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RESUMEN

La bio-oxidacién de minerales mejora la recuperaciéon de metales valiosos y disminuye el impacto
negativo causado por los subproductos de las operaciones mineras, pero las interacciones de los micro-
organismos involucrados son poco conocidas. Con el objeto de avanzar en el estudio de interacciones
microbianas de bacterias acidéfilas nativas en cultivos mixtos, en este trabajo se utiliz6 la siembra en
medio sélido doble capa y el anélisis de enzimas de restriccién del ADN ribosomal amplificado (Ar-
drea) con las enzimas Eco72I, Eco241, Xcml y BsaAl para caracterizar cuatro aislados tomados de minas
de oro de Marmato, Colombia. Los aislados que oxidan hierro y azufre exhibieron patrones de restric-
cién del gen ARNr 16S compatibles con los reportados para Acidithiobacillus ferrooxidans, aunque uno de
ellos mostré una morfologia de colonia que no ha sido descrita para esta especie; el aislado que oxida
azufre mostré un patrén que coincide con el analisis teérico realizado sobre secuencias para Acidithio-
bacillus thiooxidans incluidas en bases de datos primarias. La técnica Ardrea permitié diferenciar entre
At.ferrooxidans y At.thiooxidans, y verificar si la identidad de los aislados correspondia con sus caracte-
risticas fisiol6gicas y la morfologia de sus colonias.

Palabras clave: Ardrea, ARNr 16S, microorganismos acidéfilos, identificacién molecular, polimorfismos
de colonia, medio sélido doble capa.

ABSTRACT

Mineral bio-oxidation improves the extraction of valuable metals and also decreases the impact cau-
sed by mining waste; however, the interactions between the micro-organisms so involved are little
known. Double-layer solid culture media techniques and amplified ribosomal DNA restriction enzyme
analysis (Ardrea), using Eco72l, Eco241, Xcml and BsaAl enzymes, were used for characterising four mi-
cro-organisms isolated from gold mines located in Marmato, Colombia. This work was aimed at better
understanding of native acidophilic micro-organisms’ microbial interactions in mixed cultures. Iron
and sulphur oxidising isolates revealed similar restriction patterns to those previously reported for
Acidithiobacillus ferrooxidans; however, one of them exhibited different colony morphology compared to
previously reported morphology. The iron non-oxidising isolate presented a restriction pattern agree-
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ing with theoretical analysis of Acidithiobacillus thiooxidans database sequences. ARDREA proved to be
a viable technique for differentiating between At. ferrooxidans and At. thiooxidans; in turn, it enabled
checking isolates” identity with their physiological traits and colony morphology.

Key words: Ardrea, rRNA 16S, acidophilic microorganisms, molecular identification, colony polymor-

phisms, double layer solid medium
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INTRODUCCION

La bio-oxidacién es una técnica que se puede utili-
zar como un tratamiento viable antes de la cianura-
cion para mejorar la recuperacién de oro (Canales
et al., 2002) y la extraccion de otros metales (So-
lisio et al., 2002). Esta oxidacion es catalizada
principalmente por microorganismos acidoéfilos au-
tétrofos que crecen bajo condiciones drasticas de
pH y concentracion de metales disueltos (Rossi,
1990) caracteristicos de puntos de oxidacion de
sulfuros en minas, y son los principales responsa-
bles de la generacién de drenajes acidos (Johnson
y Hallberg, 2003).

En estos ambientes naturales, y en sistemas
de bio-oxidacion de sulfuros metalicos, existe una
gran diversidad de microorganismos, de los cuales
algunos se utilizan en cultivos mixtos para mejorar
los procesos de oxidacion (Battaglia-Brunet et al.,
1998). Sin embargo, se han realizado pocos estu-
dios sobre la composicién microbiana en operacio-
nes de oxidacion bacteriana de minerales (Okibe
et al., 2003) que permitan disefiar cultivos puros o
mixtos que hagan mas factible la implementacion
de estos procesos. Estos estudios parten de una
caracterizacion bioquimica y morfolégica basada
en cultivos en medios solidos que no limiten el cre-
cimiento bacteriano (Johnson, 1995), y en otras
técnicas que permitan una facil diferenciacién de
estos microorganismos aciddfilos, y se apoyan en
técnicas moleculares cuando dicha caracterizacion
no es suficiente.

La identificacion basada en caracteristicas fisio-
I6gicas puede requerir mucho tiempo por el creci-
miento lento propio de microorganismos aciddfilos
quimiolitétrofos, y puede resultar complicada ya que
algunas técnicas microbiolégicas empleadas con
este tipo de microorganismos implican medios de
cultivo costosos y de dificil preparacion. Ademas,
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esta identificacion puede llevar a conclusiones
erroneas por varias razones; muchos de los micro-
organismos aciddfilos que habitan en los sistemas
de biolixiviacion artificiales y naturales poseen com-
portamientos fenotipicos y morfologias similares
(Johnson et &l., 2005) y, sumado a esto, dentro de
una misma especie pueden existir polimorfismos en
términos de sus propiedades fisiolégicas y caracte-
risticas genotipicas (Karavaiko et 4&l., 2003).

Por esta razon se han utilizado técnicas mole-
culares alternativas para la identificacion de estas
especies. Las herramientas moleculares utilizadas
incluyen técnicas tales como hibridacién in situ con
sondas especificas marcadas con fluorescencia
(Gonzalez-Toril et al., 2003; Peccia et al., 2000),
analisis inmunoldégico (Garcia y Jerez, 1995) y téc-
nicas basadas en PCR como secuenciacion del
fragmento del gen 16S que codifica para el ARN
ribosomal (ADNr 16S) (Okibe et al., 2003; De Wulf-
Durand et al., 1997; Goebel y Stackebrandt, 1995),
analisis de polimorfismo de conformacién de cade-
na sencilla (Battaglia-Brunet et al., 2002; Demer-
gasso et al., 2005; Gonzalez-Toril et al., 2003; Liu
et al., 2002), amplificacion y secuenciacién de re-
giones ITS (Romero et al., 2003; Espejo y Romero,
1997; Pizarro et al., 1996), y analisis de restriccion
del ADN ribosomal amplificado (Ardrea) (Johnson
et al., 2005; Bond et al., 2000; Rawlings, 1995).

Dentro de la gama de técnicas moleculares uti-
lizadas, Ardrea es relativamente sencilla, requiere
pocos pasos y no necesita de equipos y protoco-
los muy especializados como los que necesita una
secuenciacion o una electroforesis en gradiente
desnaturalizante. Debido a que analiza los patro-
nes de restriccion del gen ARN ribosomal 16S para
realizar el estudio, se convierte en una herramienta
robusta teniendo en cuenta que este gen tiene se-
cuencias especificas cortas que se encuentran en
todos los miembros de un grupo filogenético (Ro-
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dicio y Mendoza, 2004), son secuencias altamente
conservadas dentro de una misma especie, con-
tienen suficiente variabilidad para diferenciar orga-
nismos muy préximos, y existen bases de datos
amplias en continuo crecimiento de secuencias de
estos genes. Esta técnica fue exitosamente utiliza-
da por Johnson et al. (2005) para la identificacion
de bacterias acidofilas nativas basados en patro-
nes de restriccion de una regidn que codifica para
ARN ribosomal 16S.

Como parte de una serie de estudios encami-
nados a evaluar las interacciones microbianas de
bacterias acidoéfilas nativas en cultivos mixtos, en el
presente trabajo se utiliz la técnica de siembra en
medio sélido en doble capa para el aislamiento de
microorganismos con capacidad de oxidar hierro,
y la técnica Ardrea para la identificacién molecu-
lar de los aislados nativos de bacterias acidofilas,
mesofilas y quimiolitétrofas con potencial para bio-
lixiviar cinc a partir de esfalerita.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medios de cultivo

Los microorganismos se aislaron de drenajes aci-
dos (pH alrededor de 4.0), paredes y techos que
presentaban puntos de oxidacion de sulfuros, en
minas de oro artesanales, ubicadas en la parte alta
del municipio de Marmato, en el departamento de
Caldas, Colombia. Para el aislamiento de micro-
organismos con capacidad oxidativa de hierro se
utilizé el medio de cultivo 9K a pH 2.0 (Silverman y
Lundgren, 1959), suplementado con FeSO,.7H,0
(44 g/L) como fuente de energia, y la purificacion
de los aislamientos se realizé mediante subcultivos
sucesivos de colonias individuales desde medio
solido a medio liquido. El medio de cultivo sélido
se gelificdé con agarosa (5 g/L), y se sembré con la
técnica de doble capa descrita en Johnson (1995).
Se seleccionaron colonias con morfologias distin-
tas que presentaron oxidacion de hierro, y se incu-
baron en medio liquido 9K a 30 °C, con agitacién
constante a 180 rpm, durante cinco dias.

El aislamiento y la purificacion de un microor-
ganismo heterétrofo necesario para la técnica de
siembra en doble capa se realizd en el medio de
cultivo sélido WAYE (Washed agarose / yeast ex-
tract) con 0,2 g/L de extracto de levadura, 0,7 g/L
de FeSO,.7H,0 y un pH inicial de 2,5, gelificado
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con 5 g/L de agarosa (Johnson, 1995). El aislado
con capacidad de oxidar azufre y compuestos re-
ducidos del azufre, y sin capacidad de oxidar hie-
rro, se obtuvo por siembra en medio de cultivo 9K
a pH 2,0 suplementado con azufre (10 g/L) como
fuente de energia, a 30 °C y a 180 rpm, y su purifi-
cacion se realiz6 mediante subcultivos sucesivos.

La evaluacion de las caracteristicas microsco-
picas de los aislamientos con capacidad de oxidar
hierro se realizd por coloraciéon Gram modificada
utilizando una mezcla fuscina-safranina, y se mi-
dieron 10, 15 y 9 bacilos para el primero, segundo
y tercer aislado respectivamente por microscopia
electrénica de barrido (JEOL 5910 LU JSM), utili-
zando un recubrimiento oro-paladio de 8 nm, a una
presion de 40 a 50 pascales, y un voltaje de 15 kV.
Las caracteristicas macroscoépicas de las colonias
se observaron diez dias después de sembrar cada
aislado por agotamiento en superficie, en medio
de cultivo solido 9K suplementado con 20 g/L de
FeSO,.7H,0 y gelificado con 5 g/L de agarosa.

La caracterizacion bioquimica se hizo de acuer-
do con el manual Bergey (Kreig, 1984-1989), eva-
luando la habilidad de los aislados para crecer en
el medio WAYE a pH 2,0-2,5 (Johnson, 1995), o en
el medio 9K (Silverman y Lundgren, 1959), suple-
mentado con cinco diferentes fuentes de energia:
1) 20g/L FeSO,.7H,0, 2) 10 g/L azufre S° 3) 10
g/L Glucosa, 4) 50 g/L Esfalerita (ZnS) y 5) 10 g/L
Na,S,0,. Los medios suplementados con las fuen-
tes 1-4 se ajustaron a pH 1,8 a 2,0, mientras que
la fuente 5 se ajustd a pH 2,5-3,0. Para corroborar
que el crecimiento no se debiera a trazas del me-
dio de inoculacion, el comportamiento proliferativo
se evalud durante tres subcultivos en cada uno de
los medios evaluados.

Para la caracterizacion molecular, los aislados
quimiolitétrofos oxidadores de hierro se sembra-
ron en el medio de cultivo liquido 9K con 20 g/L de
FeSO,.7H,0, a pH 2,0 y se incubarona 30°C y a
180 rpm durante siete dias; el aislado que no oxido
hierro pero si azufre se sembré en medio liquido
9K con 10 g/L de azufre y en iguales condiciones
de incubacion.

Analisis de enzimas de restriccion del ADN
ribosomal 16S amplificado (Ardrea)

Antes de la extraccién de ADN se filtraron 20 mL
de cultivo de los microorganismos en condiciones
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de esterilidad y al vacio con papel filtro de 3 ym
de poro; los filtrados se lavaron con acido sulfurico
hasta alcanzar una concentracion final del &cido de
10 mM, y luego se extrajo el ADN siguiendo la me-
todologia descrita por Johnson et al. (2005).

Para amplificar el gen 16S ribosomal por PCR
se utilizaron los cebadores universales 27f (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492r (5'-TA-
CGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (Weisburg et al.,
1991). Una alicuota de 2,5 ul del ADN gendémico
bacteriano se combiné con 2,5 ul de buffer de re-
accion (500 mM KCI, 100mM Tris-HCI pH 8,8 a 25
°C); 1,25 ul de MgCl, (50mM); 0,5 ul de mezcla
de desoxinucledsidos trifosfato (ANTP 10 mM cada
uno); 0,125ul de cada cebador (100uM), y 17,75 ul
de agua desionizada; a esta mezcla se le adicion6
1 U de Tag DNA Polimerasa (Fermentas®). Las re-
acciones de amplificacion se realizaron en termo-
ciclador T3 marca Biometra® con el siguiente perfil
térmico: desnaturalizacion inicial a 95 °C por tres
minutos; 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 95 °C por
un minuto, alineamiento de cebadores a 52 °C por
un minuto, y elongacion a 72 °C por 30 segundos;
incubacion a 72 °C por 10 minutos.

Los productos de PCR fueron digeridos con las
enzimas de restriccion Xcml, BsaAl (New England
Biolabs), Eco24l y Eco72| (MBI Fermentas) segun
las recomendaciones de los fabricantes. Estas
enzimas se seleccionaron por su habilidad para
discriminar entre bacilos gram negativos, mesofi-
los (Xcml y Eco24l) o moderadamente termofilos
(Eco72l y BsaAl), con capacidad de oxidar hierro,
presentes en ambientes de bio-oxidacion (Johnson
et al., 2005). Debido a que no se contaba con los
patrones de restriccidon de microorganismos acidé-
filos oxidadores de azufre, se realizé6 un analisis
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de secuencias del gen 16S ribosomal publicadas
en las bases de datos primarias GenBank, EMBL y
DBJ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con la ayuda de
los programas Bioedit (Hall, 1999) y Webcutter®
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/)

EIADN extraido, y los fragmentos obtenidos por
PCR, se separaron por electroforesis sembrando 5
pl de la mezcla de reaccion en gel de agarosa al
0,8% p/v en buffer TBE 0.5X, por 60 minutos a 70
voltios; se tifieron con 0,1 uL/mL de bromuro de eti-
dio, y se visualizaron y fotografiaron en un equipo
BioDocAnalyze marca Biometra®. Se us6é un marca-
dor de peso molecular de 1 kb que va desde 250 pb
hasta 10 kb (Promega®). Un procedimiento similar
se utilizé para separar los fragmentos de restriccion,
pero en este caso se utilizaron geles de agarosa al
2% P/V'y un marcador de peso molecular de 100 bp
(Fermentas®) que va desde 100 bp hasta 3 kb.

RESULTADOS

Morfologia macroscépica y microscoépica de
los aislados

Del total de microorganismos aislados se seleccio-
naron tres: Ferro3, Ferro4 y Ferro5 para su purifica-
cion posterior porque estos mostraron una mayor
actividad en medios de cultivo liquido 9K, medios
de cultivo suplementados con esfalerita, y morfolo-
gias de colonia y tamafios del microorganismo di-
ferentes. Los tres aislados son bacilos rectos gram
negativos, no formadores de espora, de diferentes
tamafos, con didmetros muy variables —desde 0,4
um hasta 0,75 um-, y longitudes entre 1,06 um y
2,33 um (tabla 1), algunos agrupados en pares en
forma de “V”. Las caracteristicas macroscopicas

Figura 1. Morfologia de colonias sembradas en medio 9K sélido gelificado con agarosa. a) Ferro3, b) Ferro4, c)

Ferro5.
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de las colonias se evaluaron en 42, 35y 12 UFC
para Ferro3, Ferro4 y Ferro5 respectivamente (fi-
gura 1, tabla 1). De los tres aislados oxidadores de
hierro, Ferro5 mostré colonias de mayor tamafio y
de diferente color y textura, y bacilos de mayor dia-
metro, aun cuando su longitud fue similar a Ferro3
(tabla 1).

Los aislados Ferro3, Ferro4 y Ferro5 son micro-
organismos aciddfilos, mesdfilos, quimiolitétrofos;

éstos presentaron crecimiento al segundo o quin-
to dia en medio 9K con hierro, azufre, tiosulfato o
esfalerita; no presentaron crecimiento en medio 9K
con glucosa, y sélo Ferro5 presentd un crecimiento
leve en el medio WAYE. El aislado Thio2, un bacilo
acidofilo, mesofilo y quimiolitétrofo, sélo presento
un buen crecimiento en medio 9K con azufre y un
crecimiento limitado en el medio 9K con tiosulfato o
con esfalerita.

Tabla 1. Caracteristicas de colonia y dimensiones celulares de los aislados quimiolitotrofos

Morfologia de colonia Dlmen5|_ones
de bacilos

Aislado

Lor’mg_ltud Forma Borde Color Textura Longitud Diametro

maxima (um) (um)
Ferro5 <4 mm Irregular Ondulado | Translucidas Algodonosas| 1,06 - 1,83 0,71-0,75
Ferro4 | <i1mm | Irregular | Ondulado | CreM@ centronarana, o ... 0,99-1,51 | 0,40-0,64

borde translucido

Ferro3 <1 mm Circular Regular Café, centro oscuro Cremosa 1,55-2,33 0,47 - 0,59

Caracterizacion molecular por Ardrea

El analisis electroforético mostré que se obtuvo
un fragmento amplificado de los genes ARNr 16S
de aproximadamente 1,5 Kb; éstos fueron digeri-
dos con las enzimas de restriccion Xcml, BsaAl,
Eco24l y Eco72l. Se observé que Ferro3, Ferro4
y Ferro5 tienen patrones de restriccion idénticos
con cuatro fragmentos de restriccion de cerca de
200, 400, 300 y 600 pares de bases para la res-
triccion con Eco24l, y un fragmento de 1500 pares
de bases aproximadamente para Xcml (figura 2).
Estos patrones de restriccion son congruentes con
las secuencias de esta regidn génica que han sido
publicadas para Acidithiobacillus ferrooxidans, e
iguales a los obtenidos por Johnson et al. (2005),
para la cepa ATCC 22370 de la misma especie.
El aislado Thio2 mostré un patron de restriccion
diferente al de los tres aislados, y concuerda con
el analisis tedrico de secuencias reportadas para
Acidithiobacillus thiooxidans en las bases de da-
tos primarias Genbank, EMBL, DBJ (www.ncbi.
nlm.nih.gov), segun el cual se esperaria obtener
dos fragmentos de 800 y 500 pares de bases para
la restriccion con Eco24l, y un fragmento de 1500
pares de bases para Xcml, lo que esta de acuerdo
con lo obtenido experimentalmente en este trabajo
(figura 3),
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DISCUSION

En el presente trabajo, microorganismos aciddfilos
nativos oxidadores de hierro se cultivaron en medio
sélido y se caracterizaron desde el punto de vista
morfoldgico, fisiolégico y molecular. El crecimiento
de At. ferrooxidans en medio solido ha sido dificil
de implementar (Rossi, 1990), pero la metodologia
de siembra en doble capa descrita por Johnson
et al. (2005) resulté util para los aislados nativos
examinados, y permiti6 aumentar la eficiencia en
el crecimiento de microorganismos quimiolitotrofos
cultivables que fueran sensibles a los compuestos
organicos resultantes de la hidrdlisis que sufre la
agarosa a bajos valores de pH.

El uso de cultivos de bacterias aciddfilas en
medio solido permitié la identificacion de colonias
individuales lo cual facilitaria el conteo de micro-
organismos viables en comparacion con los otros
meétodos de recuento microbianos en sistemas de
biolixiviacién, donde los valores se afectan por
diversos factores tales como la presencia de una
fase sélida a la cual se adhieren células, la micro-
biota compleja que habita estos sistemas y que
puede estar conformada por microorganismos no
distinguibles al microscopio, los periodos de incu-
bacién largos necesarios para asignar resultados
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Figura 2. Analisis electroforético de genes ARNr 16S de los aislados oxidadores de hierro Ferro3 (lineas 1-5), Ferro4
(lineas 6-10) y Ferro5 (lineas 11-15) digeridos con Eco72l (lineas 2, 7, 12), Eco24l (lineas 3, 8, 13), Xcml (lineas 4, 9
y 14) y BsaAl (lineas 5, 10 y 15). Linea M: marcador de peso molecular de ADN de 100 bp; lineas 1, 6 y 11: fragmento

amplificado sin digerir.

Figura 3. Analisis electroforético del gen ARNr 16S del
aislado Thio2 digerido con Eco72l (linea 2), Eco24l (linea
3), Xeml (linea 4) y BsaAl (linea 5). Linea M: marcador
de peso molecular de ADN de 100 bp; linea 1: fragmento
amplificado sin digerir.

a una prueba basada en capacidades fisiolégicas
de las bacterias (NMP), y la dificultad de la siem-
bra en medio solido por la inhibiciéon causada por
los agentes solidificantes comunes (Rossi, 1990).
No obstante, se debe tener en cuenta que el creci-
miento del microorganismo en este medio es lento,
y que cuando la concentraciéon de hierro ferroso
en el medio sdlido es muy alta, se forman grandes
cantidades de precipitados férricos que impiden la
visualizacion de las colonias.

En relacion con la técnica molecular, los ais-
lados Ferro3, Ferro4 y Ferro5 crecieron formando
una alta cantidad de material precipitado en las pa-
redes y el fondo del erlenmeyer, lo que hizo dificil

las extracciones de ADN debido a que la cantidad
de compuestos férricos precipitados impedia una
amplificacion adecuada; por esto, la filtracion de
los medios de cultivo antes de la extraccion del
ADN con el fin de disminuir la cantidad de solidos
precipitados constituye una etapa clave en la ex-
traccion de ADN de esta microbiota. El analisis de
secuencias de ARNr 16S ha sido utilizado para la
identificaciéon molecular de una amplia variedad de
especies bacterianas, incluyendo muchas que no
pueden ser cultivadas. La identificaciéon de bacte-
rias aciddfilas nativas mediante la técnica Ardrea,
la cual fue previamente publicada por Johnson et
al. (2005), ha permitido la reclasificacién de micro-
organismos con caracteristicas fisiolégicas y mor-
folégicas caracteristicos de At. ferrooxidans que
exhiben diferencias en los patrones de restriccion
(Johnson et al., 2005), y parece ser Util para identi-
ficar los aislados nativos examinados.

De los tres aislados con capacidad de oxidar
hierro que fueron examinados en este trabajo, Fe-
rro3 y Ferro4 presentaron una morfologia de colo-
nia caracteristica de At. ferrooxidans, mientras que
Ferro5 crece formando colonias grandes, algodo-
nosas, translicidas e irregulares, diferentes a las
previamente descritas (Johnson et al., 2005; Kreig,
1984-1989). Sin embargo, la observacion de que
Ferro5 sea un bacilo acidéfilo, mesdéfilo, con habili-
dad para oxidar hierro y compuestos reducidos de
azufre y el patron de restriccion obtenido del ADN
ribosomal 16S, sugieren que este aislado es de la
especie At. ferrooxidans (Kreig, 1984-1989).
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Lo anterior también sugeriria la existencia
de polimorfismo en la morfologia de la colonia,
lo cual podria ser producto del polimorfismo ge-
nético, aspecto previamente observado en esta
especie (Karavaiko et al., 2003), o resultado de
la plasticidad fenotipica, idea que puede estar
apoyada por la habilidad de Ferro5 para crecer
lentamente en el medio de cultivo WAYE, lo que
indica su capacidad de metabolizar o tolerar los
compuestos organicos suplementados a este me-

dio. Esta plasticidad podria capacitar a los aisla-
dos para responder a la presién selectiva de las
caracteristicas mineralégicas de los habitat de
estas especies; sin embargo, la respuesta a este
interrogante requiere de estudios posteriores que
permitan de manera adicional corroborar la identi-
dad de este aislado.

Los tres aislados, Ferro3, Ferro4 y Ferro5,
crecieron en medio soélido gelificado con agarosa,
mostrando colonias individuales con morfologias
diferentes, caracteristicas oxidativas de mineral y
patrones de restriccion del ADN ribosomal 168,
compatibles con Acidithiobacillus ferrooxidans.
En contraste, el aislado Thio2 exhibié caracte-
risticas compatibles con At. thiooxidans debido a
su caracter mesofilo, aciddéfilo, quimiolitotrofo, su
patron de restriccidon, su inhabilidad para reducir
hierro, y su capacidad para oxidar azufre y com-
puestos reducidos del azufre (Kreig, 1984-1989).
Los resultados sugieren que la diferencia de los
patrones de restriccion de los amplificados del gen
ARNr 16S generados por la digestion con la en-
zima de restriccion Eco24l, permiten discriminar
entre At. ferrooxidans (cuatro fragmentos de 200,
400, 300 y 600 pares de bases) y At. thiooxidans
(dos fragmentos de 800 y 500 pares de bases),
dos especies que coexisten en los ambientes de
biolixiviacion. Este aspecto no fue tratado previa-
mente por Johnson et al. (2005), debido a que su
trabajo estaba dirigido a la microbiota acidoéfila
oxidadora de hierro; sin embargo, esta aproxima-
cion metodolégica permitiria discriminar mezclas
de ambos microorganismos basados en su patrén
de restriccion. La utilidad de la técnica Ardrea en
variantes morfoldgicas de aislados similares a At.
ferrooxidans queda aun por explorar una vez se
dilucide su identidad taxonémica, sin embargo, su
sencillez y economia la convierten en una herra-
mienta util en estudios de interacciones microbia-
nas en la biolixiviacion de metales.
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