del ién férrico: catecol, hidroximato o hidroxicarboxilatos
(Andrews et al., 2003; Neilands, 1995; Patel et al., 2010). La gran afinidad de los
sideroforos por el i6n férrico les permite tener un efecto fuerte en la solubilizacion

de oxidos de hierro como ferrihidrita, goetita y hematita (Kraemer et al., 2005).

Un estudio propuso un modelo de lixiviacion de arsénico del mineral de escorodita

a partir de Streptomyces spp. (Drewniak et al., 2008). En este modelo las bacterias



secretan sideroforos, los cuales forman complejos con el i6n férrico del mineral y
estos complejos son reintroducidos por un sistema de transporte activo. La
reduccion del ion férrico se da por agentes reductores dentro de la bacteria y el i6n
ferroso se separa del sideroforo por baja afinidad (Drewniak et al., 2008). Ademas,
el arsenato del mineral se solubiliza, ingresa a la bacteria y por medio de arsenato
reductasa se forma arsenito, el cual es transportado fuera de las bacterias (Drewniak

et al., 2008), Figura 3.
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Figura 3. Modelo de la lixiviacion de arsénico del mineral de escorodita a partir
de sideroforos (Drewniak et al., 2008).




Los Streptomyces son resistentes a metales pesados y emplean mecanismos de
encapsulamiento por micelas (Mnif & Ghribi, 2015; Santos etal., 2017) y la
expresion de genes de resistencia semejantes al operdn ars presentes en plasmidos

(Wang et al., 2006).

En un estudio previo del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental — UPCH, se
aislaron cepas del género de Streptomyces de cultivos concentrados de minerales
(Matsubara & Hurtado, 2013). En este estudio se revisaron las propiedades de
tolerancia a metales pesados, pH acidos, diferentes temperaturas y en presencia de
cloruro de sodio como también la capacidad de oxidar el i6n ferroso (Matsubara &
Hurtado, 2013). En otro estudio del mismo laboratorio se usaron las cepas E1, 21y
ABS5 del estudio anterior y se analizé la capacidad de lixiviacion en minerales de
arsenopirita y enargita (Ugarte, 2016). En este Gltimo estudio se llegé a solubilizar
el arsénico del mineral de arsenopirita en un 16% sobre el control. Aun son
necesarios mas estudios del mecanismo de lixiviacion y sobrevivencia en ambientes

de minas por representantes de este género.

1.4 Identificacion molecular en base a los genes gyrB y 16S ARNTr.

La identificacion molecular comunmente se realiza amplificando una region del gen
de la subunidad 16S del ARN ribosomal (gen 16S ARNr), empleando primers
universales; sin embargo, estos primers en algunos casos son de baja especificidad

y generan productos de la amplificacion con insuficiente variabilidad genética,



Ilegando solo hasta la identificacion por género (Frank et al., 2008; Labeda et al.,

2012; Osborne et al., 2005).

Por ejemplo, el clado de Streptomyces griseus es el grupo menos definido en
términos filogenéticos (Rong & Ying, 2010). En un estudio se usaron los genes de
mantenimiento celular: atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB ademas el gen de 16S ARNr,
concluyendo que el analisis filogenético de arboles concatenados de hasta 5 genes,
es mas preciso y robusto para la delimitacion dentro del grupo de Streptomyces

(Guo et al., 2008).

El gen gyrB que expresa a la enzima girasa y que pertenece a los genes de
mantenimiento es un buen candidato en la identificacion molecular de las especies
de este género ya que rara vez se transfiere horizontalmente, su tasa de evolucion
molecular es mas alta que el gen de 16S ARNr y su distribucion abarca casi todo el
dominio Bacteria (Kasai et al., 1998). La base de datos del GenBank almacena las
secuencias parciales y totales del gen 16S ARNr y de otros genes de interés publico

(Nicomrat et al., 2006).

1.5 Planteamiento del problema

La importancia del oro esta basada por su uso en tecnologia, joyas y en bancos
(Global Gold Demand, 2020). Por lo cual, su extraccion ha aumentado desde el
2005 al 2018 en 1000 toneladas métricas a nivel mundial (World Gold Production

2005-2018, 2020). También ha aumentado la inversion de nuevos proyectos de



extraccion, reduciendo las reservas naturales de oro; a pesar de ello, la produccién
de oro ha decaido. En el caso del Pert se observé una reduccion del 8% con respecto

al afio 2018 (MINEN Peru, 2020).

Las tecnologias de extraccion se clasifican segun el grado de exposicién del oro y
segun su granulometria, si ésta es mayor a 200 um se usan procesos de
pirometalurgia y gravimetria (Marsden & House, 2006). La pirometalurgia es un
proceso muy antiguo y requiere adicion excesiva de energia, por lo cual se prefiere
la gravimetria. En el caso de minerales con oro de granulometria menor a 200 um
se utilizan procesos de flotacion y de hidrometalurgia (Gutierrez, 2017; Palomino
& Rojas, 2008). El proceso de flotacion aprovecha las caracteristicas fisico —
quimicas del metal mientras que la hidrometalurgia usa el cianuro como solvente
en procesos de lixiviacion (Gutierrez, 2017; Palomino & Rojas, 2008). Con estos
procedimientos se asegura la extraccion mayor al 80%. En el caso del Perd, son los
procesos utilizados para la extraccion de oro, dejando sin explotar las menas con

minerales refractarios (MINEN Perd, 2020).

Si el oro esta asociado a minerales refractarios como la arsenopirita, se aumenta la
carga de estos procesos, aumentando los costos y deteriorando el medio ambiente
por el uso excesivo de solventes como el cianuro, sin mencionar los efectos sobre
la salud de las personas (International Cyanide Managment Institute, 2018). Por lo
cual se han desarrollado pre tratamientos pre tratamientos de oxidacion, bio-

oxidacion, autoclave y tostacion (Mestas, 2015).



Con el presente trabajo se quiere utilizar bacterias del género de Streptomyces en
los procesos de pre tratamiento de lixiviacion en la extraccion del oro, con el fin de
mejor la eficiencia de extraccion del mineral refractario de arsenopirita y entender

los mecanismos presentes en dicho proceso.

1.6 Justificacion

En la actualidad, la extraccion de oro de minerales refractarios es ineficiente y con
el presente trabajo se quiere aumentar dicha eficiencia utilizando bacterias del
género Streptomyces, ya que son capaces de lixiviar arsénico del mineral de
arsenopirita. Con lo cual se disminuiria los costos de extraccion del oro y la
contaminacion del medio ambiente por la sobre utilizacion del cianuro, que tiene
efectos contraproducentes hacia el medio ambiente y a la salud humana. Ademas
se quiere determinar algunos de los mecanismos presentes en estas bacterias y que

estuvieran involucrados en el proceso de lixiviacion del mineral de arsenopirita.



I, HIPOTESIS

Las cepas de Streptomyces aisladas de concentrados mineros poseen mecanismos

que pueden intervenir en la lixiviacion de arsénico del mineral de arsenopirita.



1. OBJETIVOS

[11.1 Objetivos Generales

Caracterizar fenotipica y genéticamente cuatro cepas de Streptomyces y evaluar su

capacidad de lixiviacion de arsénico del mineral de arsenopirita.

I11.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar fenotipicamente a las cepas de Streptomyces.

e Caracterizar genéticamente a las cepas de Streptomyces en base al gen 16S
ARNTr vy al gen gyrB.

e Evaluar las condiciones de crecimiento de las cepas de Streptomyces en
diferentes concentraciones de NaCl, pH y temperatura.

e Evaluar la capacidad lixiviante de las cepas de Streptomyces, mediante la
disolucidn de arsénico del mineral de arsenopirita.

e Determinar la presencia de sideroforos y la capacidad de éxido reduccion
de las cepas de Streptomyces, relacionados en el proceso de lixiviacion de

arsenopirita.



V. METODOLOGIA

IV.1 Muestra

1.1 Cepas de Streptomyces
Se usaron cuatro cepas del género de Streptomyces con cddigo de laboratorio: E1,
21, K1B y ABS5; previamente caracterizadas (Pacheco-Huertas, 2016) y que
mostraron capacidad lixiviante de arsénico (Ugarte, 2016), proporcionadas por el

Laboratorio de Biotecnologia Ambiental-LID-UPCH.

1.2 Mineral de arsenopirita
Se utilizaron muestras de mineral de arsenopirita procedentes de un yacimiento
aurifero en Chuvilca, Per(, que fueron proporcionadas por el Laboratorio de

Biotecnologia Ambiental-LID, UPCH.

IV.2 Metodologia

2.1 Diagrama de flujo de la metodologia

La metodologia de identificacion permitio, a través de las caracteristicas fenotipicas
y genotipicas, identificar las cepas hasta nivel género y clasificarlas. Los ensayos
de crecimiento se realizaron para identificar las condiciones minimas de pH,
temperatura y NaCl, cercanas a los procesos mineros del oro. El primer ensayo de
lixiviacion se realizo con el fin de escoger las cepas que disolvieron en mejor grado

el arsénico con menor concentracion de mineral. En el segundo ensayo de



lixiviacion se utilizaron estas cepas y se evalud la capacidad de disolucion de
arsenico a una concentracion mayor de mineral. Por udltimo, se evaluaron la
capacidad de produccion de siderdforos y la capacidad de 6xido reduccion de hierro,
los cuales son mecanismos observados en bacterias lixiviantes del mineral de

arsenopirita.

_ Mecanismos
Identificacion Cr%(;(ljrrr:]lssnato / Lixiviacién presentes en
lixiviacion
» Ensayo de Produccion
— Fenotipica — pH re seleccion — de
P sideroforos
— — — —
. . . ..
Capacidad
—  Genética — Temperatura — EQiS{?i};gigﬁ —{  Oxido-
reduccion
— — —
) L)
— % NaCl .
aC Medicion de
t Arsénico
Método de
Lowry

2.2 Caracterizacion fenotipica

Las cepas de Streptomyces se encontraban almacenadas en medio liquido XGAL
con glicerol al 20% y a -20°C. Primero, se reactivaron las bacterias en caldo liquido
XGAL a28°Cy 150 rpm de agitacién por tres dias. De este pre-indculo, se procedio

a sembrar por agotamiento en medio sélido y liquido XGAL; se incub6 a 28°C por

15



15 dias, hasta observar la formacion de esporas. Se anotaron las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas y se realizo tincion GRAM (Madigan, 2009).

2.3 Caracterizacion bioquimica

Las cepas de Streptomyces que sirvieron de pre-indculo fueron sembradas en medio
agar XGAL y con un periodo de incubacién de 15 dias a 28°C hasta la formacion
de esporas. Las esporas se utilizaron como indculo en los ensayos bioquimicos para
la determinacion de las enzimas catalasa (CAT), oxidasa (OXI), amilasa (AMI),
gelatinasa (GEL), lisina descarboxilasa (LIA) y ureasa (URE). Ademas, se
determind la fermentacién de glucosa, lactosa o sacarosa (medio agar hierro triple
azlcar) y la utilizacion de citrato como fuente de carbono (Whitman et al., 2012).
Las pruebas bioquimicas fueron incubadas a 37°C por una semana y se procedi6 a

leer los resultados.

De la misma manera se procedio con las pruebas fisiol6gicas de uso de fuentes de
carbono. Para ello, se prepararon los hidratos de carbono al 1% (ver Anexo) con
indicador de Andrade (Whitman et al., 2012). Los hidratos de carbono utilizados
fueron Myo-Inositol (Myo), L-Rhamnosa (Rha), D-Glucosa (Glu), Melibiosa (Mel),
L-Arabinosa (Ara), Rafinosa (Raf), D-Fructuosa (Fru), D-Manitol (Man), Sucrosa
(Suc) y D-Xylosa (Xyl). Las esporas de las cepas fueron usadas como inoculos y
colocados en tubos con 2ml del medio con e hidrato de carbono respectivo, se

incubaron a 28°C por una semana. La fermentacion del carbohidrato, es decir la



acidificacion del medio, se observé como un viraje al color rojo (pH menor o igual

ab.b).

2.4 Extraccion del ADN

Las esporas de las cepas se sembraron en tubos con 20 mL de caldo XGAL, y se
incubaron a 28°C y 150 rpm de agitacion por 4 dias. Se tomé 1 mL del caldo con
las bacterias, se centrifugd por 15 min y se procedio a descartar el sobrenadante.
Los pasos de centrifugacién se llevaron a cabo a 10000 rpm. Seguidamente se
agrego a cada una 180 uL de la solucion de lisis (Anexo 1) y 80 L de lisozima a
50 mg/mL (Sigma), se mezclé vigorosamente con vortex para resuspender el
precipitado formado en el paso anterior. Se incubé a 37°C por 1 hora. Al terminar
la incubacion se agregd 20 uL de Proteinasa K (New england BioLabs), 75 uL de
Sulfato dodecil de sodio (SDS, Sigma) al 10 % y 300 uL de solucién TE (Anexo
1); se mezcld con vortex y se dejo incubando por 2 horas a 37°C. Se agregd 100 uL
de NaCla5 My 100 ul de CTAB/NaCl (Anexo 1) calentado previamente a 56 °C.
Se mezcld e incubé a 56°C por 10 minutos. Se agregdé 750 uL de
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico en una proporcién 25:24:1, se mezcl6 y
centrifugo6 por 10 minutos. El sobrenadante se traspaso a un nuevo tubo de 1.5 mL,
se le agregd 1 mL de Etanol Absoluto frio y se dej6 a -20 °C por 1 hora. Terminado
el tiempo, se procedid a centrifugar por 5 minutos y se descarté el sobrenadante. El
precipitado formado se lavé con 1mL de etanol frio al 70 % y se procedi6 a

centrifugar por 3 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se secd el precipitado a



temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendi6 en 20 uL de solucion TE y se

guardo a -20 °C hasta su posterior uso.

2.5 Amplificacion de los genes 16S ARNr y gyrB por PCR

Para el caso del gen 16S ARNTr, se realizd una reaccion de amplificacion de la
enzima Polimerasa (PCR, siglas en inglés) usando la enzima ADN Polimerasa
Phusion High Fidelity de New England Biolabs. Los primers usados fueron 27F
(5- GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1525R (5-
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3") (Rainey et al., 1996). La concentracion final
para la reaccién de PCR de cada reactivo fue el siguiente: 1X del Buffer de la
enzima, 200 uM de dNTP a 10 mM, 0.2 uM de primer 1525R a 10 uM, 0.2 uM de
primer 27F a 10 uM y 200 ng del ADN molde para un volumen final de 25 uL. El
ciclo de la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 5 minutos a 95°C, 30 ciclos
de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a 58°C y 1.5 minutos a 72°C, con una

extension final de 7 minutos a 72°C.

Para el caso del gen gyrB, se realiz6 un PCR usando la enzima ADN Polimerasa de
Thermo  Scientific. Los  primers usados fueron gyrBPFA  (5°-
CTCGAGGGTCTGGACGCGGTCCGCAAGCGACCCGGTATGTA-3?) y
gyrBPRA (5’-GAAGGTCTTCACCTCGGTGTTGCCCAGCTTCGTCTT-3)
(Rong et al., 2009). La concentracidn final para la reaccion de PCR de cada reactivo

fue el siguiente: 1X del Buffer de la enzima, 252 uM de dNTP a 10 mM, 0.1 uM

de primer gyrBPFA a 10 uM, 0.1 uM de primer gyrBPRA a 10 uM, 3 mM de MgCl>



a 50 mM, 10% de DMSO y 200 ng de ADN molde para un volumen final de 25 pl.
El ciclo de la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 5 minutos a 94 °C, 30
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 65 °C y 1.5 minutos a 72 °C, con una

extension final de 10 minutos a 72 °C.

2.6 Purificacion de productos de PCR

Se agreg6 1uL de acetato de sodio a 3 M, pH 5.2, por cada 10 uL de volumen del
producto de PCR, luego se agreg6 2.5 volumenes de Etanol Absoluto frio por cada
volumen del producto de PCR. Se procedi6 a mezclar con vortex y se dejo a -20°C
por 1.5 horas. Seguidamente se centrifugd por 15 minutos y se descartd el
sobrenadante. Se lavo el precipitado formado con 300 pL de Etanol frio al 70% y
se procedidé a centrifugar por 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y el
precipitado formado se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente, se
resuspendio el precipitado con 15 uL de agua ultra pura. Ademas se midio la
concentracion de ADN verificando su pureza utilizando TECAN Instrument. Las
muestras fueron enviadas a MACROGEN para su secuenciacion usando la técnica
SANGER vy usando los mismos primers de la reaccion de PCR para sus respectivos

genes. Los pasos de centrifugacion se realizaron a 14000 rpm.

2.7 Electroforesis de ADN

Se prepararon geles de agarosa al 1% y se uso GelRed de Biotium para tefiir el ADN.

Para un gel de 100 mL se utilizo 1 uL de GelRed disuelto en la solucién TAE 1X



(Anexo 1) junto con la agarosa minutos antes que gelifique. Ademas se utiliz6 como
marcador de ADN, a InnuSTAR 1 kb DNA Ladder Express de Analytikjena. La
electroforesis se llevo a cabo usando la solucion TAE 1X como buffer de corrida a

85 voltios por 35 minutos.

2.8 Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas del gen de 16S ARNr y del gen gyrB fueron revisadas con
el programa FinchTV version 1.4.0 con el fin de corroborar la posicion de las bases
nitrogenadas con respecto al cartograma enviado por Macrogen. Luego se empled
el programa CLC Genomics Workbench 3 para realizar el corte de los extremos y
el ensamblaje de las secuencias. De esta manera, las secuencias editadas fueron
usadas en el blast con la base de datos del GenBank. Para el analisis filogenético,
se escogieron secuencias de especies descritas que se alineaban a las secuencias de
las cepas en este estudio con 97% de identidad o més. El alineamiento y el arbol
filogenético se realizd utilizando el programa MEGA-X vs 10.0.5 (Kumar et al.,
2018). El alineamiento de las secuencias para cada gen se realiz6 usando el método
MUSCLE vy la obtencion del arbol filogenético se realiz6 usando el método
estadistico de Neighbor-Joining, con el modelo de sustitucion de Kimura 2
parametros y 1000 réplicas de Bootstrap. La concatenacion de las secuencias para
los dos genes se realizé usando el programa SequenceMatrix, dando un archivo en
formato NEXUS, el cual se convirtio a FASTA y seguidamente se procedio a la

obtencion del arbol filogenético.



2.9 Cuantificacion de proteinas totales por el método de Lowry

Se usé el método Lowry modificado para la determinacion de proteinas totales
(Waterborg, 2002). La técnica se basa en la reaccidon que ocurre en los enlaces
peptidicos con el cobre y el reactivo de Folin en un medio alcalino, originando un
color azul, cuya intensidad corresponde a la cantidad de proteina total en la solucion
problema. La intensidad de color se mididé por espectrofotometria a 750 nm.
Primero se realizo la curva de calibracion con un stock de suero de albumina bovina
(BSA) a 0.2 mg/ml disuelta en agua destilada autoclavada. Se tomdé 150 uL de BSA
correspondientes a 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ug de proteina. Se afiadié 100 pL de
NaOH a1 N, se mezcl6 vigorosamente con vortex y se incubo por 15 minutos (paso
de lisis celular). Seguidamente, se afiadié 1 mL de la solucion Lowry A (Anexo 1),
se mezclo con vortex y se incubo por 10 minutos. Se afiadio 125 ulL de la solucion
Lowry B (Anexo 1), se mezcld con vortex y se incub6é por 30 minutos mas.
Terminado el tiempo, se leyd y anotd la densidad 6ptica. Finalmente se realizo el
ajuste de los datos en una curva de calibracion que relaciona las proteinas totales

con la absorbancia obtenida. Cada punto de la curva se realiz6 por triplicado.

En el caso de las muestras con las cepas, se utilizé un volumen de 1 mL del in6culo
que fue centrifugado por 15 minutos a 10000 rpm y se descarté el sobrenadante. El
proceso anterior se repitié lavando con 1 mL de agua destilada. Al precipitado
formado, se le afiadié 150 uL de agua destilada y se procedio desde el paso de la

adicion de NaOH del ensayo de Lowry para la calibracion de la curva.



2.10 Crecimiento de las cepas de Streptomyces a diferentes valores de

pH, temperaturas y concentraciones de NaCl

Se prepar0 un stock de cepas sembrando las esporas en 20 mL de caldo XGAL por
un periodo de incubacion de 4 dias a 28 °C y 150 rpm de agitacion. Se centrifugé a
10000 rpm por 15 minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
precipitado en agua destilada. Se utiliz6 1 mL de stock de cada cepa para la
cuantificacion de proteinas totales usando el método modificado de Lowry. Los
ensayos iniciaron con un indculo correspondiente a 10 ug de proteinas totales de

cada cepa.

Se prepararon medios liquidos de XGAL 1/10 y de ACL 1/10. Luego estos medios
fueron llevados a diferentes valores de pH (2, 3, 4, 5, 6 y 7) usando acido sulfarico
a 1 Ny se repartieron 4 mL en tubos de ensayo. También, se prepararon medios
XGAL 1/10 y ACL 1/10 apH 7 con 0 %, 5 %, 10 % y 15 % de NaCl. Finalmente,
se prepararon medios liquidos de XGAL 1/10y de ACL 1/10 apH 7 y se repartieron
en tubos con 4 mL de cada medio, los que sirvieron para las pruebas a diferentes
temperaturas (28 °C, 37 °C y 50 °C). Cada cepa fue sembrada por duplicado por
tratamiento, incubada por 15 dias a 150 rpm de agitacién. Los tratamientos de pH

y % NaCl se incubaron a 28°C.

Finalizado los experimentos, se anotaron las caracteristicas de crecimiento y se
cuantificaron las proteinas totales por cada tratamiento usando el método

modificado de Lowry.



2.11 Capacidad de 6xido — reduccion de las cepas de Streptomyces

El ensayo se llevd a cabo de la siguiente manera. Primero se prepar6 el medio
liguido XGAL 1/10. Luego se prepar0 agua destilada a pH 1.8 usando acido
sulfurico 10 N, que sirvio para preparar la solucion de FeSQOs y se esterilizo con
filtro de membrana, tamafio de poro 0.2 um. La solucion de ion férrico provino de
una solucion de FeSO4 oxidada por bacterias lixiviantes y fue esterilizado por filtro
de membrana. En un ambiente estéril se mezcld el medio XGAL con la solucion
FeSO4 hasta obtener concentraciones finales de 0.2, 1 y 5 g/L de Fe?*. Del mismo
modo se procedié con la solucion de ién férrico hasta obtener concentraciones
finales de 1, 2 y 5 g/L de Fe3*. Cada tratamiento se repartio en tubos con 4 mL de
medio. El indculo se prepard de la manera descrita anteriormente y se sembré a una
concentracion de bacterias correspondientes a 6 pg/mL de proteinas totales. Cada
tratamiento se realizé por duplicado y se incub6 a 28 °C por 15 dias. La oxidacion
del i6n ferroso se determind por el viraje de color del medio a amarillo y la

reduccion del i6n férrico se determind por viraje del color del medio a transldcido.

2.12 Produccién de sideroforos

La produccion de sideroforos se observo usando el medio sélido, CAS (Chrome
Azurol S, Anexo 1). Este medio contiene como indicadores el Chrome Azurol Sy
el bromuro de Hexadeciltrimetil amonio (HDMTA) que forma complejo con ion
férrico, lo que le da el color azul caracteristico al medio (Louden et al., 2011).

Cuando los microorganismos producen siderdforos, estas moléculas capturan el ion



férrico del medio y generan un cambio de color de azul a naranja. La preparacion
del medio se detalla en el Anexo 1. Primero se prepar0 el inoculo, tanto en medio
liqguido XGAL y ACL; se incubaron las cepas por tres dias a 28 °C y en movimiento
a 150 rpm, con el objetivo de observar alguna diferencia en el crecimiento previo a
la produccion de siderdéforos. Se sembrd 20 ulL de cada cepa en el centro del medio
solido CAS, teniendo en cuenta que contengan el medio de crecimiento previo. El
inéculo fue cuantificado por el método de Lowry modificado. Ademas se sembro
B. subtilis (Dertz et al., 2006) como control positivo y E. coli como control negativo
en la produccion de siderdforos. Las placas con medio solido fueron incubadas a
28 °C por 15 dias. Finalizado el periodo de incubacion, se midio el diametro del

halo formado.

2.13 Cuantificacién de arsénico

La medicion de la concentracion de arsénico es un indicador de la desestabilizacion
de la malla de sulfuro en el mineral de arsenopirita (Roman Maldonado, 2000). La
determinacion de arsénico soluble en los medios se llevé a cabo usando la técnica:
Determinacion de arsénico por absorcion atémica en flama e hidruros segun
“Standard Methods for the Examination of Water y Wastewater”(Eaton et al., 2005).
Este ensayo fue realizado por el Laboratorio de Espectrometria de la Facultad de
Ingenieria Geoldgica, Minera y Metallrgica en la Universidad Nacional de
Ingenieria, a cargo del MSc Atilio Mendoza. El procedimiento se resume de esta

manera: La muestra fue aspirada y luego atomizada dentro de una flama, donde se



midié por medio de espectrofotometria, la cantidad de luz absorbida, siguiendo la

ley de Lambert-Beer.

2.14 Pre-seleccidn de cepas en un proceso de lixiviacion

En este ensayo se prepar6 caldo XGAL 1/10 y ACL 1/10 con la adicion de mineral
y cloruro de sodio. Se prepard cada medio de cultivo con 5% de NaCl. EI mineral
de arsenopirita fue esterilizado de la siguiente manera: se agregé un volumen de
alcohol a 97% hasta cubrir el mineral, mezclando homogéneamente y se dejo
evaporar a 60°C. Este procedimiento se llevo a cabo 3 veces. Se repartio el mineral
en matraces a una concentracion de 2.5 % wi/v en un volumen final de 50 mL de los
caldos XGAL 1/10 y ACL 1/10, todo esto en condiciones estériles. Finalmente, se
agregd NaOH hasta llegar a pH 5. El in6culo de cada cepa, se incub0 en caldo
XGAL por 3 dias a 28°C y 150 rpm de agitacion. Cada tratamiento fue realizado
por duplicado con sus respectivas cepas y un indculo correspondiente a 500 pg de
proteinas totales (previamente lavadas con agua destilada esteéril). Se prepararon los
siguientes tratamientos: control de ambos medios con mineral sin cepas y caldo
(XGAL 1/10 o ACL 1/10) con mineral mas el in6culo. Los tratamientos se
incubaron por 30 dias a 28 °C y en reposo. Luego de terminado el periodo de
incubacion, cada tratamiento fue filtrado y llevado a analizar para medir la

concentracion de arsénico disuelto.



2.15 Lixiviacion del mineral de arsenopirita

En este ensayo se escogieron dos cepas del ensayo anterior que disolvieron el
arsénico en mas 5 mg/mL y mas de 2 mg/mL con respecto al control en medio
XGAL y medio ACL respectivamente, siendo las cepas K1B y AB5. Este ensayo
se realizo usando tanto mineral estéril como no esteril. EI mineral se esterilizo de la
manera descrita anteriormente. Se prepar6é matraces con caldo y 5 % de NaCl a pH
5con 5% w/v de mineral de arsenopirita en un volumen final de 250 mL. El inéculo
fue preparado en caldo XGAL, incubado por 3 dias a 28°C y 150 rpm de agitacion.
Luego se tom6 30 mL del caldo con la cepa, de los cuales 3ml sirvieron para
cuantificar proteinas totales y 27 mL sirvi6 de in6culo para los tratamientos. Antes
de ser sembradas, los in6culos se lavaron con agua destilada estéril a pH 5. La cepa
K1B se sembr6 en caldo XGAL 1/10 y las condiciones antes expuestas, teniéndose
los siguientes tratamientos: control con caldo y mineral estéril, control con caldo y
mineral no estéril, indculo mas caldo y mineral estéril e in6culo méas caldo y mineral
no estéril, todo por duplicado. Del mismo modo, se sembro la cepa AB5 pero en
caldo ACL 1/10, teniendo los mismos tratamientos. Todo el procedimiento se llevo
a cabo bajo condiciones estériles para evitar contaminacion del ambiente.
Terminado el periodo de incubacién, cada tratamiento y sus duplicados fueron

filtrados y llevados a analizar para medir la concentracion de arsénico disuelto.



IVV.3 Consideraciones éticas

El presente trabajo siguio el manual de procedimientos de ética de la universidad,

siendo exonerado de la evaluacion por el Comité de Etica (Anexos).

IV.4 Plan de analisis de los datos obtenidos en los ensayos

Las ensayos de pre-seleccidn antes mencionados: tratamientos a diferentes valores
pH, diferentes porcentajes de NaCl, diferentes temperaturas, seleccion en mineral
esterilizado y la prueba de lixiviacién; tuvieron como variable independiente a las
variables cualitativas politomicas: pH, porcentaje de NaCl, temperatura y
tratamiento-control. Mientras que las variables dependientes correspondieron a la
concentracion de proteinas totales y la concentracion de arsénico disuelto

(cuantitativa continua).

El andlisis realizado en la prueba de pre-seleccion de cepas y lixiviacion se llevo a
cabo comparando las medias de la concentracién de mineral disuelto para cada
tratamiento utilizando el analisis estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis de
una via en el programa RStudio version 1.2.1335, considerando que los

tratamientos fueron independientes.



V. RESULTADOS

V.1 Resultados en la identificacion de las cepas de Streptomyces

1.1 Resultado de la caracterizacion fenotipica

Las bacterias en medio liquido presentaron las siguientes caracteristicas: formacion
de estructuras esféricas filamentosas de diferentes tamafios y colores, en algunos
casos con presencia de pigmentos que tifieron el medio, cepa AB5, Figura 4.
También se observé la formacion de una pelicula en la superficie del medio y de
esporas de color gris, luego de mas de 15 dias de incubacion en condiciones de

reposo. La descripcién detallada se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion macroscopica de cepas de Streptomyces en medio
liquido.

Morfologia El 21 K1B AB5
Color Blanco Amarillo Amarillo- Amarillo-
marron marron
Forma Filamentosa Filamentosa Filamentosa Filamentosa
circular circular circular circular
Tamano Pequefio Mediano Mediano Grande
Espora Plomo- Plomo- Plomo- Plomo-
superficie superficie superficie superficie

Pigmento | No No Si, rojizo Si, rojizo



Figura 4. Crecimiento de las cepas de Streptomyces en medio liquido XGAL.

El crecimiento de las cepas en medio solido se caracterizé por la formacién de
colonias circulares de bajo relieve y con formacion de surcos. En la primera semana
de incubacidn, las colonias crecieron incrustados en el agar y de forma seca, Figura
5. Las primeras colonias de la cepa K1B, 21 y AB5 aparecieron después del primer
dia de incubacion, mientras que las primeras colonias de la cepa E1 aparecieron al
tercer dia de incubacién. Las cepas AB5 y K1B produjeron esporas pulverulentas
de color gris a los 12 dias de incubacién aproximadamente. Mientras que la cepas
21 produjo esporas a los 15 dias de incubacion aproximadamente y la cepa E1
produjo esporas blancas a los 13 dias de incubacién y luego de 3 dias produjo
esporas grises. La descripcion detallada se presenta en la Tabla 2. La variabilidad
de las cepas se mostré por la diferencia en pigmentacion en su estructura vegetativa,
bajo las mismas condiciones de incubacion. Por ejemplo, se observé que dos placas
con medio solido que contenian la cepa K1B provenientes del mismo indculo e
incubadas bajo las mismas condiciones, una de ellas presento un color rojizo y la
otra un color verduzco. Lo mismo sucedi6 con la cepa AB5. En el caso de la cepa
E1, se observé un patron de cambio de coloracion de fucsia intenso a un rosado en

su estructura vegetativa en la segunda semana de incubacion.
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Tabla 2. Caracterizacion macroscopica de las cepas de Streptomyces en medio

solido XGAL.

Morfologia El 21 K1B AB5

Color Fucsia a Crema Crema Crema

superficial | rosado

Color Fucsia a Amarillo- Amarillo- Amarillo-

envez rosado marron marron marron

Forma Circular, bajo | Circular, bajo | Circular, bajo | Circular, bajo
relieve relieve relieve relieve

Textura Seca - opaca | Seca—opaca | Seca-opaca | Seca-—opaca

Espora Blanco — Gris | Gris Gris Gris

pigmento | No Si, rojizo, leve | Si, rojizo Si, rojizo

Figura 5. Morfologia de las cepas de Streptomyces en medio solido XGAL. Se
muestra la vista desde arriba del agar (1) y debajo del agar (2). ‘A", cepa E1; 'B’,
cepa 21; 'C', cepa K1B y 'D', cepa ABS.
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La caracterizacion microscopica se realizd mediante la tincion GRAM observada
en microscopio de luz a 1000X de aumento. Las cepas presentaron tincion GRAM
positiva, filamentos de origen ramificado, bacilos sueltos y concatenados, y

pequerias esporas circulares. La Figura 6 muestra a la cepa K1B.

Figura 6. Tincion GRAM de cepa K1B.

1.2 Resultado de las pruebas bioquimicas

Todas las cepas presentaron la enzima catalasa y solo la Cepa E1 contiene la enzima
oxidasa. Las cepas K1B, AB5 y 21 produjeron amilasas. En la prueba de TSI, las
cepas 21 y K1B produjeron gas; sin embargo, ninguna fue capaz de fermentar
alguno de los sustratos (glucosa, lactosa o sacarosa). Todas las cepas pudieron
descarboxilar la lisina a excepcién de la cepa K1B que no crecié. Ninguna de las
cepas presentd gelatinasa ni ureasa. Ninguna utilizo citrato como fuente de carbono.
El resumen de las pruebas se observa en la Tabla 3. La notacion ‘+’ se refiere a la
presencia de la enzima; la notacién -’, a la ausencia de la enzima; la notacion ‘k’,
a la alcalinizacién del medio y la notacion ‘Nc’, a que no hubo crecimiento por

parte de la cepa.
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Tabla 3. Resultados de los ensayos bioguimicos de las cepas de Streptomyces.

CAT | OXI | AMI TSI LIA | CIT A GEL URE

El + + - k/k + - - -
21 + - + k/k/gas + - - -
K1B + - ++ | kl/k/gas = Nc - - -
AB5 + - ++ k/k + - - -

La fermentacidn de sustratos de carbono se observo por el viraje de color del medio
a rojo (pH menor a 5). La cepa E1 y AB5 fermentaron glucosa. La cepa AB5 no
crecio ni en arabinosa ni en rafinosa. Las deméas cepas no fermentaron ningdn
sustrato, a pesar de que mostraron crecimiento. La cepa K1B produjo pigmento

externo de color marrén. La Tabla 4 muestra el resumen de los resultados.

Tabla 4. Resultados de la utilizacién de hidratos de carbono.

Cepa Glu Man Mel Ara | Raf Fru [ Myo Rha Suc @ Xyl

E1 + - - - - - - - - -



1.3 Resultado de la extraccion de ADN

La calidad de la extraccion del ADN, se observd mediante la electroforesis de las
muestras, tomando 5 uL de cada una mas 1 uL del buffer de carga. La Figura 7
muestra bandas del ADN cromosémico de un tamafio mayor a 10000 pares de bases
(pb) y bandas de menor tamafio posiblemente ARN o ADN fragmentado. Ademas
se cuantifico la concentracion de ADN obtenido con Nanodrop, obteniéndose las
siguientes concentraciones: 460 ng/uL para la cepa E1, 378 ng/uL para la cepa 21,

379 ng/uL para la cepa K1B y 351 ng/uL para la cepa AB5.

E1 21 k1B ABS

Figura 7. Fotografia del gel de electroforesis del ADN extraido.

1.4 Resultado de la amplificacion por PCR

La amplificacion se comprobd por un gel de electroforesis de agarosa. Se tomo 8
uL de la reaccion, se diluyd con 2 uL de buffer de carga (Anexo 1) y se procedié a

cargar en un gel de agarosa. También se carg6 en un carril 3 uL del marcador de
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ADN que ya contenia buffer de carga incorporado y en otro carril 3 uL de la
muestras con ADN gendémico mas 1 ulL de buffer de carga (previamente se le
adiciono 5ul de RNAsa A para eliminar el ARN presente). La Figura 8 muestra la
ubicacion de las bandas en el gel. El tamafio de las bandas que corresponden al
cromosoma estan por encima de los 10000 pares de bases, mientras que las bandas
del producto de la amplificacion por PCR del gen 16S ARNTr se ubicaron entre 1500
y 2000 pb. La notacion ‘M’ se refiere al marcador de ADN; la notacion ‘c-’, al

control de PCR sin ADN molde y la notacion ‘p’, al producto del PCR obtenido.

KiIB AB5 E1 ™M 10.000 bp
P

8.000 bp
6.000 bp
5.000 bp
4.000 bp

L I
3.000 bp
2.500 bp
1500 2.000 bp
[ -
- -
-

1.500 bp

- - ~—e

»
- -

K1B- AB5 M
P™ P

)ttt i '1500
-

Figura 8. Fotografia del gel de electroforesis del producto de PCR del gen 16S
ARNr.

Los productos de PCR generados del gen de gyrB presentaron tamafos de
aproximadamente 1000 y 1500 pares de base como se muestra en la Figura 9. La

notacion ‘M’ se refiere al marcador de ADN.
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Figura 9. Fotografia del gel de electroforesis del producto de PCR del gen gyrB.

1.5 Resultado de la purificacion de los productos de PCR

La calidad de los productos de PCR purificados para ambos genes se muestra en la
Figura 10. La Tabla 5 presenta las concentraciones y relacién de pureza para ambos

genes usando Nanodrop.

Tabla 5. Resultados de la medicion de la concentracion de los productos de PCR
purificados.

Gen 16S ARNr Gen gyrB
Cepa | Concentracion | 260/280 Concentracion = 260/280

El 259 ng/pL 1.84 207 ng/pL 1.85
21 218 ng/pL 1.84 210 ng/pL 1.8
K1B 178 ng/uL 1.84 248 ng/uL 1.8

AB5 196 ng/uL 1.84 262 ng/uL 1.78
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El 21 K1B AB5 El 21 KiB ABS M

gen 16S rRNA - gen gyrB

=l

Figura 10. Fotografia del gel de electroforesis de la purificacion de los productos
de PCR de los genes 16S ARNr y de gyrB de las cepas de Streptomyces.

1.6 Resultado del analisis filogenético de las secuencias de los genes

16S ARNry gyrB

Las cepas 21, K1B y AB5 fueron analizadas en un trabajo previo utilizando los
primers 8F (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) y 1492R (5’-GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T-3’); y depositadas en el GenBank bajo los codigos S.
variabilis cepa KY609136.1, S. thermocarboxidus cepa KY628829.1 y S. variabilis

cepa KY608897.1 respectivamente (Pacheco-Huertas, 2016).

En este trabajo, se obtuvieron secuencias del gen 16S ARNr de tamafios de 1088 pb,
1336 pb, 1100 pb y 1320 pb para las cepas E1, 21, K1B y AB5 respectivamente.
Para el caso de las secuencias del gen gyrB se obtuvieron tamafios de 975 pb, 820
pb, 985 pb y 906 pb para las cepas E1, 21, K1B y AB5 respectivamente. Las
secuencias obtenidas de la amplificacion del gen gyrB presentaron 60% de
contenido GC. Las secuencias fueron editadas y ensambladas antes de realizar el
blast usando la base de datos del GenBank. De las secuencias alineadas en el

GenBank, se escogieron para el gen 16S ARNr, las especies S. hyderabadensis OU-
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40y S. diastaticus subsp ardesiacus NBRC 15402 alineadas con 99% de identidad
a la cepa E1; y las especies S. variabilis NRLB 3984 y S. griseoincarnatus LMG
19316 con 100% de identidad para las cepas 21, K1B y AB5. Por otro lado, para el
gen gyrB no se encontré ninguna especie cuya secuencia contuviera una identidad
mayor o igual al 97% para la cepa E1. Se escogio la secuencia para el gen gyrB de
la especie S. variabilis ARRS001 que se aline6 con 98% de identidad con las cepas
21, K1B y ABS. El alineamiento se realizd con las especies escogidas y las cepas
de este estudio. Ademas se utilizo a E. coli como especie fuera de grupo con sus

respectivas secuencias para cada gen.

Previamente al alineamiento, se comprob6 que ninguna secuencia estuviese
invertida. Las Figuras 11, 12 y 13 corresponden al arbol filogenético del gen 16S

ARNTr, del gen gyrB y de los genes concatenados respectivamente.

IF )|
95 S. variabilis
# { 3. griseoincarnatus
+ Cepa ABS
100 Cepa K1B
Cepa 21

5. diastaticus subsp. ardesiacus

95

S. hyderabadensis

E. coli{outgroup)

Figura 11. Arbol filogenético de las secuencias para el gen 16S ARNr.



7 Cepa K1B
78 { Cepa AB5
Cepa 21
5. grisecincarnatus

o7

a3

3. varabilis

— CepaEl
% L——— S_diastaticus subsp. ardesiacus

E. coli{outgroup)

Figura 12. Arbol filogenético de las secuencias para el gen gyrB.

{ 5. griseocincarnatus
% S. variabilis

93 Cepa K1B

S. diastaticus subsp. ardesiacus

95 S. hyderabadensis

E. colijoutgroup)

Figura 13. Arbol filogenético de las secuencias para los genes concatenados.

Los tres arboles filogenéticos muestran que la cepa E1 forma un grupo diferente a
las cepas 21, K1B y AB5. Los nimeros en cada rama representa el porcentaje de

arboles en los cuales ocurren las asociaciones.



V.2 Resultados de los ensayos de crecimiento a diferentes condiciones de

pH, % de NaCl y temperatura

2.1 Resultado de la curva de calibracion del método de Lowry

Se realiz0 la curva de calibracion de proteinas totales usando el método modificado
de Lowry por triplicado, Las absorbancias obtenidas para cada cantidad de proteina
se muestran en la Tabla 6. La curva de calibracion resultante dio un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.98 indicando un buen grado de correlacion entre la cantidad

de proteina total y la absorbancia medida.

La ecuacion de correlacion obtenida fue:
Abs =0.0103 x P + 0.0188
Donde,

Abs: absorbancia y P: proteina total en ug

Tabla 6. Resultados de la curva de calibracion del método de Lowry modificado.

Proteinas Absorbancia 750 nm Promedio Promedio
totales (png) corregido

0 0.064 0.041 0.042 0.049 0.000

5 0.184 0.110 0.098 0.131 0.082

10 0.175 0.175 0.172 0.174 0.125

15 0.239 0.243 0.230 0.237 0.188

20 0.277 0.265 0.274 0.272 0.223

25 0.324 0.331 0.318 0.324 0.275

30 0.378 0.347 0.377 0.367 0.318



2.2 Resultado del ensayo de crecimiento a diferentes valores de pH

La cepa E1 presentd colonias de color rosado desde el pH 4 hasta el pH 7 en caldo
ACL 1/10. La cepa 21 presento colonias de color anaranjado a marrén a pH 7. La
cepa K1B y la cepa AB5 produjeron pigmento externo, de color anaranjado a
marron a pH 7. Todas las cepas presentaron crecimiento filamentoso irregular en el

medio.

La cepa K1B presentd bajo crecimiento en pH 2y pH 3, aunque no fue suficiente
para medir las proteinas totales de cada tratamiento. Para el anélisis estadistico
usando el test de Kruskal-Wallis se agruparon los resultados en: grupo 1 (pH 2, 3,
4) y grupo 2 (pH 5, 6 y 7). Se observo diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos 1y 2 para cada cepa en cualquiera de los medios de cultivo. Todas las
cepas crecieron en promedio 3 veces mas en el grupo 2 con respecto al grupo 1.
Ademas se analiz6 la diferencia de crecimiento en los dos medios de cultivo,
obteniendo casi el doble de crecimiento en el medio XGAL con respecto al medio

ACL, Tabla 7.



Tabla 7. Resultados de crecimiento a diferentes valores de pH de las cepas de

Streptomyces.
Promedio Proteinas totales
Medio de
Cepa _ (n9) p value
cultivo
pH<4 pH >4

Medio XGAL 4 23.2 0.009

Cepa E1 )
Medio ACL 3.8 145 0.03
Medio XGAL 4.9 17.3 0.004

Cepa 21 ]
Medio ACL 4.5 9.6 0.004
Medio XGAL 12.6 31 0.004

Cepa K1B _
Medio ACL 10.9 16.3 0.03
Medio XGAL 6.6 254 0.004

Cepa AB5 )
Medio ACL 5.8 13.8 0.004

2.3 Resultado del ensayo de crecimiento a diferentes % NaCl

En el medio XGAL 1/10, la cepa E1 presentd colonias blancas y filamentosas de
forma irregular de color blanco a excepcion del medio con 5 % de NaCl que fue de
color fucsia. En el medio ACL 1/10, la cepa E1 presentd colonias blancas a
excepcion del medio con 0 % y 5 % de NaCl que fue de color rosado. La cepa 21
presento coloracion anaranjado a marrén en el medio XGAL 1/10 a concentraciones
de 5%y 10 % de NaCl y en el medio ACL 1/10 en ausencia de NaCl. La cepa K1B

presentd tonalidades de color beige a marron en sus colonias para las

concentraciones de 5 % y 10 % de NaCl en medio XGAL 1/10.




La cepa E1 no presentd diferencias significativas entre tratamientos con diferentes
porcentajes de NaCl. Las cepas 21 y K1B tuvieron crecieron casi 7 veces mas a5 %
y 10 % de NaCl en medio XGAL con respecto a los mismos porcentajes de NaCl
enmedio ACL (p <0.02) y crecieron 5 veces mas a % 5y 10% de NaCl con respecto
a 0% y 15% de NaCl. La cepa AB5 crecio casi 4 veces mas a5 % y 10 % de NaCl
con respecto a los mismos porcentajes de NaCl en medio ACL (p < 0.02) y crecio
casi 3vecesmas a5 % y 10 % de NaCl con respecto a 0 % y 15 % de NaCl, Tabla

8.

Tabla 8. Resultados de crecimiento a diferentes % NaCl de las cepas de
Streptomyces.

Promedio Proteinas totales
Cepa Medm de (19) p value
cultivo 0%y15% | 5%y10%
NaCl de NaCl
Cepa E1 Medio XGAL 11.3 16 p >0.05
P Medio ACL 13.2 16.4 p>0.05
Conazl | Medio XGAL 9.6 476 0.02
P Medio ACL 7.6 9.2 p>0.05
Medio XGAL 9.2 46.6 0.02
CepaKIB | \tedio ACL 8.8 76 0>0.05
Medio XGAL 15.8 42 0.02
CepaABS |\ redio ACL 8.1 12,5 p>0.05

2.4 Resultado del ensayo de crecimiento a diferentes temperaturas

La cepa E1 presentd formacién de colonias filamentosas de color blanco para el
tratamiento de 28°C y 37°C. Las cepas 21, K1B y AB5 presentaron la formacion

de colonias filamentosas de color rojizo para los tratamientos con 28°C y 37°C y la



cepa AB5 produjo pigmento en estas temperaturas. Todas las cepas presentaron

colonias puntiforme de color blanco a la temperatura de 50°C.

Todas las cepas mostraron buen crecimiento a temperatura de 28°C y en mayor
medida a temperatura de 37°C en medio XGAL 1/10. Hubo diferencia significativa
entre los medios utilizados para cada cepa (p < 0.05), con mejor crecimiento para

el medio XGAL 1/10, Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de crecimiento a diferentes temperaturas de las cepas de
Streptomyces.

Promedio Proteinas totales
Cepa (ng) a28°Cy 37°C p value
Medio XGAL | Medio ACL
Cepa E1 38.1 15.3 0.04
Cepa 21 23.2 10.5 0.02
Cepa K1B 34.9 14.4 0.02
Cepa AB5 28.8 14.1 0.02

V.3 Resultados de los posibles mecanismos presentes en la lixiviacién

3.1 Resultados de la capacidad de 6xido — reduccion

La oxidacion del medio que contiene FeSO4 se observa como el viraje al color
amarillo. Las cepas no oxidaron el ion ferroso del medio a ninguna de las
concentraciones en estudio. Solo se observd precipitacion del metal en las
concentraciones de 1 y 5 g/L, como se observa en la Figura 14 para la cepa ABS5.

Todas las cepas redujeron el ion férrico a partir de la concentracion de 2 g/L de



Fe3*, Tabla 10. La notacion ‘-’ se refiere a que fue negativo tanto para la oxidacion
como para la reduccién y la notacion ‘+°, que fue positivo. Las cepas crecieron en
todos los tratamientos. No se pudo medir proteinas totales por el método de Lowry
ya que este método sobre-estimo los valores de proteinas ya que reacciona con el

ion Fe.

Tabla 10. Resultados de la capacidad de 6xido - reduccion

Oxidacién de Fe?* Reduccién de Fe3*

02¢g/L 1g/L 59/L  1lg/L  2g/L  59g/L
El - - - - + -
21 - - - - - -
K1B - - - - - +
AB5 - - - - - -

Figura 14. Fotografia de la capacidad de oxido — reduccion de las cepas de
Streptomyces.
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3.2 Resultado del ensayo de produccién de sideréforos

La presencia de siderdforos se observo por medio de la formacion de halos de color
naranja alrededor de la colonia, independientemente del medio en el cual fue
sembrado el in6culo (XGAL o ACL). El halo formado se produjo cuando los
sideroforos capturaron el ién férrico del medio. Se tomé como control negativo a E.
coli que no produjo sider6foros y como control positivo a B. subtilis; sin embargo,
no crecio, posiblemente por algun inhibidor dentro del medio CAS. Se utilizd un
indculo correspondiente a 0.26, 0.46, 0.47, 0.41 ug de proteinas totales de las cepas
E1, 21, K1By ABS respectivamente. Se midio el diametro del halo formado (Figura
15), obteniéndose para el caldo XGAL, 4.2 cm para la cepa E1, 2.2 cm para la cepa
21y K1By 2.7 cm para la cepa AB5. Mientras que para el caldo ACL, 4.1 cm para
la cepa E1, 2.5 cm paralacepa2ly K1By 2.2 cm para la cepa AB5. A pesar que
no hubo réplicas de las siembras, se resalta el hecho que la cepa E1 produjo casi el

doble de diametro de halo que las otras cepas.



E. coli

w

Figura 15. Fotografia de la produccion de siderdforos A, cepa E1; B, cepa 21; C,
cepa K1B; D, cepa AB5; I, E. coli (C-) y B. subtilis (C+, no crecid) y Il, inéculo
de las cepas en medio XGAL.

V.4 Resultados de los ensayos de Lixiviacion

4.1 Resultado del ensayo de pre-seleccién de cepas segun su

capacidad de disolucion de arsénico.

En los ensayos anteriores se determinaron las condiciones minimas de pH vy
temperatura cercanas a un proceso minero de oro. La adicion de NaCl evita la
formacion de complejo del oro con materia organica y ayuda a la extraccién final
del oro. Las condiciones escogidas fueron: 28°C, 5 % de NaCl y pH 5. Este ensayo
evalud la capacidad de las cepas para disolver arsénico bajo las condiciones
escogidas en diferentes medios de cultivo. El indculo para el inicio del ensayo de
cada cepa correspondi6 a 500 ug de proteinas totales. La cepa K1B aparentemente

disolvio 80% maés de arsénico en medio XGAL 1/10 en comparacién con las otras
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cepas. Las cepa AB5 y K1B aparentemente disolvieron 10% mas de arsénico que
el control y 58% mas que las otras cepas en medio ACL 1/10, Tabla 11. También
se observé que los microorganismos que sobrevivieron a la esterilizacion del
mineral en medio ACL 1/10 disolvieron aparentemente 70% mas arsénico con

respecto al medio XGAL 1/10.

Tabla 11. Resultados del ensayo de pre-seleccion de cepas en mineral.

Medio de cultivo Cepa Promedio de As
disuelto (mg/mL)
Control 10.13
El 8.50
XGAL 1/10 21 12.94
K1B 18.22
AB5 10.29
Control 17.30
El 9.94
ACL 1/10 21 12.59
K1B 19.30
AB5 19.38

4.2 Resultados del ensayo de lixiviacion

El ensayo de pre seleccion permitié escoger las cepas con un mayor grado de
disolucion de arsénico para cada medio de cultivo: la cepa K1B con el medio XGAL
1/10 y la cepa AB5 con el medio ACL 1/10. Los medios contenian 5% de NaCl y

se encontraron a pH 5. Las condiciones de incubacion fueron de 28°C, 150 rpm de



agitacion y por 30 dias. El inoculo inicial de las cepas K1B y AB5 correspondié a
400 ng de proteinas totales. Una vez terminado el periodo de incubacion se
observaron abundantes colonias en los tratamientos con cepas. El pH final del
ensayo fue de 2. La tincion GRAM permitié comprobar, la presencia de las cepas
de Streptomyces en estudio (presencia de filamentos) finalizado el ensayo. También
se encontraron levaduras en los tratamientos de mineral no estéril, siendo mayor su
presencia en medio liquido ACL 1/10; bacilos cortos y bacilos espiralados. El
tratamiento con mineral estéril con alcohol ain mostraba microorganismos propios

del mineral pero en muy bajas proporciones con respecto al mineral no estéril.

El porcentaje de arseénico extraido se calculd teniendo en cuenta que la
concentracion de arsénico es de 16.90 g/Kg de arsenopirita. En la Tabla 12 se
muestra que no hay diferencia significativa entre los tratamientos para el ensayo de
lixiviacion con el medio liquido XGAL 1/10 ni el medio ACL 1/10. La notacion
NE corresponde a mineral no estéril, E corresponde al mineral estéril y C al control
sin cepas. En el control no estéril, el medio ACL 1/10 extrajo aparentemente 1 punto

mas de arsenico que el medio XGAL 1/10.



Tabla 12. Promedio del porcentaje de arsénico extraido del mineral en el ensayo

de lixiviacion.
Arsénico extraido (%o)
Cepas CNE CE Cepa NE Cepa E
Cepa K1B 1.99 1.71 1.95 2.09
Cepa ABS 2.96 2.25 2.82 2.42

CNE: Control con mineral no estéril
CE: control con mineral estéril

NE: mineral no estéril

E: mineral estéril
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron cuatro cepas bacterianas con los siguientes
codigos de laboratorio: E1, 21, K1B y AB5. La formacién de micelio vegetativo
con pigmento, micelio aéreo y esporas, Yy su tincion GRAM positivo (Tablas 1,2 y
3) permitieron la identificacion de las cepas dentro del género Streptomyces
(Whitman et al., 2012). De la misma manera, su identificacion genotipica usando

los genes 16S ARNr y gyrB lo ubican en dicho género.

Los Streptomyces son heterétrofos que utilizan compuestos de carbono para
producir energia liberando CO> en el proceso (Rawlings & Johnson, 2007). En la
prueba bioguimica de triple azucar- hierro (TSI), la cepa E1 y la cepa AB5 no
fermentaron glucosa, lactosa ni sacarosa, Tabla 3. La lectura de esta prueba se
Ilevé a cabo después de una semana de incubacion por el lento crecimiento de las
cepas; sin embargo la literatura especifica que las pruebas deben realizarse maximo
a las 24 horas para tener un resultado verdadero (Buckley et al., 2015). La prueba
de utilizacion de hidratos de carbono permitio observar la capacidad fermentativa
de estos compuestos después de una semana de incubacion. Las cepas E1y AB5

solo fermentaron glucosa, de los 10 hidratos de carbono, Tabla 4.

La identificacion comun de bacterias del género Streptomyces se basa en las
caracteristicas de crecimiento, formacion de pigmentos y esporas segun el medio
de cultivo usado, ademas de la utilizacion de diferentes fuentes de carbono

(Whitman et al., 2012). La informacién obtenida en este estudio de dicha



caracterizacion se compar6 con la informacion en el manual de Bergey’s (Whitman
et al., 2012) y el libro de Procariotas (Dworkin etal., 2006), sin llegar a una

identificacion hasta especie de las cepas.

La identificacidn genotipica se realizd empleando los genes 16S ARNr y gyrB. En
un trabajo previo, la identificacion de las mismas cepas se realiz6 usando los
primers 8F y 1492R para el gen 16S ARNr (Pacheco-Huertas, 2016); sin embargo,
al comparar los resultados no se encontré concordancia completa con la
caracterizacion fenotipica segun el manual de Bergey’s y el libro de Procariotas
(Dworkin et al., 2006; Whitman et al., 2012). Debido a ello, en este estudio se
emplearon los primers, 27F y 1525R para la amplificacién de la region del gen 16S

ARNTr.

El analisis filogenético usando las secuencias obtenidas de la amplificacion de los
genes 16S ARNr y gyrB mostré que las cepas se asociaron en dos grupos, el primero
que contenia a las cepas 21, K1B y AB5 y el segundo a la cepa E1 (Figura 11, 12y
13). Esto concuerda con las caracteristicas fenotipicas observadas de crecimiento
macroscopico, donde la cepa E1 produjo esporas de color blanco a los 13 dias y
luego esporas de color gris; ademas presentd pigmentacion de color fucsia en su
estructura vegetativa en medio solido XGAL. En cambio, las cepas 21, K1B y AB5
presentaron pigmentacion de color crema a rojizo-marron en su estructura

vegetativa, pigmentacion rojiza extracelular y esporas de color gris.



El grupo filogenético que contenia a las cepas K1B, 21 y AB5 también contenia a
las especies S. variabilis y S. griseoincarnatus. La especie S. variabilis no produce
pigmento extracelular (Whitman et al., 2012) como es el caso de estas cepas en el
mismo medio de cultivo. La especie S. griseoincarnatus tiene pigmentacion
amarillenta a rojiza en su micelio vegetativo y es capaz de producir pigmentos
extracelulares de un color rojizo utilizando medios solidos de cultivo diferentes a
los usados en este estudio (Whitman et al., 2012). La produccion de pigmento es
atil en la identificacion de Streptomyces siempre y cuando se sigan las mismas

condiciones de crecimiento.

El grupo filogenético que contenia a la cepa E1 también contenia a las especies S.
hyderabadensis y S. diastaticus subsp. ardesiacus. Comparandolas, éstas no
coincidieron con la caracterizacion fenotipica ni bioquimica ni en la fermentacién
de hidratos de carbono por parte de la cepa E1. Como se aprecia en los resultados,
es muy dificil la identificacion de este género por tener un genoma complejo y ser
muy diverso; a pesar de ello, la utilizacion de otros genes multilocus podrian

mejorar la resolucion en la identificacion (Guo et al., 2008).

Las condiciones del ensayo de lixiviacion se escogieron teniendo en cuenta el
crecimiento de las cepas a condiciones cercanas a un proceso minero. EI pH del
mineral de arsenopirita es aproximadamente 2. La temperatura de proceso de
lixiviacion se realiza a temperatura ambiente y solo adicionando cianuro como
disolvente (Yanacocha, 2019). El valor de pH 7 es el de crecimiento 6ptimo para

las cepas en estudio; sin embargo, llevar el mineral a dicho pH requiere adicion de



soluciones basicas, aumentando costos y generando mas problemas en el medio
ambiente, por eso se escogio el pH minimo de crecimiento moderado, pH 5, Tabla
7. Del mismo modo, la temperatura optima de crecimiento de las cepas fue de 37
°C, a pesar de ello, se escogio la temperatura de 28 °C (Tabla 8) por estar cercana
a la temperatura de procesos de lixiviacion en mina. También se afiadio 5% de
NaCl ya que esta sal forma complejos con el oro (Dutrizac & MacDonald, 1971) y

evita la formacion no deseada de complejos con la materia organica.

El ensayo de pre seleccidén de cepas en mineral permitié escoger los medios de
cultivo y las cepas para el ensayo de lixiviacion, XGAL para la cepa K1B y ACL
para la cepa AB5. En el ensayo de lixiviacion, las cepas K1B y AB5 no mostraron
diferencias para ningun tratamiento. Se realiz6 tincién Gram a los medios con el
mineral y se observo la presencia de bacilos cortos espiralados, bacilos cortos y
levaduras. Estos microorganismos propios del mineral estarian efectuando la
lixiviacion del arsénico como se observd en otros estudios (Liu etal., 2017).
Ademas, se observo que el medio ACL 1/10 mejora aparentemente en un 50% la
lixiviacion por las bacterias propias del mineral en comparacion del medio XGAL
1/10, Tabla 12. En un estudio previo con las cepas en estudio se logrdé una

extraccion del 16% de arsenico bajo otras condiciones (Ugarte, 2016).

Las cepas presentaron hipervariabilidad en la produccién de pigmentos, lo cual
puede explicar otras caracteristicas fenotipicas que estan gobernadas por esta
inestabilidad genética. La inestabilidad genética en Streptomyces se debe a los

genes regulatorios pleitropicos, es decir, que la expresion de estos genes se observa



en caracteristicas fenotipicas diferentes (Leblond et al., 1990). Esta inestabilidad se
debe a la delecién, amplificacion y cambios en regiones extensas de ADN, lo que
se traduce en pleitropismo, es decir, en la expresion diferente de un mismo gen
(Leblond et al., 1990). Se ha visto que esta hipervariabilidad afecta la produccion
de enzimas y de antibioticos en bacterias del género de Streptomyces (Htter et al.,
1988). Es posible que esta hipervariabilidad explique las diferencias encontradas en
el crecimiento en medio sélido y los resultados obtenidos en el ensayo de

lixiviacion.

Las cepas en estudio demostraron resistencia a la presencia metales pesados durante
el proceso de lixiviacion. Se sabe que los Streptomyces utilizan estrategias para
tolerar los metales pesados como por ejemplo, la acumulacién de cromo (Amoroso
etal., 2001) o la biosorcién de plomo y uranio (Golab et al., 1991). También, se
han encontrado especies de este género en relaves mineros (Drewniak et al., 2008;
Matsubara & Hurtado, 2013; Pacheco-Huertas, 2016; Ugarte, 2016). Esta
resistencia esté asociada a la relacion simbidtica con plantas (Shi et al., 2013). Las
cepas del presente estudio han demostrado tolerar hasta 166 mg/L de arsénico
(Ugarte, 2016), pudiendo deberse a la presencia de genes similares a los del operén
ars (Cervantes et al., 1994; Oremland & Stolz, 2003; Wang et al., 2006), los cuales

reducen el arsenato en arsenito y lo transportan al exterior de las bacterias.

Las cepas soportaron pH 2, valor final del proceso de lixiviacion. La tolerancia a
pH é&cidos puede deberse a las bombas de protones ubicados en la membrana

plasmatica que se encargan del eflujo de iones de hidrégeno y activan la produccion



de metabolitos involucrados bajo estrés de pH (Kim etal.,, 2008). También
demostraron tolerar altas concentraciones de NaCl, Tabla 8. Una estrategia de
tolerancia a la alta salinidad puede ser la modificacion del dominio N-terminal en
las enzimas (Uraji etal., 2007) o a la produccién de enzimas proteasas intra o
extracelulares como Lon y Clp, que eliminan mas eficazmente las proteinas no

funcionales en Streptomyces (Sadeghi et al., 2014).

Las cepas demostraron poseer mecanismos que pueden estar relacionados directa o
indirectamente en el proceso de lixiviacion. Uno de los mecanismos es la
produccién de sideroforos, los cuales actian directamente en la disolucion de
arsénico en minerales como escorodita (Drewniak et al., 2008), Figura 15. Por otro
lado, los microorganismos lixiviantes de minerales sulfurados reducen el ion férrico
y el i6n ferroso resultante lo usan como fuente de energia (Mahmoud et al., 2017).
En este estudio las cepas demostraron reducir el i6n férrico (Figura 14), que podria
ser utilizado como fuente de energia por los microorganismos propios del mineral

en el proceso de lixiviacion.



VIlI.  CONCLUSIONES

Las cepas E1, 21, K1B y AB5 produjeron las enzimas amilasa, catalasa y solo la
cepa E1 produjo oxidasa. Solo las cepas E1 y AB5 fermentaron glucosa. La cepa
E1 produjo pigmento interno de color fucsia y las cepas 21, K1B y AB5 produjeron

pigmento interno y externo de color rojizo.

El arbol filogenético separd a las cepas de Streptomyces segun la secuencia de sus
genes 16S ARNr y gyrB, en dos grupos. El primero contenia las cepas 21, K1B y
ABS5 y el segundo contenia a la cepa E1. La especie S. griseoincarnatus fue similar
en 95% al grupo de las cepas 21, K1B y AB5, mientras que la especie S.

hyderabadensis fue similar en 95% al grupo de la cepa E1.

Las cepas E1, 21, K1B y AB5 tuvieron crecimiento moderado a partir de pH 5,

temperatura de 28°C y concentracion de 5% de NaCl.

La lixiviacion realizada por las cepas K1B y AB5 fue igual al control, extrayendo

el 2% de arsénico bajo las condiciones encontradas en este trabajo.

Las cepas E1, 21, K1B y ABS5 produjeron sideroforos captadores de ion férrico y

presentaron la capacidad de reduccion del mismo ion.



Vill. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos de lixiviacion, considerando las siguientes
variables: concentracion de las cepas usadas en este estudio, condiciones de
aeracion y diferentes metodologias de esterilizacion. También se recomienda
estudios de identificacion, utilizando otros genes involucrados en el mantenimiento

celular.
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X. ANEXOS

Medios de cultivo basicos

Medio Agar Almidon Caseina (AAC): Contiene almidédn 10 g/L, Caseina 0.3 g/L,
KNO3 2 g/L, NaCl 2 g/L, KoHPO4 2 g/L, MgS0O4 0.05 g/L, CaCO3 0.02 g/L y Agar

Agar 15 g/L.

Medio Almidén Caseina Liquido 1/10 (ACL): Contiene almidon 1 g/L, Caseina
0.03 g/L, KNO3 0.2 g/L, NaCl 0.2 g/L, KaHPO4 0.2 g/L, MgSO4 0.005 g/L, CaCOs

0.002 g/L.

Medio Glicerol extracto de levadura agar (XGAL): contiene glicerol 5 ml/L,

extracto de levadura 2 g/L, KaHPO41 g/L y agar 15 g/L.

Medio Glicerol extracto de levadura liquido (XGAL-lig): contiene glicerol 5 ml/L,

extracto de levadura 2 g/L y KoHPO4 1 g/L.

Todos los medios se esterilizaron por medio de calor himedo (autoclave) a 121°C,

15 Ib de presion por 30 minutos.



Medio para la utilizacion de carbohidratos.

Solucion A Solucién B: Indicador de
Andrade

Peptona 5¢ Fucsina &cida 0.59
Extracto de levadura 19 NaOH 1N 10ml
Cloruro de sodio 5¢ Agua destilada 100ml
Indicador de Andrade 10ml

Agua destilada 1Lt

Se autoclavd la solucion A. Se prepara el stock de cada carbohidrato al 10% y luego
se pasa por filtro de membrana con tamafio de poro de 0.2um, con excepcion de la
celulosa y del Myo-Inositol que se esterilizan con dietil-éter. Se preparan los medios,
llevando el stock del carbohidrato a una concentracion final del 1% con la solucion

A

Soluciones para la extraccion de ADN

Solucién de lisis Solucién de Lisozima Solucién TE
20mM Tris-HCI pH 8 10mM Tris-HCI pH 8 10mM Tris-HCI pH 8
2mM EDTA pH 8 50mg/ml de Lisozima 1ImM EDTA pH 8

1% SDS



Solucion TAE 50X Solucién buffer de carga 6X

Tris-Base 2429 Bromophenol blue 25mg
Ac. Acético glacial 57.1ml Xylene cyanol FF 25mg
EDTA 0.5M 100ml Glicerol 3.3ml
Agua destilada 1Lt Agua destilada 6.7ml

Cuando se preparo la solucién de EDTA se adiciond pastillas de NaOH hasta que
se observo completa disolucion de EDTA, inmediatamente se midio el pH para no
sobrepasar el valor de 8. De la misma manera, cuando se preparé la solucién de
Tris-HCI, se adiciond HCI concentrado hasta que se disolvié por completo y a partir

de ese momento se midio el pH hasta llegar al valor de 8.

Método modificado de Lowry

Solucidn Pre-Stock

Se disolvi6 30g de Na2COs en agua destilada hasta llegar a 1 litro (se almacena a

temperatura ambiente)

Solucion de Tartrato de sodio y potasio

Se disolvio 4g de KNaCsH40s . 4H20 en agua destilada hasta llegar a 100ml (se

almaceno a 4°C).

Solucion de sulfato cuprico

Se disolvio 2g de CuSOs en agua destilada hasta llegar a 100ml (se almacené a

temperatura ambiente)



Solucion Lowry A

Se mezcld 1 ml de solucion de tartrato de sodio y potasio mas 1 ml de solucién
sulfato cuprico aforando con la solucion pre-stock hasta llegar a 100ml. Se debe
respetar el orden y se debe preparar cada vez que se hagan mediciones.

Solucion Lowry B

Se prepar0 una relacion de reactivo de Folin con agua destilada de 1:1. Se debe

preparar cada vez que se hagan mediciones.

Medio CAS (Chrome Azurol S)

Solucién 1: Fe — CAS

FeCl3.6H20 (1M diluido en 10mM de HCI) 10ml
Chrome Azurol S (1.21 mg/ml) 50ml
Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio (HDMTA 1.82mg/ml) 40ml

Primero se mezclo FeCls y el CAS, luego se adiciona HDMTA y se procedi6 a
autoclavar.

Solucién 2: medio MM9

KH2PO4 0.3g
NaCl 0.59
NHCI 1.0g
PIPES 30.24g
NaOH discos hasta llegar a pH 6.8
Agar agar 159

dH20 800ml



Se mezclaron todos los reactivos y se agreg6 los discos de NaOH con cuidado hasta
que la solucién se volvio transparente. Se procedié a ajustar el pH a 6.8 y se agrego

el agar agar. Finalmente se autoclavo.

Solucion 3: Buffer

Glucosa 29
Manitol 29
MgS04.7H20 493mg
CaCl; 11mg
MnSQO4.H20 1.17mg
H3BOs3 1.4mg
Na:Mo004.2H.0 1mg
dH20 70ml

Se mezclaron los reactivos y se procedié a autoclavar

Solucioén 4:

Acido casamino (caseina hidrolizada 10% v/v)  30ml

Se filtr6 con membrana de 0.2um de diametro de poro
Las soluciones 2, 3 y 4 se mezclaron y por Gltimo se afiadié la solucién 1 con
cuidado y mezclando constantemente. Todas las soluciones estuvieron a 50°C antes

de mezclar. Finalmente se reparten 20ml de la mezcla en placas y se deja secar.



CERTIFICADO

Por la presente, se certifica que las cepas Streptomyces spp. E1, Streptomyces spp. 21,
Streptomyces spp. K1B y Streptomyces spp. ABS, que fueron aisladas de minerales en el
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la Universidad Peruana Cayetano Heredia son
caracterizadas fenotipicamente con las siguientes caracteristicas:

1. Caracteristicas fenotipicas
Streptomyces spp E1 : En agar XGALy luego de 7 dias de crecimiento a 28°C, las colonias
son de color fucsia y en el envés de color rosado. Luego de 10 dias presentan esporas
de color blanca y luego de 15 dias, esporas de color gris. Es una bacteria que presenta
filamentos, estructura aérea y pigmentacion en la estructura vegetativa.

Streptomyces Spp 21 : En agar XGALy luego de 7 dias de crecimiento a 28°C, las colonias
son de color beige y en el envés de color crema. Luego de 10 dias presentan esporas de
color gris y producen pigmento rojizo extracelular. Es una bacteria que presenta
filamentos, estructura aérea y produce pigmentos.

Streptomyces spp K1B: En agar XGALy luego de 7 dias de crecimiento a 28°C, las colonias
son de color beige y en el envés de color crema. Luego de 10 dias presentan esporas de
color gris y pigmento extracelular de color rojizo o verduzco. Es una bacteria que
presenta filamentos, estructura aérea y produce pigmentos.

Streptomyces spp. AB5. En agar XGAL y luego de 7 dias de crecimiento a 28°C, las
colonias son de color beige y en el envés de color crema. Luego de 10 dias presentan
esporas de color gris y pigmento extracelular de color rojizo o verduzco. Es una bacteria
que presenta filamentos, estructura aérea y produce pigmentos.

2. Condiciones de crecimiento de las 4 cepas
o Temperatura: 28°C
o Atmosfera: microaerofilia

3. Condiciones de mantenimiento de las 4 cepas
o Congelado a-20°C
o Refrigerado de 2°C a 8°C

4. Bioseguridad: las cepa ha sido manejada en un nivel de bioseguridad | (Segn ATT para
S. coelicolor)

Esta cepas han sido usada por la Lic. Pamela Obando para realizar su tesis de maestria.

Lima, 17 de Junio de 2020

Dra. Jasmin Hurtado C.
Jefe del Lab. Biotecnologia Ambiental
LID - UPCH



