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Resumen

El arsénico (As) es un metaloide causante de diferentes tipos de enfermedades
incluyendo el cancer. La Organizacion Mundial de la Salud recomienda un limite maximo
de 10 pg As/L en agua potable. En Colombia, aln es escasa la informacién sobre el
potencial riesgo de contaminacién por As, siendo reportada su presencia principalmente
en los departamentos de Caldas, Narifio y Tolima. Los métodos para la deteccién del
elemento son costosos, demorados y dificiles de implementar, por lo que el disefio de
biosensores es de gran potencial ya que son sistemas econdmicos, sensibles y de facil
manejo. El presente trabajo reporta el desarrollo de tres biosensores para la deteccion de
As en aguas, utilizando cromoproteinas como sistema reportero. Se amplificé y
secuencio regiones codificantes del gen regulador arsR de 15 cepas nativas y 11 clones
metagenomicos de ambientes en Colombia, todas resistentes a arsénico. Las secuencias
obtenidas mostraron una estrecha relacion con los genes arsR de Bacillius cereus ATCC
14579 (identidad del 99%, E=2e-64) y Escherichia coli ST540 (identidad del 100%,
e=0.0). El ensamblaje de los tres biosensores se realiz6 utilizando el vector de clonacién
pUC18, el gen arsR del clon metagendémico M19 y en cada uno una cromoproteina como
sistema reportero (morada, rosada o amarilla). Los biosensores BASmor y BASama
presentaron una respuesta lineal entre la intensidad de color o fluorescencia (proteina
reportera) producida respecto a la concentracion de As(lll), permitiendo una evaluacion
cualitativa y cuantitativa, respectivamente. Se obtuvieron limites de deteccién de 75 ug
As(ll)/L en el caso de evaluaciéon por color y de 7,5 pg As(ll)/L en el caso de la
respuesta por fluorescencia. El biosensor BASros, bajo las condiciones de estudio, no
mostré una respuesta dependiente entre concentracion de As(lll) y color. Estos
biosensores se perfilan como alternativa para evaluar la presencia de As en municipios
donde no es posible acceder con otras tecnologias, permitiendo detectar y determinar la
prevalencia del metaloide en Colombia.

Palabras clave: Arsénico, biosensor, cromoproteina, gen arsR, operon ars, ingenieria

genética.
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Abstract

Arsenic (As) is a metalloid that causes different kinds of diseases including cancer. The
World Health Organization recommends a limit in drinking water of 10 pg As/L. In
Colombia, the information about the potential risk for As contamination is still scarce, and
its presence is reported mainly in Caldas, Narifio and Tolima departments. Accurate
measurement of arsenic in drinking water requires expensive methods, sophisticated
instrumentation and trained staff. Consequently, the biosensors design represent a great
potential because they are cheap, sensitive and user-friendly systems. This work reports
the development of three biosensors for arsenic detection in water using chromoproteins
as the reporter system. Coding regions of the arsR regulatory gene of 15 native strains
and 11 metagenomic clones resistant to arsenic from environments in Colombia were
amplified and sequenced. The obtained sequences showed a close relationship with the
arsR genes of Bacillius cereus ATCC 14579 (identity of 99 %, E=2e-64) and Escherichia
coli ST540 (identity of 100 %, e=0.0). Three biosensors were assembled using the pUC18
cloning vector, the arsR gene of the metagenomic clone M19 and each one a
chromoprotein as a reporter system (purple, pink or yellow). The biosensors BASmor and
BASama showed a linear response between the intensity of colour or fluorescence
(reporter protein) produced over the As(lll) concentration allowing, respectively, a
gualitative and quantitative assessment of the metalloid in aqueous solutions. Detection
limits of 75 pg As(lll)/L were obtained for the colour evaluation and 7.5 pg As(lll)/L for the
fluorescence response, respectively. The third biosensor BASros, under the evaluated
conditions, did not show a relationship between As concentration and the colour intensity.
These biosensors are emerging as an alternative to assess the presence of As in
municipalities where there is no access to other technologies, allowing to detect and
determine the prevalence of the metalloid in Colombia.

Keywords: Arsenic, biosensor, chromoprotein, arsR gene, ars operon, genetic
engineering
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INTRODUCCION

El arsénico (As) es un elemento quimico altamente distribuido en la naturaleza y se
puede liberar al medio ambiente por procesos naturales (Duker et al., 2005; Hughes,
2002) y antropogénicos como por ejemplo la mineria y quema de carbén (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 2007; Han et al., 2003). La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) lo considera como uno de los contaminantes
inorganicos mas toxicos en el agua potable (WHO, 2011; Yunus et al., 2011). A nivel
mundial se han reportado numerosos casos de intoxicacion por el consumo de aguas
subterraneas con arsénico en paises como Bangladesh, Vietham, Taiwan, China, EE.UU,
Argentina entre otros ( Alonso et al., 2014; Callejas, 2007; Ng et al., 2003). En los ultimos
afos se ha hallado As en aguas de consumo en catorce de los veinte paises de América
Latina, situacién que indica la falta de estudios acerca de la presencia de este
contaminante (MERCOSUR, 2013). La poblacién en riesgo estimada en el continente
latinoamericano supera las 14 millones de personas con cientos de casos comprobados
en paises como Chile y Argentina ( Alonso et al., 2014; Bundschuh et al., 2012; Esparza,
2006; Litter, 2009).

Algunas de las tecnologias analiticas actualmente implementadas para medir arsénico
son la absorcién atémica — generacion de hidruros, absorcién atémica con horno de
grafito, espectroscopia de emision, espectrometria de masas atdmica de fluorescencia,
cromatografia liquida acoplada a masas (Litter, 2009). Estas técnicas de deteccion y
cuantificacion de As en aguas generalmente son costosas, de larga duracion, dificiles de
implementar tanto a nivel de laboratorio como en campo, debido a que requieren
personal y equipos especializados y requieren un muestreo cuidadoso para poder
mantener la integridad de la muestra. Por otro lado, una de las metodologias analiticas
para la deteccion de As en muestras ambientales y en campo es el uso de kits que se

basan en la reaccién de “Gutzeit”. Sin embargo, algunas de sus desventajas son los
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interferentes (sulfuro, telurio y selenio), los falsos positivos, los falsos negativos y su baja
reproducibilidad y precisién (EPA, 2004).

Por estas razones se ha visto la necesidad de desarrollar metodologias para la deteccion
de As en tiempo real, que sean portables, sensibles y de bajo costo. Asi, grupos de
investigacion alrededor del mundo han propuesto métodos alternativos para la medicién
del elemento utilizando sistemas bioldgicos como los biosensores y bioreporteros
(D'Souza, 2001; Hu et al., 2010; Liao et al., 2005; Luong et al., 2008; Merulla et al., 2013;
Ramanathan et al., 1998; Silver et al., 2005; Stocker et al., 2003; Yoshida et al., 2008).
Estos sistemas se caracterizan por tener bajos limites de deteccion desde 4 pg/L, como
por ejemplo el biosensor disefiado por (Stocker et al., 2003), ser portables y con periodos
de induccién o tiempo de respuesta hasta maximo 24 h, como por ejemplo el biosensor
basado en cambios de pH disefiado por (de Mora et al., 2011). Sin embargo, hasta la
fecha los biosensores disefiados presentan algunas desventajas que varian de acuerdo
al sistema reportero empleado (Kaur et al., 2015). Por ejemplo, una desventaja general
es la necesidad de utilizar equipos para poder medir la respuesta emitida (biosensores
con luminiscencia y fluorescencia) y la nececidad de adicionar sustratos como el IPTG y
cromogenos costos al medio de cultivo para obtener una respuesta. Adicionalmente en
algunos casos se han observado respuestas no lineales (Stocker et al., 2003), o
interferencias con iones bicarbonato y falsos positivos (de Mora et al., 2011; Joshi et al.,
2009). Es por esto que el disefio de un biosensor que permita la deteccién visual del As
sin necesidad de equipos costosos o adicion de sustratos al medio se perfila como una

potencial solucién a la desventajas nombradas anteriormente.

En Colombia, las investigaciones con relacion a la presencia de arsénico en aguas de
consumo y aguas subterraneas son escasas. En la Universidad Nacional de Colombia el
Grupo de Estudios para la Remediacion y Mitigacion de Impactos Negativos al Ambiente
(G.E.R.M.I.N.A.) ha realizado estudios acerca de la presencia del As en el pais (Alonso,
2014; Carrillo, 2012; Latorre, 2014; Mufioz, 2008; Torres, 2008). Las investigaciones de
Torres (2008) y Carrillo (2012) permitieron establecer un cepario de bacterias resistentes
a As y se identificaron los genes correspondientes a la bomba transportadora de arsénico
(ArsB), a la enzima arsenato reductasa (ArsC) y a la enzima arsenito oxidasa (AroA).
Carrillo (2012) reporté 16 cepas con la presencia del gen arsB que codifica para la ArsB.

Por otro lado, en el grupo de investigacion se utilizé la metagendmica para buscar los
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genes involucrados en la resistencia a As de las comunidades bacterianas endémicas de
distintos ambientes de la sabana de Bogota (Latorre, 2014), obteniendo como resultado
11 clones con resistencia a arsenato de sodio e identificando en todos ellos la presencia

de la bomba transportadora de arsénico (ArsB).

En el pais hasta la fecha no se tiene conocimiento de un reporte sobre el disefio y
construccion de un biosensor para la deteccion de arsénico, siendo que este se perfila
como una solucién de bajo costo y que puede ser utilizada en lugares del pais donde no
es posible emplear tecnologias mas robustas y costosas para detectar este contaminante
ambiental. Los biosensores desarrollados en este trabajo son los primeros construidos en
el pais para la deteccion de As utilizando genes autéctonos de Colombia y son los
primeros en utilizar cromoproteinas como sistema reportero para la deteccion de este
metaloide. Una de las principales ventajas de los constructos disefiados es la produccion
del reportero (color/fluorescencia) sin la necesidad de adicionar sustratos al medio de

cultivo, lo que hace que este sistema sea alin mas econdémico.

De los tres constructos disefiados, dos tienen como respuesta un cambio de color visible
respecto a la concentracion de arsénico, lo cual permite realizar una determinacion de
ausencia/presencia del contaminante en muestras acuosas, convirtiendo este sistema en
una alternativa portatil. Por otro lado, el tercer biosensor tiene como respuesta la emision
de fluorescencia, que es proporcional a la concentracion de As en la muestra, y por lo
tanto se puede realizar una cuantificacion del metaloide. Estos biosensores son la
propuesta inicial para obtener una herramienta econémica, sencilla y portatil que permita
la deteccion de este metaloide en las aguas de consumo de los diferentes municipios del
pais, en donde la informacién acerca de la presencia del As es escasa 0 nula y el

presupuesto 'y personal no permiten realizar otro tipo de analisis.
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1.1 Arsénico

El arsénico (As) es un elemento quimico altamente distribuido en la naturaleza,
encontrandose en diferentes estados de oxidacién (-1, 0, lll, V) y de forma orgéanica
(arsenobetaina, trimetilarsina o arsenoazucares) e inorganica (trivalente como arsenito o
arsina y pentavalente como arsenato) (Mandal et al., 2002; Yunus et al., 2011). En la
naturaleza se encuentra distribuido en mas de 200 diferentes formas minerales, de las
cuales aproximadamente el 60 % son arsenatos, 20 % sulfuros y sulfosales y el 20 %
restante incluye arseniuros, arsenitos, Oxidos, silicatos y arsénico elemental. La
abundancia terrestre de arsénico es de alrededor de 1,5 - 3 mg/kg suelo. Se distribuye en
la corteza terrestre, suelo, sedimentos, agua, aire y organismos vivos (Mandal et al.,
2002).

El arsénico se puede liberar al ambiente de dos formas distintas: a) Procesos naturales:
como procesos de meteorizacion, actividad biolégica y emisiones volcanicas (Alonso et
al., 2014; Duker et al., 2005; Hughes, 2002); y b) Procesos antropogénicos: como la
mineria, efluentes industriales, fundicibn de metales, quema de carb6n y el uso de
pesticidas entre otros (ATSDR, 2007; Han et al., 2003).

1.1.1 Toxicidad

Las propiedades toxicas del arsénico varian segun las concentraciones y la forma en que
se encuentre, es decir, segun su estado fisico, estado de oxidacion y estructura quimica.
Por ejemplo, los compuestos con arsenico inorganico trivalente (arsenito) son mas

toxicos que aquellos que contienen arsénico pentavalente (arsenato) (Tsai et al., 2009).
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos de América (EPA, por sus siglas en inglés, Environmental Protection
Agency) lo consideran como uno de los contaminantes inorganicos mas toxicos en el
agua potable, teniendo un limite maximo recomendado de 10 pg/L (WHO, 2011;
Nordstrom, 2002). Algunos de los sintomas ocasionados por la ingestién de As incluyen
los cambios de pigmentacion de la piel e hiperqueratosis, hipertension, diabetes mellitus
y desordenes neuroldgicos. También se encuentra asociado a cancer de vejiga, higado,
rifidn y piel. Generalmente la exposicion prolongada al elemento incrementa el riesgo de
la morbilidad y abortos (Hughes et al., 2011; Yunus et al., 2011).

El mecanismo microbiano de ingreso del arsénico a la célula varia de acuerdo al estado
de oxidacién en el que se encuentre el elemento. En el caso del arsenato [As(V)], este
puede entrar a la célula gracias a la ayuda de las proteinas transportadoras de fosfato
(Pit y Pst) que permiten el ingreso debido a que el fosfato inorganico es analogo al
arsenato (Figura 1-1). Una vez el As (V) se encuentra en la célula este puede competir
con el fosfato inorganico e interferir en los procesos de produccién de energia como por
ejemplo la fosforilacibn oxidativa. Adicionalmente, este puede formar nucleétidos vy
azucares con arsénico que interferiran con los procesos metabdlicos de la célula (Liu et
al., 2003; Stolz et al., 2011).

f
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Figura 1-1 Analogia quimica estructural entre el ion fosfato y el i6n arsenato.
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Por otro lado, el arsenito [As(l11)] ingresa a la célula bacteriana utilizando las aquaglicerol
porinas, como la GIpF, ya que este grupo de canales multifuncionales permiten el
transporte de solutos organicos neutros como glicerol y urea (Liu et al., 2003). El arsenito
es transportado debido a que en una solucién neutral este predominara y las aquaglicerol
porinas lo consideraran como un equivalente inorganico del glicerol. En el interior de la
célula el As(lll) se puede unir a grupos tiol que forman parte de proteinas celulares
involucradas en el funcionamiento celular, como lo son la piruvato deshidrogenasa y la 2-
oxo-glutarato deshidrogenasa (Liu et al., 2003; Stolz et al., 2011). Adicionalmente, este
elemento se une a los grupos sulfhidrilo produciendo la degradacion de la membranay la
muerte celular debido a la produccion de “especies reactivas de oxigeno” (ROS, por sus
siglas en inglés, Reactive Oxigen Species). En mamiferos actia como un alterador
endocrino uniéndose a los receptores de algunas hormonas e interfiiendo con la

sefializacion celular (Dhuldhaj et al., 2013).

1.1.2 Distribucion a nivel mundial

A nivel mundial, la contaminacién de aguas subterraneas por As ha sido de gran
importancia ya que en paises como Bangladesh, Vietnam, India, Nepal, Taiwan, China,
Chile, EE.UU, Argentina, entre otros, se han reportado numerosos casos de intoxicacion
por este metal (Alonso et al., 2014; Callejas, 2007; Hughes et al., 2011; Mandal et al.,
2002; Ng et al.,, 2003; Petrusevsky, 2007; Smith et al., 2004; Zhang et al., 2004).
Generalmente las poblaciones afectadas son aquellas que se encuentran en paises o
regiones con bajos niveles de ingresos econémicos y por tal motivo no tienen facil acceso
a aguas potables, razén por la cual las comunidades explotan aguas subterraneas para el
abastecimiento (Bundschuh et al., 2012; Litter, 2009).

En los ultimos afios se ha hallado As en aguas de consumo en catorce de los veinte
paises que conforman América Latina. Esta situacién indica la falta de estudios acerca de
la presencia de este contaminante en los demas paises del continente y no como se
podria pensar que, por el contrario, el contaminante se encuentre ausente en los seis
paises donde no se ha reportado (MERCOSUR, 2013). En la region, se estima que 4,5
millones de personas estan crénicamente expuestas a altos niveles de As en el agua de
consumo, sobrepasando el valor limite de 50 ug/L establecido por la regulacion de

muchos paises de la region (Esparza, 2006). La poblacién estimada en riesgo supera las
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14 millones de personas, con cientos de casos comprobados en paises como México,
Chile y Argentina (Alonso et al., 2014; Bundschuh et al., 2012; Litter, 2009; Litter et al.,
2010).

1.1.3 Situaciéon en Colombia

En el pais existen varios estudios realizados, principalmente por el Servicio Geoldgico
Colombiano (Ingeominas), acerca de la geologia e hidrogeologia del pais. En estos
estudios se observé la presencia de As generalmente en forma de arsenopirita asociada
con filones de metales preciosos en su gran mayoria a lo largo de la cordillera central y
occidental Colombiana (INGEOMINAS, 2004; Alonso et al., 2014; Callejas, 2007; Marin,
1978; Wokittel, 1960). Sin embargo las investigaciones con relacién a la presencia de
arsénico en aguas de consumo y aguas subterrdneas son escasas. Se conoce que la
contaminacién de aguas subterrdneas por As afecta principalmente a los departamentos
del Tolima y Caldas, ubicados en la cordillera Central, y Narifio en la cordillera
Occidental, en donde el arsénico proviene de yacimientos que contienen arsenopirita u
otros minerales portadores de trazas de As (Alonso et al., 2014). No obstante, también se
han reportado yacimientos de As en los departamentos de Antioquia, Cauca y Norte de
Santander (Alonso et al., 2014; Callejas, 2007).

En el reciente articulo de revisiéon titulado “Environmental ocurrence of arsenic in
Colombia: A review” (Alonso et al., 2014) se muestra una perspectiva mas amplia de la
distribucion del arsénico en el pais y se discute sus implicaciones y potenciales riesgos al
medio ambiente y la salud humana. Ravenscroft (2007) realiz6 un estudio de modelacion
de regiones con riesgo potencial de altos contenidos de arsénico en aguas subterraneas
del pais. Mediante predicciones basadas en sistemas de informacién geografica, se
sefala que alrededor de 1°664.902 personas, lo que equivale a un 5 % de la poblacion
nacional, estarian en riesgo potencial de intoxicacion en las zonas montafiosas y valles
de la region norte del pais. Ademas, Nicolli (2006) sefiala la existencia de fenébmenos de
liberaciéon de arsénico asociado a minerales de arsenopirita en cuerpos hidricos de los
departamentos de Tolima, Caldas y Narifio, generado por la mineria llevada a cabo en

esta region del pais, principalmente de tipo aurifera.
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En Colombia, la mineria ha crecido de manera exponencial en los ultimos afios. Se
reporta que el pais es el primer productor de carbén en América Latina y el decimo en el
mundo; el 40 % del territorio Colombiano esta concesionado o solicitado por empresas
transnacionales para realizar proyectos de extraccion de minerales e hidrocarburos
(Ronderos, 2011). Adicionalmente, se han intensificado los procesos de extraccion y
explotacién de oro, plata, platino, molibdeno, niquel, zinc, ademas de los minerales que
abastecen la construccion, como las calizas, arenas y arcilla (Alonso et al., 2014). Estas
actividades de explotacién conllevan a la posible liberacién antropogénica del arsénico a
los suelos y fuentes de agua potable, potencializando su contaminacion.

En el pais, el gobierno decidi6 acogerse a las recomendaciones internacionales y en la
resolucién colombiana 2115 de 2007, en la cual se sefialan caracteristicas, instrumentos
basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para
consumo humano en Colombia, se determina que el valor admisible de arsénico es de 0,01
mg/L (Ministerio de la proteccién social 2007), por lo que se hace necesario el desarrollo y
uso de tecnologias econdmicas, portatiles y sencillas para poder realizar este analisis en

cualquier municipio o regioén del pais.

1.1.4 Métodos para la deteccién y remocion de arsénico

En la actualidad los métodos para la remocion de As se pueden dividir en dos tipos

principales ( Litter et al., 2010):

a) Tecnologias convencionales: oxidacidn, coagulacién-coprecipitacion, adsorcion,
0sSmosis inversa e intercambios i6nicos;
b) Métodos emergentes: adsorbentes naturales, tecnologias de luz solar y

biorremediacion.

Para la medicion precisa de los bajos niveles de arsénico en el agua potable se requiere
una instrumentacion e instalaciones caras y sofisticadas, asi como personal capacitado.
Las técnicas para la deteccion y cuantificacién de arsénico en aguas como lo son la
absorcion atomica — generacion de hidruros, absorcion atémica con horno de grafito,
espectroscopia de emisién, espectrometria de masas, espectrometria atémica de

fluorescencia, cromatografia liquida acoplada a masas entre otras (Litter, 2009), a pesar
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gue brindan limites de deteccion muy por debajo de los 10 pg/L, son costosas, requieren
de personal capacitado, nho son funcionales para un gran numero de muestras, requieren
mucho tiempo para obtener un resultado y son dificiles de implementar (Luong et al.,
2007; Sengupta et al., 2009).

Por estas razones se ha visto la necesidad de desarrollar métodos o técnicas adecuadas
para la deteccion de arsénico en tiempo real, portatiles, sencillas, que tengan la
sensibilidad necesaria y un bajo costo. Asi, se ha propuesto el disefio de sensores
electroquimicos (Gao et al., 2013; Salain et al., 2012) y biosensores bacterianos como
una alternativa viable para este fin (Fuku et al., 2012; Liao et al., 2005; Merulla et al.,
2013; Ramanathan et al., 1998; Roberto et al., 2002; Stocker et al., 2003). Sin embargo,
a pesar que los sensores electroquimicos se postulan como una alternativa viable debido
a sus bajos limites de deteccion (0,8 — 7,5 ng/L) (Gao et al., 2013; Salain et al., 2012)
son métodos costosos, de procedimientos extensos, tediosos y que aun requieren de
personal altamente calificado para su realizacion (Kaur et al., 2015). Por otro lado, los
biosensores bacterianos reportan limites de deteccién que varian segun el reportero
empleado, pero en general detectan desde 4 (Stocker et al., 2003) 6 7 pug As(lll)/L y son
portables y con periodos de induccién o tiempo de respuesta hasta maximo 24 h.

1.2 Resistencia bacteriana al arsénico

Debido a la alta toxicidad de este metaloide los microorganismos han evolucionado para
tolerar, disminuir la toxicidad e incluso utilizar las altas concentraciones de este elemento

como fuente de energia para su crecimiento.

1.2.1 Metabolismo microbiano del arsénico

En la naturaleza los microorganismos responden al arsénico en diferentes formas,
dependiendo tanto de las condiciones fisico-quimicas del metaloide como del género y
especie del microorganismo. Estas respuestas microbianas al elemento pueden ser

quelacion, compartimentalizacion, extrusion, inmovilizacion, entre otros (Figura 1-2).
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Figura 1-2. Posibles interacciones del arsénico con las células procariotas: 1) As(lll) entra a la célula a través
de aquagliceroporinas y As(IV) a través de los transportadores de fosfato; 2) Transformacion de As en el
citoplasma por los productos del operén ars; 3) Formacion de complejos de As(lll) por péptidos ricos en
cisteina; 4) Oxidacién de arsenito a arsenato; 5) Reduccion de arsenato a arsenito por cadena respiratoria; y
6) Metilacion de arsénico inorganico. Tomado de Paez-Espino et al. (2009).

El mecanismo mas comuln es aquel en el que el arsénico ingresa a la célula a través de
los transportadores que varian de acuerdo al estado de oxidacion del elemento
(Aquaglicerolporinas ¢ transportadores de fosfato) (Figura 1-2.1). En el interior de la
célula el arsenato sera reducido a arsenito por una reductasa y posteriormente sera
eliminado del interior celular por una bomba especifica de membrana (Figura 1-2.2). Este
es uno de los mecanismos de resistencia mas estudiados y se ha reportado que
microorganismos como Sulfurospirillum barnesii, Desulfotomaculum auripigmentum,
Bacillus arsenicoselenatis, Chrysiogenes arsenatis, Sphingomonas, Pseudomonas y
Wolinella spp lo realizan (Dhuldhaj et al., 2013). Adicionalmente el As puede ser utilizado
para procesos de respiracion, donde es empleado como donador o aceptor de electrones
(Figura 1-2.4) (Mukhopadhyay et al., 2002).

Aparte de cambiar los estados de oxidacién del elemento, los microorganismos han
desarrollado vias metabdlicas para metilar las especies inorganicas o demetilar las
organicas. Esta metilacion ocurre luego de reducir el arsenato a arsenito y

posteriormente se realiza la adicién de los grupos metilo generando metilarsinas volatiles
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(Figura 1-2.6), permitiendo de esta manera la disminucion del elemento en matrices

como aguay suelo (Paez-Espino et al., 2009).

Existen otro tipo de bacterias como Pseudomonas arsenitoxidans, Thermus aquaticus y
Thermus thermophilus (Gihring et al., 2001) que debido a la alta toxicidad del arsenito lo
oxidan a arsenato utilizando oxigeno, nitrato o hierro como aceptor final de electrones.
Por otro lado, se encuentran las bacterias heterétrofas oxidadoras de arsenito que
utilizan una arsenito oxidasa periplasmica para llevar a cabo este proceso (genes aox)
(Dhuldhaj et al., 2013; Inskeep et al., 2007; Muller et al., 2003).

Finalmente se encuentran los microorganismos que reducen simultdneamente los
sulfatos y los arsenatos formando sales de arsénico en el medio, lo cual disminuye la
toxicidad del elemento ya que estas sales precipitan disminuyendo su biodisponiblidad
(Paez-Espino et al., 2009).

1.2.2 Genes involucrados en la resistencia a arsénico: Operon
ars

Uno de los sistemas de resistencia al arsénico mas estudiados es el del operén ars que
puede ser encontrado en cromosomas (Carlin et al., 1995), en transposones (Summers,
1992) o en plasmidos (Achour et al., 2007; Kaur et al., 1992; Rosen, 1999). Por lo general
este operdn consta de tres (arsRBC) o cinco genes (arsRDABC) organizados en una
misma unidad transcripcional (Figura 1-3). La expresion del operén esta regulada por la
proteina ArsR, la cual en ausencia de As se une con el promotor formando un dimero y
previniendo la transcripcion. En presencia de arsénico, la afinidad de la ArsR por el
operador/promotor disminuye permitiendo que se inicie la transcripcion (Wu et al., 1993).
Los genes ubicados downstream permiten la detoxificacién de la célula ya que el ArsD es
una chaperona de As(lll) encargada de entregarlo a la ATPasa (ArsA) que es la
subunidad catalitica de la bomba de extrusidon ArsB; adicionalmente, la ArsC es una
reductasa que transforma el arsenato en arsenito para que la ArsD lo pueda reconocer
(Figura 1-3) (Stolz et al., 2006).



12 Disefio de un biosensor para la deteccion de Arsénico

As(lil) \ -
---------- > ArsD
rs .
e asrozee -
i R ATP

s (1]

As(lll)

Figura 1-3. Operon arsR de E. coli, plasmido R773. Tomada de Chen et al. (2014).

Debido al sistema de regulacion transcripcional llevado a cabo por el gen arsR y su
promotor, el disefio de biosensores para la deteccion de arsénico se ha basado en la

utilizacién de este gen junto con diferentes genes reporteros.

1.2.3 Gen y proteina arsR/ArsR

La ArsR es una proteina citosolica de aproximadamente 13 kDa (San Francisco et al.,
1990), conformada por dos mondémeros de aproximadamente 117 residuos
aminoacidicos que tienen una alta afinidad por el promotor arsRDABC (Shen et al.,
2013).

Es miembro de la familia de proteinas metaloreguladoras ArsR/SmtB, conocida por
unirse a varios tipos de metales téxicos (Busenlehner et al., 2003). En general, estos
reguladores son conocidos por su pequefio tamafio (12-20 KDa), por los motivos metal-
unién, por el dominio wing-helix y por la formacion de dimeros. Varios residuos de
cisteina normalmente median la union con el metal. La ubicacion de estos residuos Cys y
los motivos especificos son caracteristicos del metal detectado por el regulador
(Busenlehner et al., 2003).



Marco Teobrico 13

En los estudios realizados por Xu et al. (1997) se demuestra que las proteinas ArsR
tienen al menos tres dominios altamente conservados (un dominio de unién al metal, un
dominio de union al ADN y un dominio de dimerizacion) en aproximadamente 80 de los
residuos aminoacidicos que la componen. Estas proteinas tienen un “brazo” terminal que
coordina los iones pequefios y tiofilicos como As(lll) y Sh(lll) con tres residuos de cisteina
(Busenlehner et al., 2003). Adicionalmente, el sitio de unién es muy especifico para el
As(lll) y puede discriminar eficientemente este metaloide de los iones fosfato, sulfato,
cobalto y cadmio (Kostal et al., 2004). En el estudio reportado por Ramanathan et
al.(1997) se demuestra la alta afinidad que tiene la proteina por el As(lll) , ya que incluso
10 ™ M de As(lll) podrian inducir el promotor ars. En los estudios de Diorio et al. (1995) y
Shen et al. (2013) se demostrd que hay una expresion basal del operon ars en ausencia
de As(lll), y que la induccion del mismo no es observable a concentraciones menores de
1ug As(IIN/L.

Como se menciond en la seccidén anterior, la proteina ArsR regula la expresion del
operon ars: esta proteina en ausencia de As se une con el promotor formando un dimero
y previniendo la transcripcion. Una vez el As(lll) ingresa a la célula con ayuda de las
aquaglicerolporinas, se une a tres tiolatos en un residuo conservado de cisteina en el
motivo Cys*-Val-Cys**-Asp-Leu-Cys®’ (Dominio de unién al ADN) (Chang et al., 2012;
Stolz et al.,, 2011) provocando un cambio conformacional (Busenlehner et al., 2003;
Chang et al., 2012). De esta manera se disocia la ArsR del operador/promotor de ADN
permitiendo la expresion de los genes ars (Wu et al., 1991; Wu et al., 1993) ( Figura 1-4).
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Figura 1-4 Union del As(lll) al represor ArsR plasmidico de E. coli R773, lo cual resulta en un cambio
conformacional del represor. El As(lll) se une a las Cys 32, Cys 34 y Cys 37 del represor ArsR. Al desenrollar
la hélice, se interrumpe la unién al ADN, lo que resulta en la disociacion del represor desde el sitio operador.
La disociacion del represor induce la expresion génica (Shen et al., 2013).

Las proteinas ArsR de los plasmidos de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
tienen Unicamente un 30% de similitud en su secuencia pero en ambos tipos de
microorganismos son represores sensibles a arsenito, arsenato y antimonio (Cai et al.,
1998; Diorio et al., 1995; Rosenstein et al., 1994; Wu et al., 1991).

Los estudios realizados por Xu et al. (1996) revelan la secuencia consenso en bacterias
Gram-negativas de los sitios de contacto del ADN con el gen; esta secuencia es 5'-
TCATNNNNNNNTTTG-3'.

1.3 Biosensores

En la actualidad las nuevas aproximaciones en biologia molecular y biologia sintética
involucran el disefio y generacion de partes bioldgicas nuevas a partir de componentes
naturales existentes. Estas partes seran los bloques o bases para la construccion de
nuevos sistemas bioldgicos, redes de sistemas en circuitos génicos, vias metabolicas

sintéticas y sistemas de sefializacion (Arkin, 2008; Checa et al., 2012; Weber et al.,
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2011). Esta capacidad de disefiar nuevos circuitos y redes ha permitido que en las
Gltimas décadas el disefio y elaboracién de biosensores avance de manera continua, es
asi que se ha propuesto su uso e implementacion en diferentes campos como lo son las
aplicaciones ambientales (medicién de compuestos toxicos presentes en el ambiente), en

la industria alimentaria y de fermentaciones (medicién de productos de interés industrial).

Un biosensor es un dispositivo bioldégico que detecta y transmite informacién acerca de
un cambio fisiolégico o bioquimico en el entorno (Figura 1-5.A), siendo un sistema
especifico, reproducible y sensible que funciona en soluciones opacas y que es portatil
(D'Souza, 2001).

Tipos de biosensores:

o Biosensores microbianos: Estos biosensores necesitan del crecimiento
microbiano para su funcionamiento. Como principales ventajas tienen su bajo costo de
disefio, elaboracion y produccion. Tienen alta estabilidad del producto final comparados
con aqguellos biosensores que son Unicamente proteinas y enzimas. Adicionalmente, los
microorganismos son faciles de manipular y presentan mas estabilidad en muestras
ambientales (Park et al.,, 2013). La respuesta a medir en este tipo de sensores esta
basada en la medicion de fluorescencia, luminiscencia, colorimetria y otro tipo de

medicion de los productos metabdlicos de los microorganismos (Dong et al., 2002).

. Inmovilizacion en biomateriales: Este tipo de sensores son altamente selectivos.
Sin embargo, una de sus principales desventajas es la necesidad de un proceso de
purificacién que es tedioso y costoso. En este sistema se pueden emplear diferentes
configuraciones de anticuerpos, DNA, RNA, enzimas o proteinas receptoras como
elementos sensores. En la presencia de los analitos target “diana”, las partes bioldgicas
seran convertidas en una respuesta eléctrica u éptica en proporcion a la concentracion
del analito de interés (Park et al., 2013). En este tipo de biosensores el material biolégico
se inmoviliza directamente con el transductor, generalmente en membranas o por medio

de otras técnicas como adsorcion, atrapamiento 6 uniones covalentes (D'souza, 1989).
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. Sensores electroquimicos: son sistemas que ofrecen alta sensibilidad y rapida
deteccion. Las especies electroactivas producidas o consumidas por los
microorganismos son monitoreadas por métodos amperometricos, potenciometricos,
impedimetricos o conductimetricos (Dong et al., 2002; Luong et al., 2008; Su et al., 2011).
Sin embargo, a pesar que se postulan como una alternativa viable debido a sus bajos
limites de deteccion (0,8 — 7,5 ng/L) (Gao et al., 2013; Salatin et al., 2012), son métodos
costosos, de procedimientos extensos y tediosos y que aldn requieren de personal
altamente calificado para su realizacion (Kaur et al., 2015).

1.3.1 Principios generales de los biosensores microbianos

Desde el estudio realizado por King et al. (1990) en donde se reporta el primer biosensor
bacteriano para naftaleno, se ha aumentado el nimero de biosensores disefiados para
monitorear un amplio rango de contaminantes ambientales como lo son los metales

pesados, derivados de benceno, pesticidas e hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Los microorganismos tienen varias ventajas que les permiten ser utilizados para el disefio
y fabricacibn de biosensores: 1) son capaces de metabolizar un amplio rango de
compuestos quimicos, 2) permiten de manera relativamente sencilla realizar
modificaciones genéticas mediante mutaciones o recombinacion de ADN y 3) sirven
como una fuente econémica de enzimas intracelulares (Castillo et al., 2004; D'Souza,
2001; Rogers, 1995).

El disefio de estos dispositivos estd basado en la utilizacién de un plasmido construido
donde los genes que codifican para un gen reportero estan ubicados bajo el control de un
promotor que reconoce el analito de interés dando como respuesta un cambio medible y
cuantificable, por ejemplo, por emisién de luz (Figura 1-5.B) (Checa et al., 2012; Merulla
et al., 2013).
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Las plataformas de bioreporteros bacterianos consisten basicamente en tres moédulos
(Figura 1-5) (Checa et al., 2012; Wang et al., 2013):

1. Mdbdulo sensor: es aquel que reconoce la sefial y es el responsable de la selectividad
y sensibilidad del sensor a ensamblar (Marchisio et al., 2011; van der Meer et al.,
2010). Los reguladores que responden a iones de metales pesados y a metaloides
son ampliamente usados en el desarrollo de este tipo de biosensores, la mayoria de
ellos esta basado en dos familias de metaloreguladores MerR y SmtB/ArsR.

2. Modulo transductor: Es aquel que transmite la sefial detectada al modulo reportero.
La interaccion de la sefial con el modulo sensor afecta la habilidad del modulo de
unién al ADN (o regulador transcripcional) para promover o reprimir la transcripcion
del modulo reportero.

3. Modulo reportero: Es aquel que produce la respuesta a medir, como lo son por

ejemplo fluorescencia, luminiscencia o color.

A) Salidas: B) Sefial
Entradas: Fluorescencia ) B - "
Sefiales ambientales Color , /! OV e 1
Téxicos Luz e K ~/a Sensor
Autoinductores Electricidad T -
Otros metabolitos Productos &~ L7
metabolicos /8

Sensor

’
’
v
Transductor . Tran sdu ctor
Op. Genes iarget‘) ’

®
@ saice <

Toxinas

Figura 1-5. Plataformas de biosensores bacterianos disefiados. A) Las bacterias han sido disefiadas para
acoplar la deteccion de una perturbaciéon fisica o quimica a la produccion de un reportero de salida
cuantificable; B) Representacion de las dos vias de transduccion de sefales bacterianas comunmente
utilizadas. Adaptado de Checa et al. (2012).

Las dos vias de transduccion de sefiales comiunmente utilizadas en los biosensores
bacterianos son (Figura 1-5 B): 1) la proteina del modulo sensor detecta la sefial (analito)
en el citoplasma y alostericamente modifica el dominio de sitio de unién al ADN con el fin
de activar o reprimir la expresion de los reporteros; 0 2) un sensor histidina-quinasa unido
a membrana que detecta la sefial en el medio y las transduce por fosforilacion al

regulador transcripcional; como resultado se regula la expresion de los genes reporteros.
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1.3.2 Biosensores para la deteccion de arsénico

Debido a la alta toxicidad del arsénico y a los problemas mencionados anteriormente,
varios grupos de investigacion alrededor del mundo han propuesto métodos alternativos
para la medicion del arsénico utilizando sistemas bioldgicos como los biosensores y
bioreporteros (Castillo et al., 2004; Chen et al., 2014; de Mora et al., 2011; Merulla et al.,
2013).

En el disefio de los biosensores para la deteccion de arsénico se ha utilizado
esencialmente el mecanismo de regulacibn del gen arsR junto con su operador
(seccionl.2.3) (Tabla 1-2), unidos a un gen reportero que permite cuantificar la respuesta
emitida (Figura 1-6) encontrdndose que la cantidad de proteina reportera producida es

proporcional a la concentracién de arsénico en la muestra (Merulla et al., 2013).

{ \

.‘;}-5 .
A /
L

]
J

C:Z —tifé‘f;-

Promotor Sitio de Gen Sitio de Gen Terminador
Unién al  regulador Union reportero
ribosoma ArsR

Figura 1-6. Representacion de un circuito basico de un biosensor para la deteccion de arsénico. Adaptado
de Merulla et al. (2013).

Hasta el momento, los biosensores diseflados para la detecciéon de arsénico Tabla 1-1
han utilizado genes reporteros como lacZ, lux y gfp principalmente. Sin embargo, las
desventajas de estos reporteros es que requieren sustratos adicionales y/o ATP para la
producciéon de sefial, son mas costosos a la hora de implementarlos debido a que
necesitan equipos que sean capaces de medir la respuesta emitida y en algunas
ocasiones no se ha obtenido una respuesta lineal respecto a la concentracion de As en la

muestra.

Se han realizado estudios en donde se buscan reporteros novedosos, que sean visibles
sin necesidad de un equipo de deteccion especifico o “al ojo desnudo” (Qing Hu, 2010;

Yoshida & Inoue, 2008), siendo esta una alternativa adecuada para el uso en campo y
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gue no requiere personal capacitado. Sin embargo, los resultados en este campo aun
son limitados ya que se requieren aditivos en el medio como el IPTG (Ramanathan et al.,
1998) que son costosos, 0 los microorganismos hospederos son de crecimiento lento

como Rhodopseudomonas sp. (Yoshida et al., 2008).

Adicionalmente, uno de los principales inconvenientes que se presentan a la hora de
disefiar y ensamblar un biosensor es la cantidad de expresién basal del reportero en
ausencia de As. Es por esto, que Stocker et al. (2003) propusieron adicionar una
segunda copia del sitio de unién ArsR-ADN ubicada entre el gen arsR y el gen reportero.
Esta adicién resulté en una disminucién de la expresion basal del gen reportero y
disminuyo el tiempo de respuesta del sensor entre 3 y 5 veces comparado con el sensor

sin el sitio de unién adicional.

Una vez diseflado y ensamblado el biosensor, siguen las pruebas en campo. Con este
fin, el estudio realizado por Petanen et al. (2002) utilizé un biosensor de As construido en
Pseudomonas fluorescens OS8 (pTPT31) que emite fluorescencia como respuesta para
determinar As en muestras de suelo. Este sensor tuvo un rango de deteccion util similar a
los métodos quimicos. Adicionalmente una de las ventajas de este dispositivo es que P.
fluorescens 0S8, al ser una bacteria de suelo, tendria una ventaja en el momento de la

adaptacion a las medidas in situ bajo condiciones naturales.

Por otro lado, se comienza a estudiar la aplicacién de los sistemas desarrollados. Es asi
gue ya se encuentra el primer disefio de un kit para mediciones en campo conocido como
biosensor ARSOIux, este biosensor utiliza como célula hospedadora E. coli DH5a-2697 y
el constructo esta basando en la utilizacién del arsR junto con su promotor controlando la
expresion de los genes luxCDABE. Este dispositivo se encuentra en fase de prueba y ha
demostrado ser 6ptimo en campo ya que es posible analizar 160 muestras por dia, lo
cual es una valor alto comparado con las 60 muestras diarias que se pueden analizar

empleando kits comerciales (Siegfried et al., 2012)

Como alternativa al sistema anteriormente mencionado, se han realizado otras
aproximaciones como lo son un biosensor en fase solida que fue disefiado por Siddiki et
al. (2011) en el cual el complejo trans-cis (arsR- reportero) del GFP-marcado fue
inmovilizado en la superficie de una microplaca. La disociacién del complejo es inducida

por la union del As(lll). En este sistema las muestras de agua pueden ser directamente
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adicionadas, y el arsénico puede ser cuantificado con fluorescencia midiendo el GFP-
marcado liberado. En el estudio se reportd un limite de deteccién de 5 ug As(ll)/L en
aguas purificadas. Este sistema es una alternativa adecuada para la medicion in situ
usando el sistema liofilizado en la fase sélida y es portatil. Sin embargo, unas de sus
principales desventajas son el costo de produccién y la necesidad de un fluorometro

portétil.



Tabla 1-1. Caracteristicas de los biosensores de arsénico con sus limites de deteccion, periodos de induccién y limitantes.

Periodo
Limite de de
Descripcion del biosensor giticscéﬁ{)] 't?g;;%'%rg Limitantes/desventajas Referencia
(ug/L) |respuesta
(h)
Biosensores que emplean luciferasa como sistema reportero
_ Baja sensibilidad y bajo coeficiente de
S'E::Lgr?:tfulzgd'azrzs%fﬁzggél)' 7,7 2 induccién. Necesita la adicion de sustrato (Tauriainen et al., 1997)
y las medidas son dependientes de 02
E.coli LF20012: constructo 10 1 Interferencia con los iones fosfato, no hay (Cai et al., 1997)
arsB- luxAB rango de deteccion lineal N
Rapido decaimiento de la luminiscencia
en el ensayo in vitro; alta fluorescencia
E.coli MC 1067 (pT0031): como expresion basal; pH 6ptimo -
constructo arsR- luckFF 1 L5 variable tanto para el crecimiento del (Tauriainen et al., 1999)
constructo como para la produccion de
luminiscencia
E.coli DH5a: constructo
pJAMA-arsR-ABS- 4 1 No se obtuvo respuesta lineal (Stocker et al., 2003)
luciferasa
E coli DH5a Efecto de los componentes de las aguas
(pJAMA):constructo arsR- 7,5 1 Isub“?”a”e?‘s en Igb!?.ré)d(;u(:juc;nlde (Trang et al., 2005)
lUXAB uminiscencia, posibilidad de falsos
positivos y negativos.
S.cerevisiae pdroA: 0,0007 1 Baja estabilidad genética (Bakhrat et al., 2011)

constructo luxAB
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Photobacterium leiognathi
luminiscente

Limite de deteccion muy alto, se hace
necesario un medio complejo, no es
especifico

(Ranjan et al., 2012)

E.coli DH5a: constructo
pASPW2-arsR-luxCDABE

Alta interferencia con Antimonio, dificil
mantenimiento del cultivo bacteriano

(Sharma et al., 2013)

E.coli constructo arsR:luc

Necesidad de lisis celular para tener
sefial de fluorescencia

(Hou et al., 2014)

E.coli IM109
Constructo:arsR-luxA

4000 0,5
0,74 2
3,75 2
0,7 0,5

No se obtuvo respuesta lineal

(Ramanathan et al., 1997)

Biosensores qu

e emplean lacZ como sistema reportero

E.coli IM109 : arsR- lacZ

7,7

0,5

Es necesario lisar las células para
cuantificar el reportero, adicion de
sustratos costosos

(Ramanathan et al., 1998)

E.coli IM109 (R773):
constructo arsR-lacZ

7,7

17

Alta expresion basal, baja sensibilidad,
baja especificidad

(Scott et al., 1997)

E.coli DH5a (pMV-arsR-
ABS): constructo arsR con
un segundo sitio para arsR-

lacZ

Largo periodo de crecimiento, analisis
semi-cuantitativo

(Stocker et al., 2003)

Esporas de B.subtilis
(ars23) constructo: arsR-
lacZ

12

12

Bajo limite de deteccidn, tiempo de
germinacion de esporas prolongado

(Date et al., 2007)

E.coli IM109 constructo:
arsR-ureasa y arsR-lacZ

Andlisis semi-cuantitativo, interferencia
con microorganismos degradadores de
urea

(Aleksic et al., 2007)

E.coli DH5a cepa 2245
constructo: arsR-lacZ

0,2

22

Posibles interferencias con los iones
bicarbonato, largo tiempo de incubacién

(Wackwitz et al., 2008)

E.coli 1971, 1981 y 1982
constructo: arsR-ccp

Posibles interferencias con los iones

bicarbonato

(Wackwitz et al., 2008)
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E.coli BBa_J33203

Interferencia por los iones bicarbonato, la

constructo: arsR-lacz 5 2 respuesta es pr'olongada en células que (Joshi et al., 2009)
han sido congeladas
Esporas de B.subtilis
(ars23) constructo: arsR- 7,7 2,5 Se requiere optimizar medio para esporas | (Date, Pasini, Sangal, et al., 2010)
lacZ
Esporas de B.subtilis
(ars23) Capturgdas en una 7,7 3 Inadecuado para medicién in situ (Date, Pasini, & Daunert, 2010)
plataforma microfluidica
constructo: arsR-lacZ
E.coli DH5a plasmido pMV Efecto del fosfato y otros residuos .
arsR:ABS 10 2 industriales sobre la sefial (lvanina et al., 2009)
E.coli IN109-pSB1A2- Largo periodo de respuesta, interferencia
BBa_J15501 constructo: 50 24 por iones bicarbonato, alta posibilidad de (de Mora et al., 2011)
arsR-lacZ y gen xileno falsos positivos
. . Bajo limite de deteccion, no se menciona .
E.coli constructo:arsD-lacZ 100 0,5 la interferencia por parte de otros metales (Chiou et al., 2011)
E.coli DH5a constructo: 0.8 4.23 Riesgo de contaminacion del electrodo y (Cortés-Salazar et al., 2013)

arsR-ABS-RBS-laczZ

perturbacion con el uso repetido

Biosensores que

emplean green fluorescent protein (gfp) como sistema reportero

E.coli pIRC140 constructo:

Largo periodo de induccion, no se obtuvo

arsR-gfp 1 12 respuesta lineal, alta expresiéon basal (Roberto et al., 2002)
E.coli DH5a constructo: 77 1 Baja sensibilidad comparada con el (Stocker et al., 2003)
arsR-gfp sensor de luciferasa
Altas concentraciones de sales, fosfatos,
. silicatos y condiciones de pH disminuyen
E.coll DHSO_( (PVLASI) 30 2 la fluorescencia, alta expresion basal, (Liao et al., 2005)
constructo: arsR-gfp . )
interferencia de otros metales con la
expresion del gfp
E.coli constructo: 3 copias 7,5 5 Alta expresion basal. (Tani et al., 2009)
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arsR- gfp

E.coli DH5a constructo:

Bajo limite de deteccibn, requiere

arsR-pUC18- yfp 615 2 instrumentos y quipos sensibles (Hu etal., 2010)
. Protocolo tedioso, la presencia de iones .
ArsRCis-gfp trans 5 0,66 de Ca interfiere con la sefal fluorescente (Kawakami et al., 2010)
Tiempos prolongados de almacenamiento
E.coli constructo: arsR-egfp 10 3,33 causan decre0|m|e_nto en la senal (Buffi et al., 2011)
fluorescente. No permite ser almacenado
por largos periodos de tiempo
ArsRC|s-gfp_ trans, fase 5 05 No espeC|f|.cQ, resultados variables en (Siddiki et al., 2011)
soélida condiciones de agua dura
Biosensores que emplean otros sistemas reporteros
Se requiere una adecuada concentracion
Rhodonseudomonas de sales en el medio, el cambio de color
alustrisp711 constructo: rango es dependiente del oxigeno disuelto en el
arER con dos sitios de unién entre 10 y 24 medio. Largo periodo de induccién. (Yoshida et al., 2008)
50 Necesario cultivo anaerdbico.

-crtl

Interferencia con iones de hierro. Baja
sensibilidad a iones arsenato

Nota: Adaptada y modificada de (H. Kaur et al., 2015)
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Durante las ultimas dos décadas la construccion de biosensores para la deteccidén de As
a aumentado de manera exponencial, se han sido disefiado numerosos dispositivos
Tabla 1-1 utilizando los disefios de biosensores Whole-cell y Cell-free. Sin embargo,
como se discutidé previamente, su aplicacién ha tenido inconvenientes como lo son los
limites de deteccion, tiempos de deteccion, especificidad, costos de produccién elevados
y la necesidad de equipos costosos para la operacion en campo. La mayoria de estos
biosensores aun se encuentran en fase de investigacion y hasta el momento no se
observan iniciativas de uso comercial (Chen et al., 2014). Por lo tanto, las posibilidades
para la mejora y desarrollo de estos dispositivos aln son necesarias y se requiere de
disefios eficientes, econdmicos y faciles de implementar en campo, que estén

encaminados a una real aplicacion con el fin de solucionar un problema de salud publica.

1.3.3 Genes reporteros

Un gen reportero es definido como una secuencia de nucledtidos que, cuando es
introducida en un sistema biolégico, produce un fenotipo facilmente medible y
cuantificable una vez ocurre la expresion del gen. Esto permite relacionar la expresion
genética con la respuesta emitida (Wood, 1995). Debido a la facilidad de manipulacién y
ensamblaje de estos genes, se han desarrollado diferentes tipos de biosensores los
cuales utilizan los reporteros como marcadores o respuesta de diferentes variables como
lo son por ejemplo el crecimiento celular o la medicion de toxinas como el naftaleno,
biocidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales y solventes entre otros (D'Souza,
2001; Fabricant et al., 1995; Ghim et al., 2010; Heitzer et al., 1992; Miraglia et al., 2011,
Preston et al., 2000; Sayler et al., 1999; Van Dyk et al., 1994).

En las dltimas decadas se han encontrado diferentes tipos de genes reporteros. Cada
uno emite un tipo de sefal diferente, razén por la cual las ventajas y desventajas
dependen del tipo de gen seleccionado. En la Tabla 1-2 se pueden observar algunos de
los genes reporteros comunmente utilizados con sus respectivas ventajas y desventajas.
A continuacién se describen algunos usos especificos en biosensores descritos para

estos genes reporteros.
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Tabla 1-2.Genes reporteros cominmente utilizados para el disefio de biosensores.

Luciferasa de Alta sensibilidad, Requiere de (Lewis et al.,
lue luciérnaga simple, amplio sustratos: ATP, 1998; Naylor,
rango dinamico 0O,y Mg* 1999)
Luciferasa Respuesta rapida, Termolabil (Naylor, 1999)
lux bacteriana facil manejo (>30°C), requiere
O,
lacZz B-galactosidasa Varios métodos de Requiere (Daunert et al.,
deteccion, sustratos 2000; Yagi,
deteccién a simple cromdgenos o 2007)
vista (“al ojo ensayos
desnudo”) colorimétricos
complicados
Proteina Autofluorescencia, Expresién (Naylor, 1999;
gfp fluorescente no se requiere retardada Tsien, 1998)
verde sustratos, alta después de la
estabilidad sintesis de la
proteina, alta
sefal de fondo
CrtA Spheroidenone  Deteccién a simple Baja (Fujimoto et
vista (“al ojo sensibilidad, al., 2006;
desnudo”), requiere Yoshida et al.,
desarrollo de sustratos 2008)
nuevo hospedero
diferente de E. coli
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B-Galactosidasa (Lac 2)

El primer reporte del gen lacZ como reportero fue en 1980 por Casadaban et al. (1980)
La proteina codificada por este gen es la B-galactosidasa, la cual es responsable por la
hidrélisis de la lactosa a galactosa y glucosa. Esta enzima es altamente inespecifica y
puede hidrolizar sustratos diferentes a la lactosa como por ejemplo los cromogenos o-
nitrofenol, X-gal y S-gal, los cuales producen precipitados de color amarillo, azul y negro,
respectivamente (Ford et al., 1996). Este gen reportero ha sido candidato para su uso en
biosensores debido a que permite una deteccién reproducible y cuantitativa por
diferentes vias: 1) Transduccion de sefiales basadas en la actividad p-gal: este
mecanismo se lleva a cabo a traves de la polarizacion electroquimica del p-aminofenol
(PAP) producido por la accion enzimatica a partir del p-aminofenil 3-D galactopiranosido
(PAPG); y 2) por medio de la reaccion enzimatica con el X-gal, produciendo una

respuesta colorimétrica (Kaur et al., 2015).

Un ejemplo de su uso en biosensores para la deteccion de As, es el estudio realizado por
Scott et al. (1997) donde se reporta un constructo (arsR+lacz) utilizando E. coli JM109
como célula hospedadora. En este dispositivo se requiere de la lisis celular para
cuantificar la respuesta emitida y se optimizé para realizar lecturas electroquimicas de la
sefal. Sin embargo, el sistema tiene problemas con la sensibilidad ya que se genera una
alta expresion basal lo cual genera errores de lectura. Adicionalmente, el biosensor

responde a otros iones como los de bismuto, nitrato, sulfato, fosfato y carbonato.

Luciferasas

Las luciferasas son proteinas que generan luminiscencia y son categorizadas
generalmente como eucariotas o procariotas dependiendo de su origen. La luciferasa de
luciernaga — LUC, clonada en 1985 (de Wet et al., 1985) es uno de los reporteros
comunmente usados (de Wet et al., 1987) ya que esta categorizado como el sistema de
expresion y regulacién genica mas sensible y simple. Sin embargo, este sistema requiere
de la adicibn de un sustrato costoso para el monitoreo y medicién de la actividad

reportera, p.e. luciferina.

Este reportero se ha utilizado en biosensores para la deteccion de As debido a que es el

reportero mas sensible de los ensayados (Kaur et al., 2015). En el estudio realizado por
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Tauriainen et al. (1997) se utiliz6 el gen de luciferasa de Photinus pyralys (lucFF) que es
expresado bajo el control del operon ars de S. aureus- plasmido P1258 y se utilizaron
tres celulas hospedadoras diferentes (S. aureus RN4220, B. subtilis BR151 y E. coli
MC1061). Al finalizar el estudio se encontré que el constructo realizado en S. aureus fue
el mas sensible de los tres demostrando limites de deteccion de 7,5 ug/L, 4,03 ug/L y 37

Mg/L de arsenito, antimonio (Ill) y cadmio, respectivamente.

Proteinas fluorescentes y cromoproteinas
Green fluorescente protein

Tal vez la proteina mas conocida dentro de este grupo es la GFP. Esta fue aislada
originalmente de la medusa Aequoria victoria (Morin et al., 1971). Sin embargo, este gen
no fue clonado sino dos decadas después, en un estudio que mostro que el gen GFP es
funcional tanto en sistemas procariotas (ej.: Escherichia coli) como en sistemas
eucariotas (ej.: Caenorhanditis elegans) (Amsterdam et al., 1996). Una de las principales
ventajas de este gen reportero es que no necesita adicion de sustratos. Por otro lado,
hay cerca de 10 diferentes colores de respuesta incluyendo el amarillo, azul y rojo
(Gurskaya et al., 2001; Miyawaki et al., 2012; Shaner et al., 2004).

Contrario a lo que ocurre con las luciferasas, las cuales no son funcionales sin un
huesped viable, las proteinas fluorescentes son generalmente estables y continuan
emitiendo fluorescencia tiempo después de que el huesped muere. Adicionalmente, el
fluoroforo generado por la GFP salvaje necesita ser producido por un proceso natural que
puede tomar hasta dos horas, sin embargo, se han disefiado mutantes que emiten

respuesta despues de 5 minutos (Heim et al., 1995).

Su uso en biosensores para la deteccion de As se ha propuesto debido a la ventaja de
gue no requiere sustratos como los sistemas disefiados con genes lux y lacZ. Roberto et
al. (2002) reportaron la construccién de un biosensor construido en E. coli (p1 RC1140)
gue tenia el gen arsR junto con su promotor regulando la expresion del gen gfp de
Aequorea victoria. Este sensor tuvo una respuesta estable después de un periodo de 12
horas de induccién con un limite de deteccién de 1 ug/L. Sin embargo, no se obtuvo una

respuesta lineal en concentracion entre 1 yg/L y 10 pg/L.
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Cromoproteinas

Las proteinas tipo GFP pueden ser divididas en dos grupos: las 1) proteinas
fluorescentes (seccion anterior) y las 2) no-fluorescentes o debilmente fluorescentes,

conocidas también como cromoproteinas.

Como regla general las cromoproteinas requieren de un grupo prostético: una molécula
pequefia no peptidica o un ion metalico que se une a la proteina y es esencial para las
propiedades cromégenas de la misma (Lukyanov et al., 2000). Sin embargo, en
comparacion con otros pigmentos naturales, las cromoproteinas tipo-GFP son inusuales
ya que ellas pueden formar cromoforos internos sin la necesidad de co-factores
adicionales, catdlisis enzimaticas externas u otros sustratos aparte del oxigeno molecular
(Heim et al., 1994). Estas ventajas incluyen la habilidad de formar cromoforos en
organismos vivos, tejidos o células (Verkhusha & Lukyanov, 2004). Tal vez una de las
caracteristicas mas importantes de este tipo de cromoproteinas sea su variedad de
colores, que pueden ser clasificados en 4 grupos principales: GFPs, FPs amarillas
(YFPs), FPs rojas(RFPs) y las no-fluorescentes que tienen tonalidades desde el naranja
al azul (Verkhusha & Lukyanov, 2004).

Los diferentes colores de estas proteinas se originan a partir una unidad fluorescente que
se genera en el interior de la cadena polipeptidica (Figura 1-7) (Wachter, 2006). El
cromoforo se deriva de una Unica modificacién post-transcripcional autocatalitica de tres
aminodacidos consecutivos (XYG) en la secuencia primaria, iniciado por un cerramiento
dentro de la cadena formando un anillo, que permite la formacion de un grupo ciclopentil
(heterociclo de 5 miembros) a partir de los &atomos del polipeptido original. La
composicion aminoacidica del residuo de tres miembros es la que determina el color y
propiedades de la cromoproteina y, a pesar que el primero de estos tres aminoacidos
puede cambiar (GIn, His, Lys, etc), el segundo y tercer aminoacido son constantes
(Remington, 2006; Wilmann et al., 2005). La maduracion completa del cromoforo requiere
de procesos adicionales que ocurren espontdneamente (Miyawaki et al., 2012; Wachter,
2006).
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Figura 1-7. Estructuras quimicas de los cromoforos de las proteinas tipo-GFP: a) GFP, b) DsRef, c) amarilla
Zoanthus, d) tipo Kaede. Tomado de (Wachter, 2006).

Algunas proteinas tipo-GFP han sido modificadas genéticamente para su uso en
biosensores principalmente en el campo de la biomedicina y con el fin de monitorear los
cambios en el ambiente intracelular. Por ejemplo, se ha utilizado estas proteinas con
modificaciones genéticas con el fin de utilizarlas como sensores del pH intracelular
(Scharnagl et al., 1999) o para determinar el potencial redox mitocrondial (Hanson et al.,
2004).
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iIGEM (Por sus siglas en ingles, International Genetically Engineered Machine
competition) es una fundacion dedicada a la educacién, competicion y desarrollo de la
biologia sintetica. Su programa lider es la competicion en biologia sintetica que se lleva a
cabo anualmente desde el 2004 (https://www.igem.org/Main_Page). El equipo competidor
de la Universidad de Uppsala cre6 una coleccion de cromoproteinas como parte de su
proyecto en el 2012 (Figura 1-8) (iGEM, 2012). Estas cromoproteinas son responsables
de la coloracion en corales y anemonas de mar (Alieva et al., 2008). El pigmento
expresado puede ser visto “al ojo desnudo” sin necesidad de un equipo adicional,
convirtiéndolas en una herramienta Util y alternativa para su uso en biosensores. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha reportado ningun estudio que las emplee como genes
reporteros, lo cual genera una falta de informacion acerca de su comportamiento bajo

diferentes condiciones como proteinas reporteras.

Figura 1-8 . Biomasa celular de E. coli expresando algunas de las cromoproteinas de la coleccién creada por
el equipo de la Universidad Uppsala-2012 (iGEM, 2012).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar un biosensor para la deteccion de As en aguas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar y secuenciar regiones que codifican para el regulador arsR de bacterias
autoctonas de Colombia resistentes a arsénico.

e Ensamblar constructos del gen arsR con un gen reportero para el disefio de un

biosensor para la deteccion de arsénico.

e Probar a nivel de laboratorio el biosensor disefiado con distintas concentraciones
de As.



3.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Microorganismos

Los microorganismos cultivables empleados en el proyecto pertenecen al grupo de

investigacion del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Aplicada del Departamento de

Quimica de la Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogot4 y se encuentran

conservados a -20°C y -80°C en 20 % glicerol.

Al inicio del proyecto de investigacion se conté con un grupo de microorganismos

provenientes de origenes diferentes:

A)

B)

C)

Microorganismos resistentes a arsénico recuperados de dos zonas geograficas de
Colombia: 1) sabana de Bogota en la finca La Pradera, en el centro agropecuario de
Marengo (Torres, 2008) y 2) Departamento del Cesar en el municipio Agustin
Codazzi (Carrillo, 2012). Las 18 cepas utilizadas se seleccionaron segun los
resultados obtenidos en el estudio “ldentificacion de genes involucrados en la
transformacioén y resistencia a arsénico en microorganismos recuperados de zonas
de Colombia con la presencia del metal” (Carrillo, 2012), teniendo como criterios de
seleccion el crecimiento en medio suplementado con arsénico y la presencia del gen

arsB.

Once clones de Escherichia coli EPI300-T1® con ADN metagendémico de muestras
provenientes de la sabana de Bogota y resistentes a arsénico y a cloranfenicol,
provenientes del estudio “Busqueda de genes de resistencia a arsénico en el

metagenoma microbiano de la sabana de Bogota” (Latorre, 2014).

Tres cepas control de E. coli solicitadas al CGSC (Coli Genetic Stock Center, USA).

Como control positivo fueron utilizadas las cepas E. coli MG1655 y E. coli W3110
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(Carlin et al., 1995), las cuales tienen resistencia cromosdémica a arsenato debido a
la presencia del operén ars; y como control negativo se utilizé la cepa E. coli
AW3110, la cual tiene una mutacién en el operén ars que le confiere un fenotipo de

susceptibilidad a arsénico (Carlin et al., 1995).

3.2 Medios de cultivo

Para el cultivo de los microorganismos obtenidos a partir de muestras de la Sabana y
Cesar se utilizé el medio de cultivo TSA (Trypticase Soy Agar) y/o TSB (Trypticase Soy
Broth) (Anexo A.1).

Para el cultivo de E. coli se utilizé el medio Luria- Bertani (LB) (Anexo A.2) suplementado
con el antibiético de interés (ver concentraciones de los antibiéticos en el Anexo A.3) y
diferentes concentraciones de arsénico segun fuera necesario: As(lll), 0,75 ug/L — 74.920
Ma/L; y As(V), 75 ug/L — 750.000 ug/L.

3.3. Amplificacion y secuenciacion de regiones que
codifican para el regulador ArsR de bacterias
autoctonas de Colombia resistentes a arsénico

El esquema a continuaciéon Figura 3-1 muestra el procedimiento general utilizado para la
amplificacién y secuenciacion de los genes arsR que codifican para el regulador ArsR de
las bacterias autoctonas de Colombia. Las siguientes sub-secciones explican los

procedimientos detallados realizados para este fin.
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Bacterias resistentes a arsénico provenientes
del Cesar y Sabana de Bogota

Clones provenientes de estudios
Metagenomicos

Disefio de Primers

v

Amplificacion de la region seleccionada (promotor y gen arsR)

l

Secuenciacién del producto amplificado (Macrogen, Corea)

y

Técnica del Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla (SSCP)

Secuenciacién del producto amplificado (Macrogen, Corea)

para enzimas de restriccion

Diseiio de primers con sitios de corte

l

Corte y extraccion de bandas

\4

Secuenciacion del producto amplificado (Macrogen Corea)

Figura 3-1. Procedimiento general utilizado para la amplificacion y secuenciacion de los genes arsR que

codifican para el regulador ArsR de las bacterias autéctonas de Colombia.
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3.3.1 Reactivacion de bacterias resistentes a arsénico y

extraccion de ADN
Las bacterias y clones resistentes a arsénico fueron reactivadas a partir de crioviales con
20 % glicerol, almacenados a -20 °C y -80 °C. Las cepas fueron inoculadas en medio
TSB e incubadas durante 48 h a 37 °C y 200 rpm. A partir de este cultivo se hicieron
pases a medio TSA suplementado con arsenito de sodio (1 mM) y arsenato de sodio (20
mM) para corroborar la resistencia de las cepas al metaloide a evaluar. Posteriormente,
se realizaron cultivos en medio TSA y una vez obtenidas colonias, se realizé un pase a
medio liquido TSB incubando durante 24 horas a 37 °C y 200 rpm. Se centrifugd durante
10 minutos a 8500 rpm el cultivo y se realizé la extraccion de ADN gendémico utilizando el

método enziméatico propuesto por (Andrews et al., 1996) y descrito en el Anexo B.1.

3.3.2 Disefio de primers

Para el disefio de los primers para amplificar el gen arsR de las cepas provenientes del
Cesar y de la Sabana de Bogotd, se realizé una busqueda bioinformatica en los sitios
web del NCBI (por sus siglas en inglés: National Center for Biotechnology Information) y
del EBI (por sus siglas en inglés: European Bionformatics Institute) para obtener
secuencias reportadas para el gen arsR y su promotor. Se analizaron las secuencias
realizando arboles filogenéticos mediante el programa Mega 6 (Tamura et al., 2013). A
partir de la informacion obtenida se decidié disefiar primers especificos para los géneros
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (Tabla 3-1). Para esto, se utilizaron las secuencias de
cada uno de los géneros y se realizaron alineamientos multiples utilizando los programas
Mega 6 y T-Coffee (Notredame et al., 2000) para determinar las regiones conservadas
del gen. Una vez obtenida la secuencia consenso, se utilizé el programa Primer 3plus
(Untergasser et al., 2007) para disefar los primers de interés (Bacillusesp y
Pseudomonasesp, Tabla 3-1). Adicionalmente, se tuvieron en cuenta los sitios en donde
no habia match (emparamiento) para de esta forma disefiar primers degenerados

(Bacillusdeg y Pseudomonasdeg, Tabla 3-1).

Se disefid un set de primers especificos (Ecoliesp, Tabla 3-1) sobre la secuencia de
referencia del genbank de las cepas control resistentes a arsénico E. coli W3110
(AP009048.1) y E. coli MG1655 (NC_000913.3).
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Para el disefio de los primers utilizados en los clones obtenidos del estudio
metagenomico (Ecolimetag, Tabla 3-1) se parti6 de las secuencias del gen arsR
resultantes de dicho estudio (Latorre, 2014) y sobre estas se buscaron regiones fuera del
gen (region previa al promotor arsR y region inicial del gen arsB) para disefiar los primers
teniendo en cuenta que el objetivo era amplificar tanto el gen arsR como su promotor.
Adicionalmente se disefiaron primers que contenian las secuencias especificas para el
reconocimiento de las enzimas de restriccion EcoRI y Spel junto con una cola poli-GC
para mejorar la eficiencia de las posteriores digestiones y que de esta manera las
enzimas de restriccion puedan cortar correctamente (Metag sitios de corte,Tabla 3-1).

Tabla 3-1. Primers disefiados para la amplificacion del gen arsR.

NOI\SAIEB'II'?EIIEDEL SECUENCIA TAMANO 12N
PRIMERS ESPERADO | DIANA
_ F: 5-TTTGTCAGCGAGGACAGACG-3’
Bacillusesp 3 3 222 pb arsR
R: 5"-AGCAGCTACCTTTGCCTGTT- 3
. F: 5-TTTGYCAGCGVGGNCAGAC-3’
Bacillusdeg i i 222 pb arsR
R: 5-ARCARCTHCCTTTNCCTGTT-3
F: 5-AACTGTGCGTCTGCGAACT-3’
Pseudomonasesp ; B 178 pb arsR
R: 5-CCGCTTCGAAGAGAGACACT-3
F: 5-AACTNTGYGTBTGYGARCT-3’
Pseudomonasdeg 178 pb arsR
R: 5-AGRCGGTARTASACCCAYT-3’
, F: 5-CCGCTTCGAAGAGAGACACT- 3
Ecoliesp 447 pb arsR
R: 5-CCTCCCGGATAAAACACATC-3’
, F: 5"-ACCAACTCAGGGCTGGAAAG-3 arsR+
Ecolimetag 689 pb
R: 5-ACTCCAGCCGATGCCTAAAC-3’ promotor
corte* R: 5-GCGCGACTAGTACTCCAGCCGATGCCTAAAC-3 promotor

*nota: los sitios de corte generados fueron: forward (F), EcoRlI; reverse (R), Spel (letras en gris); Las letras en

negrilla indican las posiciones degeneradas en los primers disefiados.

3.3.3 Amplificacion y secuenciacion del gen arsR y promotor

Para la amplificacion del gen arsR y su promotor se utilizaron los primers disefiados
previamente (Tabla 3-1) y como ADN molde se utiliz6 el ADN gendmico extraido
previamente de las 18 cepas del Cesar y de la Sabana de Bogota, y de los 11 clones
metagendmicos. Los reactivos utilizados para la reaccion de PCR (por sus siglas en

inglés: Polymerase Chain Reaction), sus concentraciones finales estan indicados en la
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Tabla 3-2 y las condiciones empleadas para la amplificaciébn se encuentran en la Tabla

3-3. Se utilizé un termociclador para la amplificacién por PCR (C1000™ Thermal cycler,

BioRad). Todas las reacciones fueron evaluadas en electroforesis de gel de agarosa al 1

% en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tincion de

acidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 100 V durante 60 min, y como marcador de
utilizo el Hypperlader™ 100 bp IV® (Bioline).

Tabla 3-2. Composicién de la reaccion de PCR para la amplificaciéon del gen arsR.

REACTIVO CONCENTRACIC)N CONCENTRAQION FINAL
SOLUCION STOCK EN REACCION DE PCR
Buffer enzima Taq 10X 1X
MgCl, 50 mM 1,5mM
dNTP’s 10 mM 0,2 mM
Primer Forward 10 uM 0,5 uM
Primer Reverse 10 uM 0,5 uM
Taq polimerasa (Biolase 5 U/l 1 U/l

DNA pol. ®Bioline)

Nota: reaccion realizada en 25 pl de volumen total.

Tabla 3-3. Programas de PCR para la amplificacion del gen arsR de distintos grupos de microorganismos.

e, | e | BC | 2C|mETE T e
cowy| e | =E |3 [EE e T
e, | 50| %€ | mC (e EE T e
Pseudomonasesp 25;](”:1 23;(: gg;c ECZ);C Igor(riin 30 | 178 pb
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Los productos de amplificacion fueron purificados utilizando el kit comercial Ultraclean®
PCR clean Up kit (MO BIO) y se secuenciaron comercialmente (Macrogen-Corea)

usando el método de secuenciacion de Sanger.

Debido a la baja calidad de los resultados obtenidos en la primera secuenciacion de
Sanger y a que en algunas ocasiones se vieron dos bandas amplificadas, se decidio
emplear la técnica del SSCP (del inglés, Single-Strand Conformational Polymorphism)
(Anexo B.5) con el fin de observar la conformacién gque tomaba cada una de las hebras
del producto amplificado. Una vez implementada esta técnica con los productos de PCR
obtenidos previamente, se realiz6 un corte de bandas siguiendo el protocolo propuesto
por (Dohrmann et al., 2004) (Anexo B.6).

Sobre el ADN recuperado se realizé nuevamente una PCR con los primers denominados
Ecolimetag y el producto de esta amplificacion fue evaluado siguiendo el procedimiento
de electroforesis y secuenciacién mencionado anteriormente para las cepas resistentes a

arsénico.

Una vez confirmada la secuencia tanto del gen arsR como de su promotor, se procedi6 a
amplificar nuevamente esta secuencia utilizando los primers disefiados con los sitios para
el reconocimiento de las enzimas de restriccion EcoRl y Spel (Tabla 3-1) utilizando como
ADN molde el ADN genémico del clon M19. El producto de amplificacion fue verificado en
electroforesis de gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe
(Invitrogen) como agente de tincion de &cidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V

durante 90 min y como marcador de utilizo el Hypperlader™ 100 bp IV® (Bioline).

3.4 Ensamblaje de los constructos del gen arsR con el
gen reportero

La Figura 3-2 muestra un esquema con el procedimiento general utilizado para el
ensamblaje del gen arsR y el gen reportero para el disefio del biosensor para la
deteccibn de arsénico. Las siguientes sub-secciones explican los procedimientos

detallados realizados para este fin.
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EX SP EX SP EX SP
s W
CortarE+ S Cortar X+ P CortarE+ P

EX S

EX M SP

E=EcoRI-HF
X = Xbal
S = Spel
P = Pstl

Transformacion en E.coliTop10 M = Sitio mixto

Figura 3-2. Metodologia general para el ensamblaje del biosensor. Adaptado del protocolo del Biobrick
assembly kit® (New England Biolabs inc).

3.4.1 Seleccion del gen arsR para ensamblaje del biosensor

Debido a que en las amplificaciones por PCR se observaban dos bandas, una alrededor
de los 700 pb y la otra alrededor de los 900 pb, y a que al realizar la secuenciacion de los
productos de PCR el resultado siempre era el gen arsR y su promotor (identidad del 100
%, E=0,0 del gen arsR de Escherichia coli ST540), se decidi6 amplificar nuevamente las

regiones con los primers denominados “Metag sitios de corte” (Tabla 3-1), utilizando el
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programa de PCR descrito en la Tabla 3-3, utilizando la cepa M19 proveniente del

estudio Metagenomico (Latorre, 2014).

Una vez obtenida la amplificacion de la region deseada esta fue comprobada realizando
una electroforesis en gel de agarosa Lowmelting al 1 % en TAE (A.11) 1X usando
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinciébn de acidos nucleicos, y aplicando un
voltaje de 80 V durante 90 min. Posteriormente, se realizé un corte y purificacion de
bandas de los amplicones obtenidos (689 y 920 pb) utilizando el kit comercial Ultraclean®
Gel Spin® ADN extraction kit (MO BIO).

A partir de estas muestras de ADN vy utilizando el plasmido pSB1T3-BBa_J044450 con
resistencia a tetraciclina (Anexo C.4), se realizaron digestiones enzimaticas de cada una
de las partes (genes arsR y plasmido) empleando las enzimas EcoRI-HF y Spel del kit de
ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc.) y siguiendo el protocolo

mencionado en el Anexo B.7.

Con los productos de digestion se realizaron dos ligaciones siguiendo el protocolo del
Anexo B.8, manteniendo una relacion 2:1 (inserto: plasmido) de 1) gen arsR 689 pb +
plasmido pSB1T3-BBa_J044450 con resistencia a tetraciclina y de 2) gen arsR 920 pb +
plasmido pSB1T3-BBa_J044450 con resistencia a tetraciclina. Posteriormente, con los
productos de ligacién se realiz6 la transformacion por choque térmico (Anexo B.4) en

células termocompetentes de E. coli TOP10 (Invitrogen).

Una vez obtenidas colonias, se seleccionaron 14 recombinantes positivos (colonias
blancas). Se realiz6 un pase de cada una de las colonias a medio LB liquido
suplementado con tetraciclina (15 pg/ml) y se incubd por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se
centrifugé el cultivo a 8500 rpm durante 10 minutos y se realizé la extraccion de ADN
plasmidico utilizando el kit de extraccion Ultraclean © Gel Spin® 6 minute Mini plasmid
prep kit (MO BIO). A partir de este ADN se realizaron digestiones enzimaticas empleando
las enzimas EcoRI-HF y Spel del kit de ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England
Biolabs inc), siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7. El producto de digestion
fue verificado en electroforesis de gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tincién de &cidos nucleicos, y aplicando un

voltaje de 80 V durante 90 min.
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A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron 4 recombinantes (2 de cada
tamafio) y se secuenciaron comercialmente (Macrogen-Corea) usando el método de
secuenciacién de Sanger y los primers BBa_G00100 (TGCCACCTGACGTCTAAGAA) y
bbA G00101 (ATTACCGCCTTTGAGTGAGC), los cuales fueron propuestos por (Huang
et al., 2010) y permiten identificar los insertos realizados en los plasmidos (vectores) del
sistema biobrick-IGEM. Los resultados obtenidos de la secuenciacion fueron analizados
con las herramientas bioinforméticas Mega 6 (Tamura et al., 2013), Uniprot (Consortium,
2015), Blastn y Blastx (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997; Zhang et al., 2000).

Se seleccionaron dos recombinantes que contenian el gen arsR para seguir con el
ensamblaje del biosensor (Anexo C.6 y C.7): E. coli TOP10-arsRTet5 (inserto de 920 pb)
y E. coli TOP10-arsRTel2 (inserto de 689 pb) los cuales fueron conservados en glicerol

20 % y almacenados a -20 y -80 °C.

3.4.2 Upstream part: preparacion del gen arsR para ensamblaje

Para la obtencion y preparacion de la parte upstream (“aguas arriba”) del biosensor (gen
arsR) se utilizaron los recombinantes denominados E. coli TOP10-arsRTet5 y E. coli
TOP10-arsRTet12 (Seccién 3.4.1) que contienen en su secuencia el gen arsR de 920 pb
y 689 pb, respectivamente, con los sitios de corte para las enzimas EcoRI-HF y Spel,

adicional a un casete de resistencia a tetraciclina.

La cepas fueron reactivadas a partir de un criovial con 20 % glicerol almacenado a -80 °C
en medio LB suplementado con tetraciclina (15 pg/ml) (LB+Tetraciclina) y, una vez
obtenidas colonias, se realizé un pase a medio liquido LB+Tetraciclina incubando durante
24 h a 37 °Cy 200 rpm. Se centrifug6 el cultivo a 8500 rpm durante 10 min y se realizé la

extraccion de plasmido utilizando el método de lisis alcalina descrito en el Anexo B.2.

La digestion enzimatica de los plasmidos y partes (genes) empleadas fue realizada
utilizando las enzimas del kit de ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England
Biolabs inc.). Para la digestién enzimatica del gen arsR y su promotor se emplearon las
enzimas EcoRI-HF y Spel siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7. Se
comprobé la digestion realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE
(Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tincion de acidos

nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min.
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3.4.3 Downstream part: selecciéon y preparacion de
cromoproteinas como gen reportero para ensamblaje

Para la seleccion del gen reportero a usar en el biosensor se tuvo acceso a tres
cromoproteinas [pSB1C3-B0034-amilCP (Morada); pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla);
pSB1C3-B0034-asPink (Rosada) obtenidas a partir de corales y anemonas (Acropora
milepora y Anemonia sulcata) por el equipo competidor ante IGEM de la Universidad de
Uppsala (iGEM, 2012). Estas cromoproteinas se caracterizan por tener una secuencia de
un tamafio aproximado a 700 pb, tener sitios especificos para el reconocimiento de las
enzimas EcoRI-HF, Spel, Xbal y Pstl fuera de la region codificante (ver mapas plasmidos
y secuencias de cada cromoproteina en los Anexos C.1, C.2 y C.3) y expresar color que

puede ser detectado a simple vista en un periodo inferior a 24 horas.

Antes de realizar el ensamblaje del biosensor, se decidi6é realizar la construccién de
recombinantes que contenian Unicamente las cromoproteinas con el fin de observar la
expresion e intensidad del color en una expresién basal. Para esto se realiz6 la digestiéon
enzimatica de las cromoproteinas y el plasmido pUC18 empleando las enzimas Xbal y
Pstl siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7. Se comprobd la digestion
realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tincion de acidos nucleicos, y aplicando un
voltaje de 80 V durante 90 min.

Con los productos de digestion se realizaron las ligaciones de cada una de las
cromoproteinas con el vector pUC18 siguiendo el protocolo descrito en el Anexo B.8,
manteniendo una relacién 2:1 (inserto — plasmido). Posteriormente con los productos de
ligacibn se realiz6 la transformacion por choque térmico (Anexo B.4) en células
termocompetentes de E. coli TOP10. Una vez finalizado el tiempo de incubacion vy
observado el color o fluorescencia de las colonias (segun la cromoproteina utilizada), se
selecciond una colonia de cada color, se realizé un pase a medio LB suplementado con
ampicilina (100 pg/ml) (LB+Ampicilina), incubando por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se
centrifug6 el cultivo a 8500 rpm durante 10 min y se realizé la extraccion de plasmido
utilizando el método de lisis alcalina descrito en el Anexo B.2 con el fin de verificar el
tamafio del plasmido y del inserto. Finalmente, se realizé un cultivo liquido de los tres
recombinantes seleccionados (Amarillo, Morado y Rosado) y se conservaron en medio

LB+Ampicilina con 20 % glicerol a -20 y -80 °C.
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Para preparar la parte downstream (“aguas abajo”) o gen reportero de los sensores a
construir, se realiz6 la digestion enziméatica de cada una de las cromoproteinas
empleando las enzimas Xbal y Pstl siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7.
Se comprobd la digestion realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE
(Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tincion de acidos

nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min.

3.4.4 Vector de clonacion.

Para la preparacion del vector de clonacion pUC18 se reactivo la cepa que contenia el
plasmido a partir de un criovial con 20 % glicerol almacenado a -80 °C en medio
LB+Ampicilina y una vez obtenidas colonias, se realizO un pase a medio liquido
LB+Ampicilina incubando por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se centrifug6 el cultivo a 8500 rpm
durante 10 min y se realiz6 la extraccion de plasmido utilizando el método de lisis alcalina
descrito en el Anexo B.2.

La digestion enzimatica del plasmido fue realizada utilizando las enzimas del kit de
ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc.). Para la digestion
enzimatica del pUC18 se emplearon las enzimas EcoRI-HF y Pstl siguiendo el protocolo
descrito en el Anexo B.7. Se comprob6 la digestion realizando una electroforesis en gel
de agarosa al 1% en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como

agente de tincion de acidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min.

3.4.5 Ensamblaje de biosensores utilizando cromoproteinas
COmo genes reporteros

e A) Seleccién entre genes de reconocimiento al arsénico y ensamblaje de

biosensor de arsénico utilizando cromoproteina morada (pSB1C3-B0034-amilCP)

COMo gen reportero.

Con los productos de digestion mencionados en las secciones 3.4.2, 3.4.3 y 3.4.4 se
realizaron dos ligaciones siguiendo el protocolo descrito en el Anexo B.8, manteniendo

una relacion 3:3:1 (gen arsR : gen reportero : pUC18). Las ligaciones realizadas fueron:
1) Gen arsR 689 pb + cromoproteina morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18;

2) Gen arsR 920 pb + cromoproteina morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18.
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Posteriormente, con los productos de ligacion, se realizé la transformacion por choque
térmico (Anexo B.4) en células termocompetentes de E. coli TOP10 y se incubaron en
medio LB+Ampicilina a 37 °C por 24 h. Pasado este tiempo de incubacién, Unicamente
se obtuvieron colonias grises-moradas en la ligacién 2, por lo tanto se seleccionaron 10
recombinantes positivos de esta ligacién y se realiz6 un pase de cada una de las colonias
a medio liqguido LB+Ampicilina, incubando por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Posteriormente, se
centrifugo el cultivo y se realizo la extraccion del plasmido utilizando el método de lisis
alcalina descrito en el Anexo B.2. A partir de este ADN plasmidico se realiz6 una
digestion enzimatica empleando la enzima EcoRI-HF del kit de ensamblaje Biobrick
assembly kit® (New England Biolabs inc), siguiendo el protocolo descrito en el Anexo
B.7. El producto de digestion fue verificado por electroforesis en gel de agarosa
lowmelting (Agarose SFR ™, Amresco®) al 0,8 % en TAE (Anexo A.11) 1X usando
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tincion de acidos nucleicos, y aplicando un
voltaje de 80 V durante 90 min.

Debido a que en el gel de electroforesis se observaron varias bandas de productos
indeseados de la ligacion, se decidié realizar un corte y purificacion de las bandas
utilizando el kit comercial Ultraclean® Gel Spin® ADN extraction kit (MO BIO) de la banda
gue correspondia al tamafio de 4282 pb y a partir del ADN purificado se realizé la
transformacion por choque térmico (Anexo B.4) en células termocompetentes de E. coli

TOP10 y se incubaron en medio LB+Ampicilina a 37 °C por 24 h.

Una vez obtenidas colonias, se seleccionaron 5 recombinantes positivos (colonias grises-
moradas), se realizd un pase de cada una de las colonias a medio liquido LB+Ampicilina
y se incubd por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se centrifugé el cultivo a 13500 rpm durante 5
min y se realizd la extraccion de ADN plasmidico utilizando el kit de extraccion
Ultraclean® Gel Spin® 6 minute Mini plasmid prep kit (MO BIO). A partir de este ADN
plasmidico se realizaron digestiones enzimaticas empleando las enzimas EcoRI-HF y
Pstl del kit de ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc), siguiendo el
protocolo descrito en el Anexo B.7. El producto de la digestion fue verificado por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe
(Invitrogen) como agente de tincién de acidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V

durante 90 min.
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e B) Ensamblaje de biosensores de arsénico utilizando cromoproteinas Rosada
(pSB1C3-B0034-asPink) vy Amarilla  (pSB1C3-B0034-amilGFP) como genes

reporteros.
Debido a los ensayos obtenidos en el ensayo A, los dos biosensores de arsénico

adicionales fueron ensamblados utilizando el gen arsR de 920 pb. Con los productos de
digestion mencionados en las secciones 3.4.2, 3.4.3 y 3.4.4, se realizaron dos ligaciones
siguiendo el protocolo descrito en el Anexo B.8, manteniendo una relacion 3:3:1 (gen
arsR : gen reportero : pUC18). Las ligaciones realizadas fueron:

1) Gen arsR 920 pb + cromoproteina amarilla pSB1C3-B0034-amilGFP + pUC18;
2) Gen arsR 920 pb + cromoproteina rosada pSB1C3-B0034-asPink + pUC18

Posteriormente, con los productos de ligacion se realizé la transformacion por choque
térmico (Anexo B.4) en células termocompetentes de E. coli TOP10 y se incubaron en
medio LB+Ampicilina a 37 °C por 24 h.

Una vez obtenidas las colonias, se seleccionaron 5 recombinantes positivos de cada una
de las ligaciones (colonias amarillas/fluorescentes y rosadas, respectivamente para cada
ligacién). Se realiz6 un pase de cada una de las colonias a medio liquido LB+Ampicilina y
se incubd por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se centrifug6 el cultivo a 8500 rpm por 10 min y se
realizé la extraccion de ADN plasmidico utilizando el kit de extraccion Ultraclean® Gel
Spin® 6 minute Mini plasmid prep kit (MO BIO). A partir de este ADN plasmidico se
realizaron digestiones enzimaticas empleando las enzimas EcoRI-HF y Pstl del kit de
ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc), siguiendo el protocolo
descrito en el Anexo B.7. El producto de digestion fue verificado por electroforesis en gel
de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como

agente de tincién de acidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min.

Finalmente, el ADN plasmidico de los 3 constructos de los biosensores de arsénico
(BAS) de diferentes colores [morado (BASmor), amarillo (BASama) y rosado (BASros)]
se secuencié comercialmente (Macrogen-Corea) usando el método de secuenciacion de
Sanger y los primers universales para verificar el inserto realizado en el vector pUC18:
M13F-pUC (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3) y m13R-pUC (5-CAGGAAACAGCTATGAC-

3’). El andlisis de las secuencias obtenidas fue realizado con las herramientas para
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analisis bioinformético “A plasmid Editor’, Mega 6 (Tamura et al., 2013), Blastn y Blastx
(Stephen F. Altschul et al., 1990; S. F. Altschul et al., 1997).

Una vez confirmado el ensamblaje de los biosensores se realizd un pase de cada uno a

medio liquido LB+Ampicilina y se conservaron en 20 % glicerol a -20 y -80 °C.

3.5 Evaluacion a nivel de laboratorio de los
biosensores ensamblados a distintas concentraciones
de As

La Figura 3-3 muestra un esquema con el procedimiento general utilizado para evaluar
los biosensores ensamblados para la deteccion de arsénico. Las siguientes sub-

secciones explican los procedimientos detallados realizados para este fin.

a2 " 4 Y
Reactivacion de BAS en agar Inocular una colonia en
LB+Ampicilina medio liquido LB+Ampicilina
+ 0 g As/L. + 0 ug As/L.
Incubar 24 h, 37 °C, Incubar overnight, 37 °C,
en oscuridad. 200 rpm, en oscuridad.
\, y L y
4 ~ é A
Someter el cultivo de Agregarun inéculo del 1 %
DO:sunnm: 0,6-0,8 a del cultivo en medio LB+
diferentes concentraciones Ampicilina + 0 pg As/L.
de As o Sb. Incubar a 37 °C, 200 rpm, en
Incubar a 37 °C, oscuridad hasta obtener una
en oscuridad, 200 rpm DOgan e 0,6-0,8
\, y \, J

Evaluar la respuesta segun sea el caso:
- Colorimétrica/ Visual:
BASmor y BASros
- Unidades de Fluorescencia: BASama

Figura 3-3. Procedimiento general utilizado para evaluar los biosensores ensamblados para la deteccién de
arsénico
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3.5.1 Preparacién del cultivo.

A partir de los crioviales conservados a -80 °C se reactivd cada uno de los biosensores
(BASmor, BASros y BASama) en agar LBA+Ampicilina (medio LB suplementado con 0,2
% glucosa) y se incubd a 37 °C por 24 horas en oscuridad. Se tomé una colonia aislada y
se inoculd en medio liquido LBA+Ampicilina dejando el cultivo overnight a 37 °C, 200 rpm
y en oscuridad. Transcurrido este tiempo se inoculd el 1 % del cultivo previamente
crecido en medio LBA+Ampicilina, se mantuvieron las condiciones de cultivo y se
monitoreo el crecimiento celular mediante mediciones de DOgonm hasta que el cultivo se
encontré en un valor entre 0,6-0,8. Finalmente, el cultivo fue distribuido en medio LBA
(solido o liquido segun el ensayo)+Ampicilina y diferentes concentraciones de arsenito,
arsenato 6 antimonio [As(lIl): 0,75 — 74.920 ug/l; As(V): 75 — 75.0000 ug/l; Sb(lll): 0,01 —
5000 pg/l].

3.5.2 Seleccion de condiciones de cultivo para ensayos a
diferentes concentraciones de As con los biosensores
BASmor y BASros: evaluacién cualitativa.

Con el fin de evaluar bajo qué condiciones de cultivo (medio liquido 6 sélido, y rango de

temperaturas) y en qué tiempo se expresaba mejor el color de los biosensores, se

disefiaron dos ensayos cualitativos teniendo como variable respuesta el cambio de color

a simple vista en las diferentes concentraciones de arsenito. Los tipos de ensayos

evaluados se describen a continuacion:

A) Evaluacién cualitativa para establecer las condiciones del cultivo: medio soélido vs.
medio liquido.
A partir de un criovial del BASmor conservado a -80 °C se realizd el procedimiento
descrito en el numeral 3.5.1 de preparacion del cultivo el cual fue distribuido en las
diferentes condiciones (medio LBA+Ampicilina solido o liquido) y sometido a diferentes
concentraciones de arsenito [0, 75, 750 y 75.000 pg As(l11)/1], incubando a 37 °C, 200 rpm
y bajo luz blanca. El color de las colonias o de la suspensién celular fue evaluado a las
12, 24, 36 y 48 h de forma cualitativa en cada una de las condiciones. A continuacion se
describen los procedimientos utilizados para el cultivo de los microorganismos y

evaluacion cualitativa.
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B)

Condiciones de cultivo y evaluacion:

Se distribuyeron 7,5 ml de cultivo celular (DOggonm de 0,6) en tubos de vidrio de
13x125 mm con tapa rosca (n=3) por cada una de las concentraciones de arsenito a
evaluar y se suplementd el cultivo con arsenito de sodio estéril de acuerdo a la
concentracion deseada en cada punto. Finalizado el tiempo de incubacion se realizo
una homogenizacion de la muestra con vortex y se evalué si habia cambio de color a
simple vista.

Se distribuyé 1 ml de cultivo celular (DOgoonm de 0,6) en microtubos de 2 ml (n=3)
por cada una de las concentraciones de arsenito a evaluar y se suplementé el cultivo
con arsenito de sodio estéril de acuerdo a la concentracién deseada en cada punto.
Finalizado el tiempo de incubacién se centrifugaron los cultivos a 13.000 rpm durante
5 min y se evalué si habia cambio de color perceptible a simple vista en cada uno de
los pellets.

Se realiz6 un aislamiento a partir del cultivo (DOeggonm de 0,6) en agar LBA+Ampicilina
suplementado con las diferentes concentraciones de arsenito de sodio teniendo un
n=3 en cada concentraciéon. Finalizado el tiempo de incubacion se evalud si habia
cambio de color a simple vista.

A partir del cultivo celular (DOgoponm 0,6) se realiz6 una siembra masiva en agar
LBA+Ampicilina suplementado con las diferentes concentraciones de arsenito de
sodio teniendo un n=3 en cada concentracién. Finalizado el tiempo de incubacion se
evalué si habia cambio de color a simple vista. Posteriormente se recolectd la
biomasa presente en la caja de Petri con puntas de micropipeta y se evalu6 si habia

cambio de color en la biomasa.

Evaluacién cualitativa para establecer las condiciones de temperatura y tiempo de

incubacion.

A partir de un criovial del BASmor conservado a -80 °C se realiz6 el procedimiento

descrito en el numeral 3.5.1 de preparacion del cultivo. Del cultivo celular (DOgoonm de

0,6) se realiz6 una siembra masiva en agar LBA+Ampicilina suplementado con diferentes

concentraciones de arsenito (0, 75, 750, 75000 ug As(lll)/L) teniendo un n=3 en cada

concentracion. Se incub6 a diferentes temperaturas (T ambiente, 30 °C y 37 °C) y luz

blanca. El color fue evaluado a las 24 y 48 h de manera cualitativa en cada una de las

condiciones.
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Finalizado el tiempo de incubacion se evalué si habia cambio de color a simple vista.
Posteriormente se recolectd la biomasa presente en la caja de Petri con puntas de

micropipeta y se evalud si habia cambio de color en la biomasa.

C) Evaluacién cualitativa para establecer las condiciones de luz del cultivo.

A partir de un criovial del BASmor conservado a -80 °C se realizd el procedimiento
descrito en el numeral 3.5.1 de preparacion del cultivo. Del cultivo celular (DOgognm 0,6) se
realiz6 una siembra masiva en agar LBA+Ampicilina suplementado con diferentes
concentraciones de arsenito [0, 75, 750 y 75.000 ug As(ll)/1], teniendo un n=3 en cada
concentracion. Se incub6 a 37 °C y se evaluaron dos condiciones de luminosidad (luz
blanca y oscuridad). El color fue evaluado a las 24 y 48 h de manera cualitativa en cada

una de las condiciones.

Finalizado el tiempo de incubacion se evalué si habia cambio de color a simple vista.
Posteriormente se recolectd la biomasa presente en la caja de Petri con puntas de
micropipeta y se evalud si habia cambio de color en la biomasa. Adicionalmente, se
resuspendié la biomasa recolectada en 1,5 ml de NaCl 0,85 % en un microtubo de 1,5 ml
y se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min. Se descarté el sobrenadante y se evaluo el

cambio de color a simple vista en cada concentracion.

3.5.3 Evaluacion colorimétrica de los biosensores BASmor y
BASros bajo diferentes concentraciones de arsenito,
arsenato y antimonio.

A partir de un criovial conservado a -80 °C de cada uno de los biosensores (BASmor y

BASros) se realizd el procedimiento descrito en el numeral 3.5.1 de preparacién del

cultivo. Para este ensayo se establecieron tres tratamientos con dos diferentes estados

de oxidacion de arsénico (lll y V) y del antimonio (I11). Del cultivo celular (DOggonm de 0,7)

se realiz6 una siembra masiva en agar LBA+Ampicilina suplementado con diferentes

concentraciones del metaloide [As (lIl): O, 75, 374, 750, 3746, 7500, 37.460 y 75.000 ug

As(lIN/1; As(V): 0, 75, 750, 3746, 7500, 37.460, 75.000, 750.000 ug As(V)/I; y Sb(lll): 0,1,

5, 10, 50, 100, 500, 1000 ug Sb(llN/1], teniendo un n=3 en cada concentracion. Se incubd

por 24 h a 37 °C y en oscuridad.
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Finalizado el tiempo de incubacién se recolectdé la biomasa de la caja de Petri y se
resuspendié en 1,5 ml de medio minimo M9 (Anexo A.5) en un microtubo de 1,5 ml. El
cambio de color fue evaluado en un colorimetro de mesa ColorQuest XE (Hunterlab). Los
colores basados en los espectros de luz transmitida a través de los cultivos se

representaron en el sistema CIE-L*a*b (McLaren, 1976).

3.5.4 Evaluacion de fluorescencia del biosensor BASama bajo
diferentes concentraciones de arsenito, arsenato vy
antimonio

A partir de un criovial conservado a -80 °C del BASama se realizo el procedimiento

descrito en el numeral 3.5.1 de preparacion del cultivo, sin embargo, para este ensayo,

una vez obtenido la DOgyonm de 0,6 se conservaron las células en medio LB+glicerol

(20%) a -80 °C. Para este ensayo se establecieron tres tratamientos con dos diferentes

estados de oxidacion de arsénico (Ill y V) y del antimonio (lll). Se evaluaron diferentes

concentraciones de cada uno: arsenito y antimonio [As (lll): 0, 0,75, 7,5, 37,5, 75, 374,

750, 3746, 7500, 37.460, 75.000 ug As(ID/L; As(V): 0, 75, 750, 3746, 7500, 37.460,

75.000, 750.000 pg As(V)/L; y Sb(lll): 0, 0,01, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 g

Sb(ll/L], teniendo un n=3 en cada concentracién. Una vez descongelado el cultivo

celular (DOggonm de 0,6), se tomaron alicuotas de 4 ml que fueron distribuidas en tubos

falcon de 15 ml estériles y se adicioné la cantidad determinada del metaloide estéril a

cada replica. Se incubé por 4 h a 37 °C, 200 rpm y en oscuridad.

Transcurrido este tiempo se centrifugd el cultivo a 8.500 rpm durante 15 min y se
descart6 el sobrenadante. Se resuspendié la biomasa en NaCl 0,85 %. Las unidades de
fluorescencia fueron medidas en un espectrofluorémetro con lampara de xenén (PTI
QuantaMaster 300), con una longitud de onda de excitacién de 265 nm y una longitud de

onda de absorcion en un rango entre 515-535 nm.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Amplificaciobn y secuenciacion de regiones que
codifican para el regulador arsR de clones
metagendmicos y bacterias autdéctonas de Colombia
resistentes a arsénico

4.1.1 Amplificacion y secuenciacion de regiones que codifican
para el regulador arsR del cepario del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Aplicada, Universidad Nacional
de Colombia

De las 18 cepas del Cesar/Sabana de Bogota (Carrillo, 2012) y de los 11 clones

obtenidos a partir del estudio de metagenémica (Latorre, 2014), se obtuvieron 26

resultados positivos para el gen arsR (Tabla 4-1 y Tabla 4-2). Este resultado es acorde a

lo esperado ya que los primers disefiados tenian como objetivo las regiones conservadas

de los genes arsR de los géneros Escherichia sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp., los

cuales son los principales géneros presentes en el cepario de trabajo.

Al analizar la Tabla 4-1 se puede observar que los primers disefiados para el género
Escherichia sp. amplificé el gen arsR en diversos géneros bacterianos como Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. y Sinomonas sp.. Este fendbmeno sugiere un alto grado de
conservacion evolutiva de los determinantes ars de bacterias Gram-negativas (Saltikov et
al., 2002) y probablemente, como lo menciona Diorio et al. (1995), los determinantes
cromosomicos ars pudieron ser los predecesores de los operones ars en plasmidos. Este
planteamiento permite atribuir el resultado obtenido en la Tabla 4-1 a la posible
transferencia horizontal de genes, un proceso mediante el cual un organismo transfiere
material genético a otra célula que no es descendiente (Arber, 2014). Este fenébmeno,
comun en procariotas, ha sido observado principalmente en el aumento de la resistencia

microbiana a antibiéticos y en el aumento de la resistencia a diversos tipos de metales
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como en el caso de Pseudomonas putida (Canovas et al., 2003) y de Escherichia coli
(Saltikov et al., 2002; Xu et al., 1996).

Tabla 4-1. Genes de resistencia al arsénico identificados en las cepas del Cesar y de la Sabana de Bogota
pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Aplicada. Los resultados mostrados son una
compilacion entre los genes arsB, aroA y arsC identificados por (Carrillo, 2012) y los genes arsR
identificados en el presente trabajo.

codi Gen
0digo Microorganismo arsR
Cepa arsB | aroA | arsC :
Primer(s)
SABANA A : Ecoliesp
(SA) Bacillus sp. ND ND ND + Ecolimetag
SABANA G .
(SG) Pseudomonas sp. + - - Q
SABANA H . Ecoliesp
(SH) Pseudomonas putida + - - + Ecolimetag
SABANA K ND . i . + Ecoliesp
(SK) Ecolimetag
SABANA L . Ecoliesp
(SL) Pseudomonas sp. + - + Ecolimetag
SABANA N . . Ecoliesp
(SN) ND i i Ecolimetag
CESAR 1 (C1) Bacillus sp. + - - + EEglci)rlrIweestgg
CESAR 3 (C3) Bacillus safensis ] ] - + EI(E:gIci):TI]eestgg
CESAR 4 (C4) Bacillus sp. + - - + Bacillusesp
CESAR 7 (C7) Bacillus sp. + ] - + E'ggﬁ:;eestgg
CESAR 9 (C9) ND - - - - Q
CESAR 10 : -
(C10) Staphylococcus epidermidis - - - - Q
CESAR 11 . .
(C11) Bacillus sp. + - + + Bacillusesp
CESAR 12 . Ecoliesp
(C12) Pseusomonas stutzeri + - - + Ecolimetag
CESAR 13 . . - Ecoliesp
(C13) Microbacterium marinilacus - - - + Ecolimetag
CESAR 14 : . Ecoliesp
(C14) Microbacterium paraoxydans - - - + Ecolimetag
CESAR 15 . . . Ecoliesp
(C15) Microbacterium marinilacus + - - + Ecolimetag
CESAR 16 . Ecoliesp
(C16) Sinomonas flava + - - + Ecolimetag

(+): Resultado positivo; (-): Resultado negativo; (*): Falso positivo: estas cepas originaron inicialmente un resultado
positivo para la amplificacion, sin embargo, se encontrd en posteriores analisis que estos productos eran artefactos
de amplificacion; ND, no determinado; (s): En estos ensayos fueron probados todos los primers disefiados (Tabla
3-1) y bajo las condiciones del estudio no se obtuvieron amplificaciones.
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Tabla 4-2. Genes de resistencia al arsénico identificados en los clones obtenidos de estudio Metagendmico
pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Aplicada. Los resultados son una compilacion entre los
genes arsB y arsC identificados por (Latorre, 2014) y el gen arsR identificado en el presente trabajo con los
primers “Ecolimetag” (Tabla 3-1).

Cdédigo Clon Gen

Metagendmico arsB arsC arsR

E21
E22
F6
113
K4
L16
M14
M15
M18
M19

M22 + -
(+): Resultado positivo; (-): Resultado negativo.

|+ |+ F |+ ]+ |+ ]+ |+
1

1
N R R R R

En los clones evaluados (Tabla 4-2) se obtuvieron 11 resultados positivos para el gen
arsR cromosémico de Escherichia coli, lo cual permite deducir, con la informacion
obtenida, que el mecanismo de resistencia al arsénico insertado en estos clones es el del
operdon arsRBC. Sin embargo, al analizar los resultados obtenidos en los estudios
anteriores (Carrillo, 2012; Latorre, 2014), donde no se observa la amplificacién del gen
arsC (Carrillo, 2012; Latorre, 2014), se puede concluir que los primers utilizados en esos
estudios para el gen arsC no fueron los adecuados una vez que no se observo la

amplificacién de este gen para la mayoria de los aislados o clones metagendmicos.

Por otro lado, los primers denominados Pseudomonasesp y Pseudomonasdeg (Tabla
3-1) no fueron adecuados para amplificar el gen arsR en ninguna de las cepas evaluadas
ya que no se obtuvieron resultados de amplificacion positivos. Esta situacién se puede

deber a los siguientes motivos:

1. Al disefar los primers, la divergencia de la region target (“diana”) en el ADN era muy
alta, situacion similar a lo ocurrido en el estudio de Saltikov et al. (2002), quien
manifestd los mismos inconvenientes al tratar de identificar los genes arsB, arsC y
arsA en diversas especies de Pseudomonas sp. encontrando porcentajes de

similitud muy bajos entre los genes arsR y arsC estudiados (gen arsR: 67 %; gen
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arsC: 29 %), razén por la cual en este estudio tampoco pudieron amplificar dichos

genes en este género de bacterias.

2. A causa de la situacién anterior se hizo necesario el disefio de primers degenerados
con muchas posiciones variables, lo cual hace que los primers sean menos

especificos y por lo tanto no permitan eventualmente la amplificacion deseada.

Se debe tener en cuenta que el gen arsR Unicamente tiene en su secuencia un 30 % de
similitud entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Carlin et al., 1995; Wu et al.,
1991). Esta alta diversidad se puede ver reflejada en la Figura 4-1. donde se muestra
gue hay varias secuencias de TFBSs (Transcription Factors Binding Sites) para los sitios
de union u operadores del gen arsR segun el phylum de las bacterias de interés. Por
ejemplo (recuadro en la Figura 4-1. ), en el caso de el ArsR-Bacillales (Phylum:
Firmicutes) se presentan 5 sitios de union (arsR) con secuencias de ADN distintas, en
donde se puede observar algunas regiones conservadas de la secuencia mostrada
(Logo, posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 12, 13, 14, 15y 16). Esta figura fue tomada de la base de
datos RegPrecise (http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/) que esta basada en gendmica
comparativa para la captura, Vvisualizacion y andlisis de los factores de
transcripcién/regulons (proteinas que reconocen sitios de unién especificos para

activar/reprimir la transcripcién de genes, como por ejemplo el gen arsR).

En el estudio realizado por Diorio et al. (1995) se demostr6 que en bacterias Gram-
negativas, el plasmido que contiene el operén ars tiene una alta homologia en sus
secuencias (incluyendo el gen arsR del operon cromosémico de Pseudomonas
aeruginosa), pero es altamente divergente de las bacterias Gram-positivas. Sin embargo,
los analisis de secuencias realizados por Cai et al. (1998) revelaron que el operén
cromosomico ars de Pseudomonas aeruginosa esta relacionado evolutivamente con
operones ars-plasmidicos tanto de bacterias Gram-positivas como de Gram-negativas y
gue estd conservado en el cromosoma de algunas, pero no todas las especies de
Pseudomonas. Esto hace que la identificacion de los genes ars presentes en este
género de bacterias sea dificil ya que, por ejemplo, la secuencia aminoacidica del gen
arsR cromosOmico de P. aeruginosa Unicamente tiene un 28-44 % de similitud con otros

operones ars (Cai et al., 1998).
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Phylum Regulog TF regulons (studied TFBSs Logo
genomes)
Actinobacteria ArsR - Corynebacteriaceae 5(8) 22 -
AT s GAT
Cyanobacteria ArsR - Cyanobacteria 10 (14) 15 ATCAA TTex_  JTTGAT
FNMTNONROO—NOTD O
= e s
Firmicutes ArsR - Bacillales 5(11) 16 ATCAAAAAP‘A TT AT
FNOTNORDOO NG T DO
Firmicutes ArsR - Staphylococcaceae 6(7) 26 "'ATATA T A'|'(:'I'A'|'A~|-,ﬂ
RORAACEEEEEFERE FLEEEE
Protecbacteria/delta  ArsR - Desulfovibrionales 8 (10) 32 ATTT e AaaT _QAAA_._
rNnshorcadranyudreayg
Protecbacteria/delta  ArsR2 - Desulfovibrionales 4(10) 5 ATTTT A T. A"“AAAT
~NaTeerSaorNaEEEN g
Proteobacteria/delta  ArsR3 - Desulfovibrionales 2 (10) 4 CAAT CAACAT - TT A Ta
TNGTeoroboCaBINen ARG
Firmicutes AseR - Bacillales 8(11) 13 TATAT&A --A-— T TTATATA
reeTee~eaoCNeTRERR2REY
Actinobacteria CadR - Corynebacteriaceae 7(8) 18 TTCA CA= T .=T an
raNOTODONOOO-rNOTIh O
Chloroflexi Caur_3587 - Chloroflexi 5(5) 1 T = A
ATATEGA o Tz Teeh g
Actinobacteria Cg1831 - Corynebacteriaceae 2(8) 4 - A<= AT -
&NIGQ&FEhEiﬁezzztéeg
Firmicutes CzcRA1 - Lactobacillaceae 3(15) 10 A ACAAATTTCLT T
MATaesee e 1Al
Firmicutes CzcR2 - Lactobacillaceae 3(15) i T A_.T.A
A—Tué[ m;'\n;'il; wmao- E!?%CurA-I&L

General statistics

TF regulogs 40

TF regulons
TF binding sites

204
465

Figura 4-1. Coleccién de “regulogs” de la familia de factores transcripcionales para el gen arsR. Regulon: es
un set de genes en un genoma particular regulado por el mismo factor de transcripcion; TFBs: operador-
sitios de unién; Regulog: se utiliza en gendémica comparativa, es un grupo de regulons operado por factores
de transcripcipon (TFs) (RegPrecise, 2009-2015).
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De los 26 resultados positivos para la amplificacién del gen arsR (Tabla 4-1 y Tabla 4-2),

se identificaron 2 secuencias diferentes del gen:

e La primera fue identificada en dos cepas de Bacillus sp (CESAR 4 y CESAR 11)
amplificada con los primers bacillusesp, con un porcentaje de identidad del 99 % y
un valor E de 2E-64 con el gen arsR de la cepa Bacillus cereus ATCC14579 (Figura
4-2.);

e La segunda fue identificada en las 24 cepas restantes con los primers Ecoliesp y
Ecolimetag, con un porcentaje de identidad del 100 % con el gen arsR de la cepa
Escherichia coli ST540 (Figura 4-3.).

El primer gen arsR identificado se encuentra relacionado filogenéticamente con el gen
arsR de Bacillus cereus ATCC 14579 (Figura 4-2. Figura 4-4. ), el cual fue identificado
por (lvanova et al., 2003). Adicionalmente, como se ve en las Figura 4-2 y Figura 4-4,
este gen presenta homologias con otras especies del género Bacillus sp. como por
ejemplo: Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis y Bacillus mycoides; pertenece al
operén descrito como arsRBC cominmente presente en bacterias Gram-positivas
(RegPrecise, 2009-2015; Silver et al., 1981).
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Select: All None Selected:0

i Alignments
Description

.J Bacillus cereus ATCC 14579, complete genome
J Bacillus thuringiensis serovar thuringiensis str. IS5056, complete genome

J Bacillus thuringiensis Bt407. complete genome

Bacillus cereus ATCC 14579, complete genome
Sequence ID: gbJAE016877 1] Length: 5411809 Number of Matches: 1

Range 1: 2123757 to 21232899 GenBank Graphics

o,
M
| Towk Q) Ident  Accession
score score cover value
254 254 100% 2e-64 99% AE016877.1
26 226 100% 4de-56 95% CP0041231

26 226 100% d4e-56 95% CP0038BI.L

Score Expect Identities Gaps Strand

254 bits(137) 2e-64 141/143(99%) 0/143(0%) Plus/Plus

Features: Arsenical resistance operon repressor

cooni Qo 13 v o

Sbjct 3123757 TICCGCATICAITTAAATCATAATAACICCACGTACCITIIIGITICITITACAATCAAACCT 3123816

Query 61 GCATCTAATAARAATITITAARATGATATGATAATITAGATIGCGTICATITICAARAAACTICT 120
Lrrrrreenre e e nrrerrnrernll

Sbjct 3123817 GCATCTAATAAAATITITAAATGATATGATAATITAGATIGCGICATTITICAAAAACTICTI 3123876

Query 121 G'ITGAATCACA’II'CACACGICTG 143
BEE BRRRES) -EHREERL
Sbjct 3123877 GITAAATCACA’IACACACGTC'IG 3123899

Figura 4-2. Andlisis blastn obtenido con la secuencia consenso de la PCR realizada con los primers

Bacillusesp para las cepas CESAR 4y CESAR 11.

BIDownload ~ GenBank Graphics sort by: |Eva|ue T|

Escherichia coli strain ST540, complete genome
Sequence ID: gb|CP007391.1| Length: 4875682 Humber of Matches: 2

Range 1: 227998 to 228777 GenBank Graphics

W Next Match

Score Expect Identities Gaps

1441 bits(780) 0.0 780/780(100%) 0/780(0%)

Strand
Plus/Minus

Features: arsenical pump membrane protein
ArsR family transcriptional regulator

Query 1 TARGRRCTCTCTCACTCCAGCCAGRGCCACCRAACTCAGEGGCTGGRAAGTARARRACOGRAC 40
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H|

Sbject 328777 TRRGRACTCICTCACTCCRAGCCAGRAGCCRCCRACTCAGGGCTGGRARRGTRRRRMARCCGRC 328718

Query 61 GLARAGTCGGL Lt et ACGTCCTGATTCAGACCTCCTITCARATGRARATAGCCRAACTCAR 120
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H|

Sbjct 328717 GC GITCEETTTTITITACGTCCTGATTCAGACCTCCTTTCARATGRARATAGCCARCTCAR 328658

Query 121 ARTTCRACRCCTATTACCTTCCTCTGCACTTACACATTCGTTAAGTCATATATSTTITITGA 180
N Ny

Sbjct 328657 ARTICACACCTATTACCTITCCICIGCACTTACACATICGITAAGTCATATATGITITIGRE 323532

Query 181 CTITATCCGCTTIC GAGARGRCRCTACCTGCRARCAATCAGERECGCARTATGTICATTICT 240
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Il

Sbjct 328597 IIATCCOGCTITCGARGRGAGRCACTRACCTGCARCARTCAGGRAGCGCRARTATGICATTITCT 328538

Query 241 GITACCCATCCAATTGTITCAR AR TTCTIGCT GAT GRARCCCETC CATCGEITITACT 300
PIEEEEE et e el LI rrred

Sbjct 328537 GITACCCRAICCRRTIGITCRRRRTTCTIGCIGATGRRRCCCGIC LTCGTITITACT 328478

Query 301 GCICAGCGRACTGEERAGAGTTATGCGICTGOGATICTCTGCACTGCT AGTICGCRA 360
Pttt el I111n]

Sbjct 328477 GCTCAGCGRRCTGGGAGRAGTTATGCGTCTIGCGATCTCTGCACTEET AGTCGCR 328418

Figura 4-3. Analisis blastn obtenido con la secuencia consenso de la PCR realizada con los primers

Ecolimetag para las cepas SH, SK, SL,C7, C12,C13,M22 Y E21.
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firmicutes | 4 leaves
firmicutes | 31 leaves
Bacillus mycoides strain ATCC 6462, complete genome

@ Bacillus anthracis DNA, nearly complete genome, strain: Shikan-NI1ID

& Bacillus anthracis str. CDC 684, complete genome

& Bacillus anthracis strain Al144, complete genome

¥ Bacillus anthracis strain Canadian_bison, complete genome

Bacillus anthracis strain Ames_BAINM, complete genome
& Bacillus anthracis strain 2002013084, complete genome
& Bacillus anthracis str. V770-NP-1R, complete genome
& _ Bacillus anthracis strain BAIO3S, complete genome
& 3 b * Synthetic construct Bacillus anthracis clone FLH241 119011 arsR gene, complete sequence
& & Bacillus anthracis strain BAIOLS, complete genome

E firmicutes | 3 leaves
firmicutes | 2 leaves
firmicutes | 5 leaves
firmicutes | 2 leaves
firmicutes | 3 leaves
firmicutes | 6 leaves
firmicutes | 7 leaves
Bacillus sp. CDB3 arsenic resistance gene cluster 2, complete sequence
Bacillus toyonensis BCT-7112, complete genome
firmicutes | 2 leaves
Bacillus thuringiensis MC2E, complete genoms
firmicutes | 2 leaves

. & lel|Query_74025

Bacillus cereus ATCC 14579, complete penome

Figura 4-4. Arbol filogenético realizado con la secuencia arsR del genero Bacillus sp obtenida en este
estudio. El arbol filogenético fue obtenido con la herramienta blast tree view en la que se construye una
alineacion con los resultados obtenidos a partir del alineamiento realizado en blastn con la secuencia query y
los resultados obtenidos en las bases de datos.

El segundo gen arsR identificado en las cepas evaluadas, es altamente similar al
reportado para E. coli ST540 (Figura 4-3.). El operdn de resistencia a arsénico en E. coli
ha sido altamente estudiado: este puede encontrarse tanto en cromosoma como en
plasmido y puede presentarse en la forma arsRBC 6 arsRDABC, respectivamente (Carlin
et al.,, 1995; Silver et al.,, 1981; Xu et al.,, 1996). En ambos casos, los genes se
encuentran organizados en una misma unidad transcripcional de manera que se codifica
para un represor inducible con arsénico (gen arsR) (Wu et al.,, 1991), una proteina
chaperona ArsD que transfiere el As(lll) a ArsA (gen arsD) (Wu et al., 1993), una ATPasa
ArsA/ArsB ubicada en la membrana que se encarga del flujo del arsenito fuera de la
célula (gen arsA y gen arsB) (Silver et al., 1993), y una arsenato reductasa ArsC que

reduce los iones de arsenato a arsenito (gen arsC) (Ji et al., 1992).

Con el fin de determinar y seleccionar el gen arsR que seria utilizado para el disefio y
ensamblaje de los biosensores a As, se tuvo en cuenta que en la poblacion de analisis

(24 cepas positivas a arsR) de este estudio, el 91,6 % de la poblacion resultd positiva
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para el gen arsR de E. coli ST540. Teniendo en cuenta que algunos de los biosensores a
arsénico construidos por otros grupos de investigacion lo han utilizado (Cai et al., 1997;
Hu et al., 2010; Ramanathan et al., 1998; Stocker et al., 2003), se decidi6é continuar con
este gen arsR para el ensamblaje de los constructos deseados con el fin de hacerlo
comparable con otros estudios. Asi, se continud trabajando con el material genético

insertado en los clones del estudio Metagendmico (Tabla 4-2).

En el estudio realizado por Rosenstein et al. (1994) se demuestra que a pesar de que los
diversos tipos de gen arsR cumplen la misma funcién, estos no tienen la misma
sensibilidad, y teniendo en cuenta que los dos genes arsR identificados en este trabajo
no tienen el 100% de similitud en su secuencia génica, se plantea como una alternativa
interesante estudiar a futuro la sensibilidad a arsenito del gen arsR obtenido en el género

Bacillus sp.

4.1.2 ldentificacion gen arsR de Escherichia coli en clones
metagendmicos

En las amplificaciones del gen arsR de los clones metagendémicos con los primers
(Ecolimetag) disefiados para amplificar tanto el gen arsR como su promotor se observo
una doble banda (Figura 4-5.). Por esta razon, se emple6 un andlisis de SSCP (Single
Strand Conformation Polymorphism) con los fragmentos amplificados para poder
observar si la PCR estaba siendo inespecifica y si se estaba amplificando una region
diferente a la deseada. Una vez que el andlisis por SSCP esta basado en el distinto
comportamiento electroforético que presentan las moléculas monocatenarias de ADN
segun su secuencia en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante, el plegamiento de
los fragmentos de ADN monocatenario sera determinado por la secuencia especifica de
cada molécula lo que permite diferenciar moléculas de ADN distintas pero del mismo

tamafo (Dohrmann et al., 2004).
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Hyperladder
Il

C- Aw3110 W3110 E21 F6 M15  M19 M14 M18 M22 K4

Figura 4-5. Electroforesis en gel de agarosa 1% de ADN total de los clones metagenémicos amplificados
con el par de primers Ecolimetag (con sitios de corte Tabla 3-1). C-, control negativo; Hyperladder I,
marcador molecular (Bioline).

Con los resultados obtenidos en el andlisis de SSCP (Figura 4-6) se observé que todas
las amplificaciones mostraron un perfil idéntico al del control positivo (cepa W3110) y
adicionalmente, en algunos casos (cepas M18, M16, SA, SG, SH, SK, C11, C12, C13,
Cl14, C16 y C1) (Tabla 4-1), se observé un perfil de bandeo mas complejo con bandas
localizadas arriba y abajo del perfil de bandas obtenido para las demas cepas con perfil
idéntico al del control positivo. Este perfil adicional pudo ser ocasionado por una
contaminacién durante la PCR con estas secuencias en particular, ya que al realizarse
las amplificaciones en diferentes batch de PCR pudo existir una contaminacién de las
muestras con ADN no deseado. Por esta razon, se decidié seleccionar aleatoriamente
cinco cepas para continuar el estudio (cepas C7, C3, SL, K4 y M19) teniendo como
criterio aquellas en las que se veia un perfil de bandeo idéntico a la cepa control, sin
bandas adicionales, y se tom6 dos de aquellas en las que se veian las bandas no
esperadas (cepa M16 y SH).
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Se realizd un corte de bandas del gel de SSCP siguiendo el protocolo propuesto por
Dohrmann et al., (2004) con el fin de secuenciar tanto la banda superior como la inferior
de las 7 cepas seleccionadas (C7, C3, SL, K4, M19, SH y M16). Con los resultados de la
secuenciacion, se realizd un alineamiento multiple de las 7 secuencias seleccionadas y
se determindé que todas tenian la misma secuencia nucleotidica. Por lo tanto, con la
secuencia consenso se realiz6 un blastx (Figura 4-7) en donde se observa que el gen
amplificado corresponde al arsR de E. coli K12. Al analizar estos resultados es posible
afirmar que todos los fragmentos amplificados corresponden al mismo gen arsR y que
ambos perfiles (banda superior e inferior) del SSCP corresponden al mismo gen.

AQ
W W I o W (B N WOWPW® P 60 o ot L N o P (B N @
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Figura 4-6. Andlisis por SSCP de los productos de PCR (genes arsR) obtenidos con los primers Ecolimetag
para los clones metagendmicos y bacterias nativas pertenecientes a la coleccion de microorganismos
resistentes a arsénico del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Aplicada, Universidad Nacional de
Colombia. Ver anexo B.5 para condiciones de electroforesis. Las flechas blancas indican los perfiles que

fueron cortados y purificados para enviar a secuenciacion (Macrogen).
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DMNA-binding transcriptional repressor [Escherichia coli K-12]
Sequence ID: embl/COR82917 1] Length: 144 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 137 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

278 bits(711) 2e-93 Compositional matrix adjust. 135/135(100%) 135/135(100%) 0/135(0%) +1

Query 1 LTYPLRRETLPATIRSAICHFCYPSHNCSKFLLMEPVWASFYCSANWESYASATISALLSTS 188
LTYPLRRETLPATIRSAICHFCYPSHNCSKFLLMEPVWASFYCSANWESYASATSALLSTS
Sbijct 3 LTYPLRRETLPATIRSAICHFCYPSNCSKFLLMEPVWASFYCSANWESYASAISALLSTS 62

Query 181 RSPRSPATWHCCOVKAGYCWTASKVSGFITAYHRIFQHGRRKLLMRPGDVNRERFRRLSAT 360
RSPRSPATWHCCVEAGY CWTASKVSGF ITAYHRIFQHGRRELLMRPGDVNRKRFRRLSAT
Sbjct &3 RSPRSPATWHCCVEAGY CWTASKVSGFITAYHRIFQHGRRELLMRPGDVNRERFRRLSAT 122

Query 361 WLDKTWVPGTVRTFAV 4085
WLDKETWPGTWRTFAV
Sbjct 123 WLDKTVPGTVRTFAW 137

B Download ~ GenPept Graphics

ArsR family transcriptional regulator [Escherichia coli]
sequence ID: ref[WP_000008953.1] Length: 121 Number of Matches: 1
B See 3 more title(s)

Range 1: 1 to 117 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
239 bits(609) 3e-78 Compositional matrix adjust. 117/117(100%) 117/117(100%) 0/117(0%) +3

Query 54 MSFLLPIQLFKILADETRLGIVLLLSELGELCWCDLCTALDQSQPKISRHLALLRESGLL 233
MSFLLPIQLFKILADETRLGIVLLLSELGELCWCDLCTALDQSQPKISRHLALLRESGLL
Sbjct 1 MSFLLPIQLFKILADETRLGIVLLLSELGELCVCDLCTALDQSQPKISRHLALLRESGLL 6@

Query 234 LDREQGKWVHYRLSPHIPAWAAKIIDEAWRCEQEKVQAIVRMLARQNCSGDSKENICS 484
LDRKQGKWVHYRLSPHIPAWAAK TIDEAWRCEQEKVQATIVRNLARQNCSGDSKNICS
Sbjct 51 LDRKQGKWVHYRLSPHIPAWAAK IIDEAWRCEQEKVQATIVRNLARQNCSGDSKNICS 117

Figura 4-7. Analisis blastx de la secuencia consenso del gen arsR obtenida con los fragmentos de ADN de
las bandas cortadas del gel de SSCP (ver Figura 4-6).

Adicionalmente, con el fin de corroborar que utilizando el ADN obtenido de las bandas
cortadas del gel de SSCP se amplificaba el gen arsR, se decidi6 realizar un nueva una
amplificacién por PCR para confirmar los resultados obtenidos durante la secuenciacion.
Para esto se utiliz6 como ADN molde los fragmentos cortados del gel de SSCP tanto de
bandas superiores como inferiores seleccionadas al azar. En la Figura 4-8 se muestra el
gel donde se confirmé que ambos perfiles de bandeo correspondian a la amplificacién de
las hebras del gen arsR de E. coli. Teniendo en cuenta que en las 7 cepas seleccionadas
el gen arsR amplificado fue el mismo, y con el fin de continuar con el ensamblaje del
biosensor, se selecciond el gen arsR de la cepa M19 para la construccion de los

biosensores para la deteccidén de arsénico, como se describe en la siguiente seccion.
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Hyperladder C- C7 M16
Il

Figura 4-8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con los productos de la amplificacién del gen arsR y
promotor, presentes en clones metagenémicos, utilizando ADN obtenido a partir de bandas extraidas del gel
de SSCP (ver Figura 4-6). Los cédigos de las cepas que se encuentran subrayados fueron amplificados a
partir de la banda superior. Los demés fueron amplificados a partir de la banda inferior. C-, control negativo;
Hyperladder Il, marcador molecular (Bioline).

4.2 Diseiio de un biosensor para la deteccion de arsénico
a través del ensamblaje de constructos del gen arsR con
un gen reportero

4.2.1 Expresion basal de los genes reporteros

Uno de los factores mas importantes a la hora de disefiar y ensamblar un biosensor es la
seleccién del gen reportero, ya que este determinara cual va a ser la respuesta a medir
en el sensor ensamblado. Como se menciond anteriormente, en el disefio de
biosensores para la deteccion de As se han utilizado diferentes tipos de reporteros como
el GFP ¢ el gen lacZ, entre otros. Se han hecho algunas aproximaciones para determinar
la concentracién de As de manera sencilla y colorimétrica, como en el estudio de De
Mora et al.,(2011) en donde el biosensor construido (arsR + lacZ) funciona con la
presencia de arsenito y arsenato que inducen la expresion de la B-galactosidasa,
permitiendo la fermentacion de lactosa y el subsecuente cambio en el pH que puede ser
monitoreado utilizando un indicador de pH. Sin embargo, apenas en el estudio reportado
por Yoshida et al., (2008) se propone el uso de un carotenoide que permita visualizar la
respuesta del biosensor al “ojo desnudo” sin la necesidad de utilizar reactivos o sustratos

adicionales.
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Con la intension de utilizar un gen reportero que permita la determinacion sencilla de la
concentracion de As en la muestra y que sea visible al “ojo desnudo”, se seleccionaron
para este estudio tres cromoproteinas como genes reporteros: 1) pSB1C3-B0034-amilCP
(Morada); 2) pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla); y 3) pSB1C3-B0034-asPink (Rosada).
Estas cromoproteinas fueron obtenidas a partir de corales y anemonas (Acropora
milepora y Anemonia sulcata) y fueron facilitadas por el equipo competidor ante IGEM de
la Universidad de Uppsala (iGEM, 2012). Estas cromoproteinas aln se encuentran en
estudio, no han sufrido mutaciones para su sobreexpresion y se caracterizan por tener
una secuencia de un tamafio aproximado a 700 pb, tener sitios especificos para el
reconocimiento de las enzimas EcoRI-HF, Spel, Xbal y Pstl fuera de la regién codificante
(ver mapas plasmidos y secuencias de las cromoproteinas en los Anexos C.1, C.2y C.3)
y expresar color que puede ser detectado a simple vista en un periodo inferior a 24 h.

Para comprobar la expresion basal de cada una de las cromoproteinas y poder identificar
tanto los colores, el tiempo de expresion y la facilidad para observarlos, se decidié
insertar el gen que codifica para cada una de ellas en el plasmido vector pUC18 sin el
gen arsR. Posterior a la transformacion y a la seleccion de las bacterias recombinantes,
se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 4-9, en donde se puede observar
claramente los colores (morado, rosado y amarillo) y fluorescencia (amarilla) expresados
por cada una de las respectivas cromoproteinas en un tiempo de incubacion de 24 h,

tanto en medio liquido (Figura 4-9 A 'y B) como en medio solido (Figura 4-9 Cy D).

Los resultados obtenidos mostraron claramente (Figura 4-9), que el color expresado es
detectable a “simple vista” en las tres cromoproteinas probadas y, adicionalmente, que
una de ellas expresa fluorescencia. Por esta razon, se decidi6 ensamblar tres
biosensores (uno con cada cromoproteina) con el fin de determinar en cual de ellos seria
mas sencillo detectar el cambio de color a simple vista. Ademas, con los sensores
ensamblados se pretendié realizar una comparacion entre la respuesta por fluorescencia

vs. color.
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Figura 4-9. Expresion de cada una de las cromoproteinas utilizadas en este trabajo como genes reporteros,
después de 24 h de incubacion. A) Medio liquido LB+Antibiético; B) Biomasa celular centrifugada de cultivo
liguido LB+Antibidtico; C) Medio soélido LB+Antibidtico; D) Fluorescencia expresada por la cromoproteina
pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla) bajo luz UV en medio sélido LB+Antibiético. El antibidtico usado fue
Ampicilina 10ug/L.

4.2.2 Caracteristicas del gen arsR seleccionado para ensamblaje

Para el ensamblaje del biosensor se seleccioné el gen arsR del clon Metagenémico M19
seleccionado al azar a partir de los clones positivos (ver seccion 4.1; Tabla 4-2) el cual fue
amplificado con los primers Ecolimetag con sitios de corte (Tabla 3-1). El resultado de la
amplificacién fue positivo, sin embargo, como se menciond en la seccién anterior, se
obtuvieron dos fragmentos amplificados (689 pb y 920 pb) como es evidenciado por las
dos bandas observadas en el gel de agarosa (Figura 4-5).

Con el fin de diferenciar y determinar cual de los dos fragmentos amplificados se iba a
utilizar, se empleé el plasmido pSB1T3-BBa_J044450, que confiere resistencia a
tetraciclina (Anexo C.4), para insertar cada uno de los fragmentos (del gen arsR)
amplificados (Figura 4-5) y realizar nuevamente una secuenciacion de los mismos.
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Adicionalmente, una ventaja de este procedimiento fue que al tener el gen arsR (parte
upstream) en un plasmido, permitia una facil obtencién del ADN (gen arsR) en mayores
cantidades que con la PCR. Esto debido a que al tener el plasmido en una célula
huésped se puede realizar una multiplicacion de la misma con una gran cantidad de
copias del pldsmido por célula y realizar digestiones enzimaticas a partir del ADN
plasmidico obtenido. Por otro lado, con la PCR se parte de un ADN molde para obtener
multiples copias, por lo cual para tener una gran cantidad del gen deseado se hace
necesario realizar varias reacciones de PCR.

El pldsmido pSB1T3-BBa_J044450 utilizado expresa normalmente una cromoproteina
rosada (Figura 4-10 A) y los sitios de corte para las enzimas de restriccion se encuentran
en la mitad de este gen (Anexo C.4). Por lo tanto, cuando hay una insercion positiva en
el plasmido se observan colonias blancas (Figura 4-10 B) que permiten la seleccién de

las bacterias recombinantes.

Figura 4-10. Seleccién de colonias de E. coli transformadas con el plasmido pSB1T3-BBa_J044450 que
confiere resistencia a tetraciclina. A) Colonias de E. coli transformadas con el plasmido sin inserto (colonias
rosadas); B) Colonias de E. coli transformadas con el plasmido con el gen arsR insertado (colonias blancas).

Los recombinantes denominados E. coli TOP10-arsRTet5 (inserto de 920 pb; Anexo C.6)
y E. coli TOP10-arsRTet12 (inserto de 689 pb; Anexo C.7) fueron obtenidos con la
insercion de los fragmentos de diferentes tamafios (arsR) en el plasmido de tetraciclina y
sus secuencias fueron analizadas. Con los resultados de la secuenciacion y al realizar el
andlisis blastn y blastx para cada uno de los fragmentos (Figura 4-11 y Figura 4-12), se
puede observar que en ambos casos el gen amplificado e insertado corresponde al gen
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arsR de E. coli K12. Una region diferencial de aproximadamente 200 pb, fue identificada
en el extremo 3' de la secuencia del inserto de 920 pb. Un mapeo de esta regién sobre el
genoma de E. coli K12 permitié identificar que esta secuencia corresponde a una region

intronica “aguas arriba” del gen arsR y su promotor (Figura 4-13).

Con los datos obtenidos a partir de la secuenciacion de los dos fragmentos (689 y 920
pb) y después de realizar los andlisis bioinformaticos mostrados en las figuras (Figura
4-11, Figura 4-12 y Figura 4-13), se realiz6é una comparacion de dichas secuencias con
el gen arsR descrito por otros autores (Diorio et al., 1995; Stolz et al., 2011). Para ambas
amplificaciones las secuencias coinciden en un 100 % con la secuencia reportada,
incluyendo la region intronica mencionada anteriormente. Los primers disefiados en el
presente estudio amplifican en la parte upstream una regién intronica “aguas arriba” del
gen arsR y su promotor (Figura 4-13 B y C), y en la parte downstream a partir de una
region interna del gen arsB (Figura 4-13 D), cumpliendo asi con el primer objetivo
planteado: amplificar el gen arsR y su promotor (Figura 4-13 C) de ADN de bacterias

autoctonas de Colombia con resistencia a arsénico.
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Figura 4-11. Andlisis blast con el gen arsR metagenomico de 920 pb. A) andlisis blastn; B) analisis blastx.
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Figura 4-12. Andlisis blast con el gen arsR metagenémico de 689 pb. A) Andlisis blastn; B) andlisis blastx.
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Figura 4-13 Mapeo en el genoma de E. coli K12 con la secuencia del gen arsR de 920 pb del recombinante
denominado E. coli TOP10-arsRTet5. Las secciones A y B corresponden a regiones intronicas dentro de la
secuencia amplificada. La region C corresponde a la amplificacion del exdn que codifica a partir del gen arsR
junto con su promotor y la seccién D corresponde a la amplificacion de una regién del exén que codifica para
ArsB.

4.2.3 Ensamblaje de los biosensores para la detecciéon de
arsénico utilizando cromoproteinas como sistema reportero
Debido a los resultados obtenidos en el numeral anterior (dos tamafios del mismo gen
arsR) se realiz6 una prueba de ensamblaje con la cromoproteina morada para
determinar cudl de los insertos (inserto de 920 pb o de 689 pb) seria utilizado para el
ensamblaje de los demas biosensores. Después de varios intentos, Unicamente se
obtuvieron resultados positivos (colonias con color morado en presencia de As(lll) y con
banda de tamafo esperado) en las ligaciones y transformaciones realizadas con el gen
arsR del recombinante denominado E. coli TOP 10-arsRTet 5 (con el inserto de 920 pb).
Estos resultados posiblemente pueden deberse a que cuando se realizaron las
ligaciones con el fragmento de 689 pb se afect6 el marco abierto de lectura y por lo tanto
no se codifica para las proteinas deseadas (ArsR y cromoproteinas). Debido a estos
resultados se selecciond el inserto de 920 pb para realizar el ensamblaje de todos los

biosensores.

Una vez definida la parte upstream (gen arsR), el ensamblaje de los biosensores de As
fue realizado utilizando como parte downstream las cromoproteinas descritas en el
numeral 4.2.1. Se utiliz6 como metodologia general la descrita en el Biobrick assembly
kit® (New England Biolabs inc.), el cual fue propuesto por Knight (2003) con el fin de
estandarizar el ensamblaje de partes en dispositivos y sistemas biologicos. Esta

metodologia tiene como ventaja que todas las partes ensambladas por este
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procedimiento seran compatibles y facilmente modificables a futuro (Knight, 2003). El
ensamblaje se basa en la utilizacion de enzimas de restriccion diferentes que flanquean
cada una de las partes a insertar (Figura 3-2). En las partes upstream o prefijos, se
encuentran sitios de corte para las enzimas EcoRIl y Xbal, mientras que en las partes
downstream o sufijos, se encuentran los sitios de corte para las enzimas Spel y Pstl. De
esta forma los sitios generados para EcoRI y Pstl permiten la transferencia de las partes
(genes) de un vector a otro, mientras que los sitios de restriccion de Xbal y Spel
generaran extremos adherentes que al ligarse produciran un sitio mixto o “cicatriz” con la
secuencia caracteristica “ACTAGA” que no sera reconocida por ninguna de las dos
enzimas (Mixed site) (Ho-Shing et al., 2012).

Para ensamblar los biosensores que se mencionan a continuacion se utilizé: 1) como
gen de reconocimiento al As, el gen arsR de E. coli K12, el cual se encontraba en el
inserto de 920 pb del recombinante denominado E. coli TOP10-arsRTet5; 2) como genes
reporteros se utilizaron las tres cromoproteinas (Morada, rosada y amarilla) descritas en
la seccién 4.2.3; y 3) como vector de clonacion se utilizé el plasmido pUC18. Se
ensambl6 un total de 3 biosensores: 1) BASmor: gen arsR + cromoproteina morada
pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18; 2) BASros: gen arsR + cromoproteina rosada
pSB1C3-B0034-asPink (Rosada) + pUC18; y 3) BASama: gen arsR + cromoproteina
amarilla pSB1C3-B0034-amilGFP + pUC18 (Figura 4-14). En la Figura 4-15 se observa
una digestion enzimatica de los plasmidos construidos (biosensores ensamblados) con
cada una de las cromoproteinas seleccionadas. En los carriles 2, 4 y 6 se observan los
plasmidos linearizados y en los carriles 3, 5 y 7 se observa el inserto libre que
corresponde al gen arsR junto con cada una de las cromoproteinas. Al analizar este gel
de electroforesis, se puede observar que cada una de las bandas obtenidas corresponde
a los resultados esperados: tamafio del constructo alrededor de 4200 pb (pUC18 + gen
arsR de 920 pb + Cromoproteina) y la liberacion del inserto alrededor de los 1600 pb
(gen arsR de 920 pb + Cromoproteina). Por esta razén se enviaron a secuenciar los

insertos de cada uno de los biosensores para la deteccion de arsénico ensamblados.

Al analizar los resultados de las secuencias de cada constructo se confirmé que las
ligaciones se habian realizado de manera exitosa y adecuada, que se encontraba en la
secuencia el sitio mixto y que no se afectaron los ORF’s durante la ligacion. Con los
datos obtenidos, se procedié a ensamblar in silico cada uno de los biosensores (Figura

4-14 y Anexos C.8, C.9 y C.10). Se confirm6é que se encontraban presentes las
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secuencias -35 (TTGACT) y -10 (GACACT) las cuales son secuencias de reconocimiento
para la RNA polimerasa ubicadas “aguas arriba” del promotor y el codén de inicio ATG
del gen arsR + promotor en cada uno de los biosensores. De esta forma, los biosensores
guedaron ensamblados para las siguientes pruebas de expresion bajo diferentes

concentraciones de arsénico.
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A 3867 Pstl (1)
3853 Spel (1)

BASmor

pSB1C3-B0034-amilCP 3165.3851

Mixed site 3173..3183
Mixed site 3158..3163

ATG 2670..2672
RBS 2659..2669
-10 2640..2653
-35 2617..2639
2232 EcoRI (1)

2000 Pstl (1)
B 3886 Spel (1)

pSB1C3-B0034-asPink 3165..3885

Mixed site 3178..3183
Mixed site 3158..3163

arsk 2238..3157
ATG 2670..2672
REBS 2650..2669

-10 2640..2658
-35 2617..2639
2232 EcoRI (1)

3897 Pstl (1)
C 3883 Spel (1)

BASama

4312 bp

Mixed site 3178..3183
Mixed site 3158..3163

arsk 2238.3157
ATG 2670..267
RBS 2659..2669

-10 2640..2658
-35 2617..2639
2232 EcoRI (1)

Figura 4-14. Mapas de los plasmidos construidos con pUC18 + gen arsR (de 920 pb) + cromoproteina
reportera. A) Biosensor de arsénico morado (BASmor); B) Biosensor de arsénico rosado (BASros); C)
Biosensor de arsénico amarillo (BASama).
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Hyperladder BASmorBASmor BASama BASama BASros BASros
1kb EcoRlI E+P EcoRI E+P EcoRl E+P
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-

Figura 4-15. Electroforesis de gel de agarosa 1 % de la digestion enzimatica de los biosensores BASmor,
BASama y BASros ensamblados. Carriles 2, 4 y 6: digestion con EcoRI-HF; Carriles 3, 5y 7: digestiéon con
EcoRI-HF (E) y Pstl (P); Carr 1: marcador molecular Hyperladder 1 kb (Bioline).

4.3 Evaluacion de los biosensores ensamblados a nivel
de laboratorio y con distintas concentraciones de As

Una vez ensamblados los 3 biosensores para la deteccion de As [BASmor: gen arsR +
cromoproteina morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18; BASros: gen arsR +
cromoproteina rosada pSB1C3-B0034-asPink + pUC18; y BASama: gen arsR +
cromoproteina amarilla pSB1C3-B0034-amilGFP + pUC18 (Figura 4-14)], se realizaron
ensayos cualitativos preliminares con el fin de establecer las condiciones de cultivo
adecuadas para evaluar los biosensores en diferentes concentraciones de As. Este
procedimiento fue realizado debido a que las cromoproteinas empleadas como sistema
reportero aun se encuentran en estudio y porque se ha observado que diferentes
variables (p.e.: longitud de onda a la que se somete el cultivo durante su crecimiento;

temperatura; tiempo de incubacién) afectan la expresion del color.
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4.3.1 Seleccién de condiciones de cultivo para ensayos con el
biosensor BASmor a diferentes concentraciones de As:
evaluacion cualitativa

La evaluacion y seleccion de las condiciones de cultivo adecuadas para la expresion y
evaluacion del color de los BAS ensamblados se realiz6 Unicamente con el BASmor
debido a que en un comienzo se consider6 que las condiciones escogidas para este
biosensor podrian funcionar adecuadamente para el cultivo y evaluacién del BASros.

En primer lugar se comenzo por definir si se utilizaria medio LBA+Ampicilina en estado
sélido o liquido suplementado con diferentes concentraciones de As(lll), esto debido a
gue en los ensayos realizados con las cromoproteinas (Figura 4-9) el color era
detectable a simple vista en ambos medios de cultivo. En la Figura 4-16 se puede
observar el crecimiento y color del cultivo del BASmor después de 48 h de incubacion en
los diferentes estados del medio (sélido o liquido). Una vez finalizado el tiempo de
incubacién, en el medio liquido (Figura 4-16 A) no era perceptible un cambio de color del
cultivo en las diferentes concentraciones de As(lll), razén por la cual se centrifugé el
cultivo para determinar si en la biomasa recolectada se observaba un cambio de color
(Figura 4-16 B). Sin embargo, en ninguno de los dos casos hubo cambio de color en la

biomasa respecto a la concentracion de As(lll).

En cuanto al cambio de color en cultivos realizados en medio solido (Figura 4-16 C y
Figura 4-16 D), finalizado el tiempo de incubacion en ambas siembras (aislamiento y
siembra masiva), se puede observar que el cultivo adquiere una tonalidad gris, sin
embargo no es perceptible el cambio de color (morado) entre las diferentes
concentraciones de As(lll) presentes en el medio. Debido a esto, se decidié recolectar
con una punta de micropipeta blanca una parte de la biomasa (Figura 4-16 E), y se
observé un cambio en el color del cultivo respecto a las diferentes concentraciones de
As(lll), lo que confirmd el correcto funcionamiento del sensor. Para poder observar mejor
este cambio de color, se distribuy6 la biomasa recolectada en una hoja de papel blanco
(Figura 4-16 E), y en este caso el cambio de color del BASmor en las diferentes

concentraciones de As(lll) fue claramente perceptible “al ojo desnudo”.

Este comportamiento (donde se observa cambio de color Unicamente en medio solido

con presencia de As) puede deberse a que en el cultivo liquido, por la agitacion y libertad
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de las células en el medio, los nutrientes y el As presentes en el cultivo se encuentran en
contacto mas frecuente con la biomasa comparado con el medio solido, situacién que
puede conllevar a que el metaloide esté interactuando intracelularmente con la
cromoproteina de una manera distinta a como ocurre cuando el cultivo se realiza en
medio sélido (Stanier et al., 2005). Adicionalmente, es posible que este comportamiento
ocurra debido a la forma en la cual se realizé el ensayo: en la evaluacion en medio
liquido, el microorganismo se ve enfrentado a un contacto repentino con el metaloide
cuando ya se encuentra en fase exponencial, mientras que en el cultivo en medio sélido
el microorganismo debe volver a crecer bajo las condiones de estrés [presencia de
As(ll1)], situacion que puede estar afectando la expresion de las cromoproteinas. Debido
a estos resultados, es conveniente plantear futuras investigaciones que evaluen la
produccion de la cromoroteina cambiando las condiciones de estudio y evaluar la
interaccion entre los metales y las cromoproteinas utilizadas como sistema reportero,

para determinar si esto es lo que esta causando el comportamiento observado.

Teniendo en cuenta que el cambio de color en el biosensor Unicamente se observaba a
simple vista en medio sélido, se definid para los ensayos posteriores que el cultivo se
realizaria en agar LBA+Ampicilina y la biomasa seria recolectada para poder determinar

el cambio de color en las diferentes concentraciones de As.
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Figura 4-16. Evaluacion cualitativa de BASmor descrita en la seccién 3.5.2 - Ensayo A. Seleccion de
condiciones de cultivo medio sélido vs. Liquido a diferentes concentraciones de As(lll) en pg/L. Resultados
obtenidos después de 48 h de incubacion en medio LBA+Ampicilina. A) Crecimiento en medio LBA liquido;
B) Biomasa- pellet obtenido a partir de la centrifugacion del cultivo liquido; C) Aislamiento realizado en agar
LBA; D) Cultivo masivo realizado en agar LBA; E) A partir del cultivo masivo de la imagen D se utilizé una
punta de micropipeta y se recolectd la biomasa que se observa en la figura; F) La biomasa bacteriana
recogida en la imagen E se distribuy6 en una hoja de papel blanco.
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Posteriormente, se decidioé evaluar si la expresion del color dependia de la temperatura
de incubacion durante el periodo de induccidn. Por lo tanto, se realizaron los cultivos con
las condiciones establecidas previamente en medio solido, se sometié el BASmor a
diferentes temperaturas de induccion (T. ambiente de Bogota de ~20 °C, 30°Cy 37°C) y
se monitoreo el cambio de color a simple vista a las 24 y 48 h de incubacién. Como se
puede observar en la Figura 4-17 A.1 y Figura 4-17 A.2, a las 24 horas de induccién el
cambio de color morado fue facilmente detectable en la temperatura de 37 °C. Esto
puede deberse a que esta es la temperatura 6ptima de crecimiento de E. coli, por lo cual
la cantidad de proteina reportera producida es mayor bajo esta condicion en un menor
tiempo.

Es importante mencionar que a las 48 h de cultivo (Figura 4-17 B.1 y Figura 4-17 B.2) el
cambio de color fue perceptible en todas las temperaturas y su intensidad mayor que la
obtenida a las 24 h. Esto, probablemente se debe a que el BASmor ha producido mayor
cantidad de cromoproteina y esta ha tenido mayor tiempo para completar sus procesos
de maduracion y plegamiento. Adicionalmente, a las 48 h la linealidad en el cambio de
color respecto a la concentracion de As(lll) se observé claramente a T. ambiente,
situacion que podria ser conveniente para futuros estudios e implementaciones del

sensor en campo, ya que no se requeriria de un equipo de incubacion para las muestras.

Para este estudio y los ensayos presentados a continuacion se selecciondé como
temperatura de incubacion 37 °C y como tiempo adecuado para realizar la evaluacion de
color las 24 h. Se definieron estas condiciones porque esta es la temperatura que
permite observar un cambio de color respecto a la concentracion de As en un menor

tiempo.
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Figura 4-17. Evaluacion cualitativa del biosensor BASmor descrita en la seccion 3.5.2 - Ensayo B. Seleccion
de condiciones de cultivo a diferentes condiciones de temperatura y tiempo de incubacién, a diferentes
concentraciones de As(lll) en pug/L. A) A partir de una siembra masiva del cultivo se utiliz6 una punta de
micropipeta y se recolectd la biomasa que se observa en la figura después de 24 h de incubacién (A.1), y
posteriormente se distribuyd la biomasa en una hoja de papel blanco (A.2); B) A partir de una siembra
masiva del cultivo se utilizé una punta de micropipeta y se recolect6 la biomasa que se observa en la figura
después de 48 h de incubacion (B.1), y posteriormente se distribuy6 la biomasa en una hoja de papel blanco
(B.2).
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Una vez establecido el medio de cultivo, el tiempo y la temperatura de incubacién, se
evaluo si la expresién del color variaba en diferentes condiciones de luz. Esto se realizd
debido a que en el estudio de (Verkhusha, Chudakov, et al.,, 2004) se reporta que la
formacion de los croméforos y su subsecuente percepcién a simple vista (color

observado) puede ser alterada empleando diferentes longitudes de onda.

Para este ensayo se probaron Unicamente dos condiciones: luz blanca y oscuridad. En la
Figura 4-18 se puede observar que, en general, en ambas condiciones el cambio de
color respecto a la concentracion de As(lll) es perceptible a simple vista. Sin embargo,
en oscuridad (Figura 4-18 A) la linealidad en el cambio del color es mayor a la del cultivo
expuesto a luz blanca (Figura 4-18 B), en el cual a concentraciones de 7500 ug As(lI/L el
color es mas intenso que en concentraciones mas elevadas (75000 ug As(lI)/L ). Por

esto, se establecié que para los posteriores ensayos la incubacién se realizaria en

condiciones de oscuridad.

B '
R2 1 e » &
e 6 -
R1 R1 .
. @
opgiL b 75 pgiL 750pgiL 7500pg/l 75000ug/L OpglL  75puglL 750pgiL 7500pg/l 75000pg/L

Figura 4-18. Ensayo cualitativo del biosensor BASmor descrito en la seccién 3.5.2 - Ensayo C. Evaluacion
de la produccion de color a diferentes condiciones de luz durante incubacion del cultivo a diferentes
concentraciones de As(lll) en pg/L. Fotografia tomada después de 24 h a 37 °C. A) Cultivo incubado en
oscuridad; B) Cultivo incubado con luz blanca; R1 y R2: replicas en ug/L de cada una de las concentraciones
de As(lll).
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4.3.2 Evaluacion colorimétrica de los biosensores BASmor y

BASros bajo diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y

antimonio
Como se mencion6d anteriormente, en los biosensores para la deteccion de As
ensamblados hasta la fecha (Tabla 1-1), se requieren sustratos costosos para la
deteccion de la proteina reportera producida o equipos de medicién para la misma.
Motivos que hacen necesaria la busqueda y el disefio de sistemas (biosensores o
bioreporteros) que permitan una identificacion facil, rapida y sin costos adicionales de la
concentracion de As presente en el medio. En este estudio se propuso como una posible
solucion a estos inconvenientes el uso de cromoproteinas como sistema reportero. Las
ventajas de este sistema radican en que su deteccion se puede realizar “al ojo desnudo”
sin la necesidad de adicionar sustratos al medio, lo que cual permite disminuir costos a la
hora de idear un producto comercial y permite que personal no capacitado en areas
como la microbiologia puedan realizar una evaluacion cualitativa de una muestra

desconocida.

En la seccién 4.3.1 se seleccionaron las condiciones de crecimiento e incubacion para
realizar los ensayos bajo diferentes concentraciones de As. A continuacién se presentan
los resultados obtenidos para los dos biosensores que expresan color (BASmor y
BASros) evaluados con As(lll), As(V) y Sb(lll) en diferentes concentraciones de cada uno
de los metaloides.

e Evaluacién colorimétrica del biosensor de arsénico BASmor bajo
diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y antimonio

Del set de tres biosensores ensamblados en este trabajo, a continuacion se presentan
los resultados obtenidos bajo diferentes concentraciones de As(lll), As(V) y Sb(lll) con el
BASmor (gen arsR + cromoproteina morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18). Para
estos ensayos se siguio el protocolo descrito en la seccién 3.5.3 en donde el cultivo se
realiza en medio sélido y una vez finalizado el tiempo de incubacién se recolecta la
biomasa para evaluar el cambio de color cualitativamente y, posteriormente, realizar una
evaluacion de la diferencia entre el color de las células expuestas al metaloide utilizando
el colorimetro de mesa ColorQuest XE (Hunterlab). Los colores basados en los espectros
de luz transmitida a través de los cultivos se representaron en el sistema CIE-L*a*b

(McLaren, 1976). El espacio de color CIE-L*a*b es un sistema general para medir color
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en objetos y permite establecer diferencias entre colores. En este espacio de color las
coordenadas de L* y a*b* son expresadas como valores referentes de luminosidad y
chroma, respectivamente. Un incremento en el valor de a* a partir del centro del espacio
de color hacia una direccién positiva indica un incremento en el chroma rojo, y un
incremento en el valor de a* desde el centro del espacio hacia una direcciébn negativa
indica un aumento en el chroma verde. Una variacion en el valor de b* en una direccion
positiva indica el incremento del chroma amarillo mientras que un aumento en la

direccion negativa indica el incremento del chroma azul (Figura 4-19).

: 20 <100
-a* R +a*

.]u; b*

Figura 4-19. Espacio de color del sistema CIE-L*a*b*. Tomado de ISO (2006)

En el BASmor bajo diferentes concentraciones de As(lll) (75 ug/L — 374.600 pg/L; Figura
4-20), se observa claramente, y sin necesidad de equipos, que el arsenito induce
satisfactoriamente la expresion de la cromoproteina dependiendo de la concentracién de
metaloide presente en el medio, siendo detectable por un cambio en el color o tonalidad
morada del cultivo. Al analizar cada uno de los puntos con el colorimetro de mesa
(Figura 4-21), en donde se espera que a mayor concentracion de As(lll) presente en la
muestra aumenten los valor de —b* (aumento en el chroma azul), se pudo observar una
clara tendencia al aumento de la tonalidad morada que corresponde a los tonos
observados en la Figura 4-20.
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En general, tanto en el analisis cualitativo como en el cuantitativo el comportamiento del
biosensor BASmor en las diferentes concentraciones de As(lll) es positivo. Se puede
observar (Figura 4-20 y Figura 4-21) que la respuesta en el cambio de color aumenta
hasta alcanzar una concentracion de 37.460 ug/L y a partir de este punto el arsénico
comienza a ser toxico para las células, generando una inhibicién del cultivo y por lo tanto
una disminucién en la produccién de la cromoproteina y de la correspondiente
disminucion de intensidad de color en el medio. Esta situacion es similar a la reportada
por (Liao et al., 2005), cuyo biosensor tiene como constructo el gen arsR de S. aureus
junto con la proteina GFP y en el cual, a concentraciones mayores a 750 ug As(lll)/L, se
observé un decrecimiento en las unidades de fluorescencia. Al comparar la respuesta de
los dos biosensores, el BASmor presenta una respuesta lineal a mayores
concentraciones de As(lll) presentes en el medio (Liao et al., 2005) lo cual es util si se
pretiende realizar una medicion de As(lll) en aguas contaminadas con alta presencia del
metaloide, teniendo en cuenta que el limite maximo de deteccién de este sistema es de
37.460 pg As(II/L.

Por otro lado, para que el cambio de color pueda ser visto en el BASmor, se requieren
grandes cantidades de arsenito presentes en el medio, lo cual es una desventaja en este
sistema ya que lo ideal seria obtener un limite de deteccion de 10 pg/L o inferior. Esta
situacion puede deberse a la manera en la cual esta disefiado este ensayo. Como se
menciond anteriormente, este se realiza en medio sélido donde el acceso a los nutrientes
y, en este caso, al metaloide es menor comparado con el cultivo liquido, lo que implica
gue se necesitan mayores concentraciones de As(lll) en el medio para producir un

cambio.
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Figura 4-20. Cambio de color del biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de As(lll) después de
24 h de incubacion a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio minimo M9 para realizar
las lecturas colorimétricas (ver Figura 4-21). (C+): corresponde al crecimiento y expresion del color del
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteina sin el gen arsR, o sea, expresion de la cromoproteina sin
regulacion génica (ver seccion 4.2.1).
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Figura 4-21. Evaluacion colorimétrica del biosensor BASmor en diferentes concentraciones de As(lll)
después de 24 h de incubacién a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorimetro de mesa
ColorQuest XE (Hunterlab).
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Al probar el BASmor con diferentes concentraciones de As(V) (75 ug/L — 750.000 ug/L)
se obtuvo un comportamiento similar al ensayo con arsenito (Figura 4-22 y Figura 4-23).
El color morado aumenté gradualmente (aumento de —b* en la Figura 4-23) hasta que el
metaloide empezd a ser toxico para la célula, momento en el cual comienza a disminuir
el crecimiento celular y por lo tanto la producciéon de la cromoproteina. Sin embargo,
utilizando este estado de oxidacion del metaloide se requiere aun una concentracidbn mas
alta del mismo (concentraciones superiores a 3746 pg As(V)/L) para obtener una
respuesta. Este comportamiento ya ha sido reportado en varios biosensores
(Ramanathan et al., 1998; Stocker et al., 2003) y se le ha atribuido a la afinidad que tiene
el ArsR por el arsenito, la cual es mayor que por el arsenato ocasionando que se
requiera una mayor concentracion de As(V) para inducir la respuesta deseada
(Ramanathan et al., 1998).

Por otro lado, se conoce que la proteina ArsR tiene afinidad tanto por iones de As como
por iones de Sb(lll) (Carlin et al., 1995; Shen et al., 2013). En la mayoria de biosensores
ensamblados se realiza una prueba con diferentes concentraciones de antimonio con el
fin de determinar la respuesta del biosensor a la presencia de este metaloide,
encontrando que el Sb(lll) produce una respuesta similar a la generada por el As(lll)
(Kaur et al., 2015; Ramanathan et al., 1997; Scott et al., 1997; Tauriainen et al., 1997). Al
realizar el ensayo con el biosensor BASmor y diferentes concentraciones de Sb(lll) se
observé (Figura 4-24 y Figura 4-25) que no hubo una respuesta en el cambio de color
respecto a las diferentes concentraciones de Sb(lll) presentes en el medio. Esta
situacion puede deberse a que, en este caso, la afinidad de ArsR por el Sb(lll) es menor
a la afinidad que tiene por el As(lll), situacién similar al estudio realizado por (lvanina et
al., 2009) donde fueron requeridas altas concentraciones (>400 ug/L) de Sb(lll) para
generar una respuesta en el biosensor ensamblado. Adicionalmente, en el caso del
BASmor, en donde las células deben crecer en presencia del metaloide, la falta de color
puede deberse a la alta toxicidad del metaloide sobre las células. Carlin et al. (1995)
reportdé que se requiere una menor concentracion de Sb(lll) en el medio para causar la
misma toxicidad que el As(lll). Esto fue comprobado en la recoleccion de las muestras
para realizar las mediciones de color una vez que el Sb(lll) generd una alta inhibicién en
los cultivos, encontrandose que a concentraciones de 5000 ug/L practicamente no se
observd crecimiento celular. Esta situacion se ve reflejada en los valores de b*

observados en la Figura 4-25 y motivo por el cual no se probaron concentraciones
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superiores de este metaloide. Esta falta de respuesta en presencia de Sb(lll) es una
ventaja en el sistema ensamblado, pues de esta manera los iones de Sb(lll) no seran

interferentes en las mediciones de As(lll) y As(V) en una muestra de agua.
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Figura 4-22. Cambio de color del biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de As(V) después de
24 h de incubacion a 37°C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio minimo M9 para realizar las
lecturas colorimétricas (ver Figura 4-23). (C+): corresponde al crecimiento y expresion del color del
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteina sin el gen arsR, o sea, expresion de la cromoproteina sin
regulacion génica (ver seccion 4.2.1).
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Figura 4-23. Evaluacion colorimétrica del biosensor BASmor en diferentes concentraciones de As(V)

después de 24 h de incubacion a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorimetro de mesa
ColorQuest XE (Hunterlab).
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Figura 4-24. Cambio de color del biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de Sb(lll) después de
24 h de incubacion a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio minimo M9 para realizar
las lecturas colorimétricas (ver Figura 4-25). (C+): corresponde al crecimiento y expresion del color del
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteina sin el gen arsR, o sea, expresion de la cromoproteina sin
regulacion génica (ver seccion 4.2.1).
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Figura 4-25. Evaluacion colorimétrica del biosensor BASmor en diferentes concentraciones de Sb(lll)
después de 24 h de incubacién a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorimetro de mesa
ColorQuest XE (Hunterlab).
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De los biosensores a As ensamblados hasta la fecha (Tabla 1-1), el Unico disefio que ha
utilizado un reportero que se puede observar a simple vista sin la necesidad de utilizar
equipos o sustratos adicionales para obtener una respuesta, es el realizado por Yoshida
et al. (2008) en donde se utiliza un carotenoide (gen crtl) como proteina reportera. Al
comparar el comportamiento de este biosensor con el biosensor BASmor se concluye
gue, en ambos, el cambio de color es perceptible a simple vista, ventaja que ofrecen
estos dos sistemas contra otros como lo son los que requieren un equipo para medir la
respuesta (fluorescencia). En ambos biosensores, el tiempo de induccion es de 24 horas,
un tiempo prolongado si se compara con otros mecanismos de respuesta como los del
GFP vy lux, motivo por el cual se hace necesario realizar estudios que permitan obtener
un cambio de color en un tiempo inferior. Ahora bien, las ventajas del biosensor BASmor
respecto al biosensor disefiado por Yoshida et al. (2008) son que en el primero no se
observa interferencia por parte de los iones de Sb(lll), que el cultivo bacteriano es de
crecimiento rapido y que no requiere de un medio de cultivo de requerimientos

nutricionales muy especificos, como si lo requiere el biosensor de Yoshida et al. (2008).

e Evaluacion colorimétrica del biosensor de arsénico BASros bajo
diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y antimonio

De las tres cromoproteinas utilizadas como genes reporteros para el ensamblaje de los
biosensores a As, la Unica que ha sido estudiada en algunos aspectos es la pSB1C3-
B0034-asPink (rosada) o también conocida como asFP595 (Lukyanov et al., 2000). Esta
cromoproteina presenta una caracteristica especial y es que segun la longitud de onda
de excitacién, la repuesta colorimétrica puede convertirse en fluorescencia (Schéafer et
al., 2008). Sin embargo, este mecanismo aln no estd completamente elucidado, por lo
cual se han intentado realizar mutaciones sobre los tres aminoacidos (MYG) que

conforman el croméforo (Wilmann et al., 2005).

Para realizar los ensayos con el biosensor BASros en diferentes concentraciones de
As(lll), As(V) y Sh(lll) se siguio el protocolo descrito en la seccion 3.5.3, en donde el
cultivo se realiza en medio sélido y una vez finalizado el tiempo de incubacion se
recolecta la biomasa para evaluar el cambio de color cualitativamente. Posteriormente,
se realizdé una evaluacién de la diferencia entre el color de las células expuestas al
metaloide utilizando el colorimetro de mesa ColorQuest XE (Hunterlab). En las lecturas

realizadas con este sensor se espera que a mayor concentracion de As presente en la
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muestra aumenten los valor de +a* (aumento en el chroma rojo) ya que se aumentara el

color rosado.

A la hora de analizar los resultados obtenidos al someter el biosensor BASros a
diferentes concentraciones de As(lll) (Figura 4-26 y Figura 4-27), As(V) (Figura 4-28 y
Figura 4-29) y Sb(lll) (Figura 4-30), no se logra establecer diferencias en el color
producido en cada una de las concentraciones de los metaloides. Estos resultados
pueden atribuirse principalmente a que las condiciones que se utilizaron para la
realizacion de estos ensayos fueron las establecidas para el biosensor BASmor. Esto
indica que se hace necesario estudiar cuales condiciones son mejores para aumentar la
expresion de la respuesta producida por el biosensor BASros como lo son, por ejemplo,
el tiempo de induccién, la temperatura, las condiciones del cultivo (liquido vs. sélido) y la

longitud de onda durante la incubacion de las células.
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Figura 4-26. Cambio de color del biosensor BASros bajo diferentes concentraciones de As(lll) después de
24 h de incubacion a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio minimo M9 para realizar
las lecturas colorimétricas (ver Figura 4-27). (C+): corresponde al crecimiento y expresion del color del
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteina sin el gen arsR, o sea, expresion de la cromoproteina sin
regulacion génica (ver seccion 4.2.1).
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Figura 4-27. Evaluacion colorimétrica del biosensor BASros en diferentes concentraciones de As(lll)
después de 24 h de incubacién a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorimetro de mesa
ColorQuest XE (Hunterlab).
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Figura 4-28. Cambio de color del biosensor BASros bajo diferentes concentraciones de As(V) después de 24
h de incubacion a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio minimo M9 para realizar las
lecturas colorimétricas (ver Figura 4-29). (C+): corresponde al crecimiento y expresion del color del
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteina sin el gen arsR, o sea, expresion de la cromoproteina sin
regulacion génica (ver seccion 4.2.1).
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Figura 4-29. Evaluacion colorimétrica del biosensor BASros en diferentes concentraciones de As(V) después
de 24 h de incubacién a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorimetro de mesa ColorQuest XE
(Hunterlab).
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Figura 4-30. Evaluacion colorimétrica del biosensor BASros en diferentes concentraciones de Sb(lll)
después de 24 h de incubacién a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorimetro de mesa
ColorQuest XE (Hunterlab).
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4.3.3 Evaluacion de fluorescencia del biosensor BASama bajo

diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y antimonio

La dltima cromoproteina utilizada como sistema reportero fue la pSB1C3-B0034-
amilGFP, la cual tiene como ventaja que es fluorescente sin necesidad de agregar
ningun sustrato al medio de cultivo. Adicionalmente, al utilizar este sistema reportero se
esperaba obtener un menor limite de deteccion comparado con los biosensores BASmor
y BASros en la detecciéon de los metaloides ya que esta técnica es mas sensible y
permitiria finalizar el proyecto postulando un biosensor para la deteccién cualitativa de As

(BASmor 6 BASros) y uno para la cuantificacién de As en aguas (BASama).

En el biosensor BASama se evalu6 el cambio de las unidades de fluorescencia (UF) en
diferentes concentraciones de As(lll) después de 4 h de induccion (Figura 4-31). En la
Figura 4-32 se observa como a medida que aumentd la concentracion de As(lll) las
unidades de fluorescencia aumentaron gradualmente. En el estudio realizado por Diorio
et al. (1995) observaron un umbral de expresion del operén ars, determinando que la
induccién del operdn no era observable a concentraciones menores de 1 ug As(lll)/L. Sin
embargo, al comparar los resultados con los biosensores a As que han utilizado GFP
como sistema reportero (Buffi et al., 2011; Kawakami et al., 2010; Siddiki et al., 2011;
Stocker et al., 2003; Tani et al., 2009), el limite de deteccién obtenido en el presente
estudio (7,5 pg As(lll)/L) es acorde con lo reportado (Tabla 1-1). Se sugiere realizar
algunas modificaciones como la adiciéon de una copia extra del promotor del gen arsR 6
aumentar el tiempo de induccion como lo propone Ramanathan et al. (1998). Esto podria

incrementar la sensibilidad del sistema ensamblado.
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Figura 4-31. Fluorescencia emitida por el cultivo de E.coli-BASama en medio LBA después de 24 h de
incubacién a 37 °C en 7500 ug/L de As(lll).
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Figura 4-32 Evaluacion de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama en diferentes concentraciones
de As(Ill) después de 4 h de induccién a 37 °C, 200 rpm y en oscuridad. Lecturas realizadas en un
espectrofluorémetro con lampara de xenén (PTI QuantaMaster 300).
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Cuando se realizaron las mediciones con diferentes concentraciones de As(V) (Figura
4-33), el comportamiento del biosensor BASama no fue el esperado ya que no se obtuvo
una respuesta dependiente de la concentracion del metaloide presente en la muestra.
Este resultado genero curiosidad ya que se esperaba obtener un comportamiento similar
al obtenido con el biosensor BASmor, pero mas sensible. Sin embargo, anteriormente se
habia realizado un ensayo modificando algunas de las condiciones mencionadas en la
seccion 3.5.4. Estas modificaciones fueron que el cultivo no se conservé a -80°C una vez
obtenido el DOgoonm 0,6 ¥ que el montaje fue realizado en un microtubo de 1,5 ml. En este
ensayo (Figura 4-34) se observé que las unidades de fluorescencia aumentaron
dependiendo de la concentracion de As(V) hasta un valor maximo cercano a las 12000
UF, donde después empezaron a disminuir. Este comportamiento si fue similar al
obtenido con el biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de As(V).
Lamentablemente, no fue posible comparar estos datos con los obtenidos en el ensayo
del biosensor BASama con As(lll) (Figura 4-32) ya que las condiciones experimentales

no fueron las mismas, por lo que se sugiere que se repita este ensayo.
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Figura 4-33 Evaluacién de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama (ensayo con células
conservadas a -80 °C) en diferentes concentraciones de As(V) después de 4 h de induccién a 37 °C, 200
rpom y en oscuridad. Lecturas realizadas en un espectrofluorbmetro con lampara de xenén (PTI
QuantaMaster 300).
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Figura 4-34. Evaluacion de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama (ensayo con células sin
conservar a -80 °C) en diferentes concentraciones de As(V) después de 4 h de induccién a 37 °C, 200 rpm y
en oscuridad. Lecturas realizadas en un espectrofluorémetro con lampara de xenén (PTI QuantaMaster 300).

Al evaluar el comportamiento del biosensor BASama en diferentes concentraciones de
Sb(lll) (Figura 4-35), este fue muy similar al obtenido con el biosensor BASmor, en donde
no se obtuvo una respuesta dependiente de las concentraciones de Sh(lll) presentes en
el medio. En la mayoria de los casos, la respuesta estuvo por debajo de la emitida en el
punto de 0 pyg Sb(lll)/L. Sin embargo, en esta ocasion al llegar a la concentracion de
5000 ug Sb(lll)/L se observé como las unidades de fluorescencia aumentaron hasta
llegar cerca de las 12000 UF. Este comportamiento permite deducir que el sensor si
reconoce los iones de Sb(lll) pero que es necesaria una gran concentracion de estos en
el medio para producir una respuesta, situacion similar a la reportada por Ivanina et al.
(2009) en donde se requieren concentraciones mayores a 400 ug Sb(lll)/L para obtener

un cambio.

Esta situacibn no ocurre con el biosensor BASmor debido a que la metodologia
empleada para evaluar las diferentes concentraciones de As y Sb presentes en el medio
son distintas. En los ensayos en donde se evalla color el cultivo microbiano debe crecer
bajo las diferentes concentraciones de los metaloides por lo cual el Sb(lll) inhibe el
crecimiento de la célula y por lo tanto no se produce cromoproteina. En cambio, en el

biosensor BASama el cultivo en fase exponencial es sometido a un choque directo con el
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metaloide y el tiempo de contacto con este es relativamente corto. Por esto, la respuesta

si se alcanza a observar mediante esta metodologia.
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Figura 4-35 Evaluacion de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama en diferentes concentraciones
de Sb(lll) después de 4 h de induccion a 37 °C, 200 rpm y en oscuridad. Lecturas realizadas en un
espectrofluorémetro con lampara de xenén (PTI QuantaMaster 300).






5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e Se identificaron, de material biolégico nativo de Colombia, dos secuencias
correspondientes al gen arsR las cuales mostraron una estrecha relacion para los
genes arsR de Bacillius cereus ATCC 14579 (identidad del 99%, E=2e-64) y
Escherichia coli ST540 (identidad del 100%, €=0.0).

e Se ensamblaron tres biosensores para la deteccién de arsénico empleando el gen
arsR obtenido de una secuencia metagendmica de la sabana de Bogota (estrecha
relacién con el gen arsR de E. coli) y diferentes cromoproteinas como gen reportero
en el plasmido pUC18 y utilizando la cepa E. coli TOP10 como célula huésped del
constructo.

e Se presenta el primer reporte en el pais del ensamblaje de varios biosensores para
la deteccion de arsénico

e Se presenta el primer reporte del ensamblaje de varios biosensores para la
deteccidn de arsénico empleando cromoproteinas como sistema reportero.

o El biosensor BASmor ensamblado se perfila como una posible alternativa para
determinar la ausencia/presencia de As en una muestra de agua, ya que permite
realizar una evaluacion cualitativa de As(lll) y As(V). Sin embargo, se hace necesario
realizar modificaciones al constructo con el fin de aumentar la sensibilidad de este
sensor.

o El biosensor BASros no produjo resultados positivos bajo las condiciones de estudio.
Por esto, se propone realizar una evaluaciébn de las condiciones Optimas de
expresion de la cromoproteina para este sistema.

e El biosensor BASama mostré un limite de deteccion de 7,5 ug As (lll)/L, permitiendo

una medicién cuantitativa de este ion en solucién acuosa.
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5.2 Recomendaciones y Perspectivas

o Debido a que en el estudio realizado por Rosenstein et al. (1994) se demuestra que
a pesar de que los diversos tipos de gen arsR cumplen la misma funcién en la célula,
estos no tienen la misma sensibilidad. Asi, y teniendo en cuenta que en este estudio
se identifico el gen arsR correspondiente al género Bacillus sp., seria interesante
estudiar a futuro la sensibilidad a arsenito y arsenato de este gen junto con su
promotor.

e De las cromoproteinas empleadas como sistema reportero ain se desconoce sus
condiciones Optimas de expresion. Por esto, es importante realizar estudios a
profundidad con los biosensores desarrollados en un amplio rango de condiciones
como temperatura, tiempo de incubacién, sustratos, medios de cultivo y exposicion a
diferentes longitudes de onda, para establecer las mejores condiciones de expresién
del color en cada uno de los casos (morado y rosado).

¢ Debido a los resultados presentados en la seccion 4.3.1, en donde el color no es
perceptible en cultivos liquidos, se recomienda evaluar si hay una posible interaccién
entre los metales y las cromoproteinas reporteras que pueda estar generando este
comportamiento.

e Se recomienda realizar un estudio del tiempo 6ptimo de induccion de la fluorescencia
en el biosensor BASama disefado.

o Debido a los resultados obtenidos con el biosensor BASama en presencia de
diferentes concentraciones de arsenato, se recomienda repetir estos ensayos sin
realizar el paso de congelacién de las células a -80 °C.

e De acuerdo a lo reportado por Chiou et al. (2011); Kawakami et al. (2010) y Yoshida
et al. (2008), en donde en ocasiones el gen arsR junto con su promotor reconocen
otros metales diferentes al As, se recomienda realizar ensayos de los biosensores en
presencia de otros elementos como: hierro, calcio, zinc, cobre y cobalto.

o Se debe estudiar la posibilidad de realizar modificaciones al constructo para buscar
la forma de aumentar la sensibilidad del biosensor BASmor. Una opcién para esto
seria colocar una copia adicional de gen arsR+promotor como lo realiz6 Stocker et
al. (2003).
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ANEXO A: MEDIOS DE CULTIVO Y

SOLUCIONES

A.1 Composicion quimica del medio TSAy TSB

Nota: Se utilizdé agua desionizada para la preparacion de todos los medios

de cultivo y soluciones.

TRYPTICASE SOY AGAR (TSA)

COMPONENTE CANTIDAD POR LITRO
Triptona 159
Cloruro de sodio 5¢g
Digerido enzimético de harina de soya 59
Agar-Agar 159

TRYPTICASE SOY BROTH (TSB)

El medio de cultivo TSB tiene la misma composicion en g/L que el medio TSA a
excepcién del agar-agar, componente que no se debe adicionar.
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A.2 Composicion quimica del medio Luria-
Bertani (LB)

Triptona 10g
Cloruro de sodio 10 g
Extracto de levadura 59
Agar-Agar 15¢

A.3 Antibidticos

Ampicilina 100 pg/mi
Kanamicina 50 pg/ml
Cloranfenicol 50 pg/ml
Tetraciclina 15 pg/ml

A.4 Composicion quimica del medio SOC

Peptona de Caseina 20 g/L
Cloruro de sodio 0,58 g/L
Extracto de levadura 5g/L
KCI 0,19 g/L
MgCl, + MgSO,4 20 mM
Glucosa 20 mM
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A.5 Composicion quimica del medio minimo M9

Sales M9 (5X) 20 ml
Glucosa (20 %) 2 mi

MgSO. (1 M) 200 pl
CaCl, 10 i
H2Ogesionizada 78 ml
SALES M9

Na,HPO4*7H,0 64 ¢

KH>PO4 15 g

NacCl 59

A.6 Composicion quimica del Buffer TE

Tris-HCI (pH 7,4) -1 M 1 mi

EDTA (pH 8,0) — 0.5 M 0.2 ml
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A.7 Composicion quimica del CTAB/NaCl

NacCl 4,19
CTAB 10g
Hzodesionizada 100 ml

A.8 Composicion quimica soluciones lisis alcalina

(1,2y3)

SOLUCION ALCALINA 1.

Glucosa 50 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM
EDTA ( pH 8,0) 10 mM

Nota: Esterilizar en autoclave por 15 minutos 15 psiy almacenar a 4 °C.

SOLUCION ALCALINA 2.

NaOH

0,2N

SDS

1%
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SOLUCION ALCALINA 3.

Acetato de potasio 5M 60 ml
Acido acético glacial 11,5 ml
Hzodesionizada 28,5 mil

A.9 Composicion quimica del buffer “crush and
soak”

Acetato de amonio 0,5M
Acetato de magnesio 10 mM
EDTA 1mM
SDS 0,1 %

A.10 Composicion quimica del buffer TBE (5x)

Tris base 54 ¢

Acido borico 27,59

EDTA 0,5M (pH 8,0) 20 ml
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A.11 Composicion quimica del buffer TAE (50x)

Tris base 242 g

Acido acético glacial 57,1 ml

EDTA 0,5M (pH 8,0) 100 ml
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ANEXO B: PROTOCOLOS

B.1 Extraccion de ADN genomico

La extraccibn del ADN gendmico fue realizada empleando el método enzimatico

reportado por Andrews et al. (1996). En seguida se describe el protocolo usado:

Inocular cada una de las cepas de interés en 100 ml de medio TSB e incubar a 37 °C y
200 rpm durante 12 horas. Centrifugar a 855 rpm durante 15 min, descartar el
sobrenadante y lavar la biomasa con soluciéon salina (0,85 % NaCl) estéril. Repetir esta
operacion de lavado tres veces. Resuspender la biomasa en buffer TE (Anexo A.6) y
lisozima (Sigma) e incubar a 37 °C durante 1 h. Adicionar SDS 1 % y proteinasa K
(Fermentas), mantener durante 1 h a 50 °C en bafo-maria. Agregar NaCl 0,85% vy
CTAB/NaCl (Anexo A.7) y sumergir 10 min a 65 °C en bafio-maria. Agregar solucién de
fenol:cloroformo: alcohol isoamilico (proporcion 25:24:1) (Amresco), mezclar en vortex y
centrifugar 5 min a 13.000 rpm. Transferir el sobrenadante a un microtubo estéril y
agregar la solucién fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (proporcion 25:24:1) (Amresco),
mezclar suavemente y centrifugar 5 min a 13.000 rpm. Transferir el sobrenadante a un
microtubo estéril y agregar isopropanol frio; mantener en hielo durante 2 h. Centrifugar
por 10 min a 13.000 rpm, descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol frio
al 70 %. Centrifugar por 10 minutos a 13.000 rpm, descartar el etanol y dejar evaporar los
residuos. Resuspender el ADN precipitado en 100 pL de buffer TE (Anexo A.6), adicionar
RNAsa (Fermentas) (15 pg/ml) e incubar a 37 °C durante 1 h. Verificar la extraccion del
ADN realizando una electroforesis en gel de agarosa 1 % (100 V, 60 min) utilizando
marcador Hypperlader™ 1 kb® (Bioline) y tincién del gel con SYBR® Safe (Invitrogen).
Cuantificar la concentracion de ADN (Nanodrop 2000, ThermoScientific). EI ADN se

mantiene a -20 °C hasta su uso en los procedimientos posteriores.
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B.2 Extraccion de ADN plasmidico: Lisis alcalina

La extraccion del ADN plasmidico fue realizada siguiendo el protocolo propuesto por

Sambrook, (2001). A continuacion se describe brevemente el protocolo utilizado:

Inocular 15 ml de medio LB suplementado con el antibidtico de interés e incubar 12 h a
37 °C y 200 rpm. Centrifugar a 8.500 rpm por 15 min a 4 °C. Descartar el sobrenadante y
resuspender la biomasa en 200 pl solucion alcalina 1 (Anexo A.8), agitar en vortex y
afiadir 400 pl soluciéon alcalina 2 (Anexo A.8); agitar suavemente y agregar 300 ul de
solucién alcalina 3 (Anexo A.8); agitar en vortex y mantener en hielo por 3-5 minutos.
Centrifugar a 12.000 rpm por 5 min a 4 °C y transferir el sobrenadante a un nuevo
microtubo. Afadir 600 pl fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (proporcién 25:24:1)
(Amresco) y mezclar. Centrifugar a 12.000 rpm por 2 min a 4 °C. Transferir el
sobrenadante a un microtubo nuevo y afiadir un volumen igual de isopropanol, mezclar y
precipitar a temperatura ambiente durante 2 min. Centrifugar a 13.000rom por 5 min.
Descartar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 70 %, centrifugar a 13.000rpm por
2 min y descartar el sobrenadante. Dejar evaporar el etanol y resuspender el pellet en
agua. Confirmar la extraccion del ADN plasmidico realizando una electroforesis en gel de
agarosa 1 % (100 V, 60 min) y cuantificar la concentracion de ADN por nanodrop 2000
(ThermoScientific).

B.3 Preparacion de células competentes de E. coli
usando cloruro de calcio.

La preparacion de células competentes utilizadas en este trabajo fue realizada siguiendo
el protocolo reportado por Sambrook (2001), modificado como se indica brevemente a
continuaciéon. Las cepas de E. coli para las cuales se prepararon células competentes
utilizando este protocolo fueron: E. coli TOP10, E. coli DH5a, E. coli AW3110 y E. coli
BL21.

Dia 1: A partir de un stock de glicerol de bacterias no quimiocompetentes de E. coli DH5a
o TOP10, sembrar una alicuota en agar LB sin antibiético, incubando durante 18 horas a
37 °Cy 200 rpm.
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Dia 2: Elegir una colonia aislada (2-3 mm de didmetro) de las cajas de Petri con LB sin
antibiotico e inocular en 3 ml de medio liquido LB sin antibiotico; incubar durante 18 horas
a 37°Cy 200 rpm.

Dia 3: Tomar 0,5 ml del cultivo preparado en el dia 2 para inocular 100 ml de medio
liquido LB suplementado con 10 mM MgS0O,.7H,O y 0,2 % glucosa, sin antibidtico e
incubar aproximadamente 4 h a 37 °C y 200 rpm, monitoreando constantemente la
densidad o6ptica a 600 nm (DOegoonm) hasta obtener un valor de 0,5-0,6. Transferir el
cultivo celular a dos tubos falcon estériles de 50 ml previamente enfriados. Centrifugar 10
min a 8.500 rpm y 4 °C. Descartar el sobrenadante y resuspender la biomasa en una
solucién de MgCl,-CaCl, fria. Recuperar las células por centrifugacion a 8.500 rpm
durante 10 min a 4 °C. Remover el sobrenadante y resuspender la biomasa en 0,5 ml de
medio A (LB suplementado con 10 mM MgSO, y glucosa 0,2 %) frio y 2,5 ml de medio B
(LB suplementado con 12 mM MgSO,, 36 % glicerol y 12 % polietilenglicol) frio. Mezclar
con vortex y servir alicuotas de 0,1 ml en 30 crioviales debidamente marcados.
Almacenar a -80°C.

B.4 Transformacion de células competentes de E.
coli

La transformacion de células competentes utilizadas en este trabajo fue realizada
siguiendo el protocolo reportado por Sambrook (2001), modificado como se indica

brevemente a continuacion:

Descongelar en frio (hielo o blogue de enfriamiento) uno de los viales de células
competentes almacenados a -80°C (Anexo B.3). Transferir 50 ul de las células a un
microtubo estéril de 2 ml (previamente enfriado) y afadir de 1 a 5 ul del ADN
resuspendido (a una concentracion aproximada de 100 ng/pl). Mezclar suavemente con
la pipeta automatica 6 a 10 veces. Incubar en hielo por 30 min. Realizar choque térmico
de las células por inmersion del microtubo, durante 1 min, en un bafio de agua
precalentado a 42 °C. Incubar las células en hielo durante 5 min. Agregar 200 pl del
medio SOC (Anexo A.4) a cada transformacién e incubar las células a 37 °C por 2 h a
200 rpm. Tomar alicuotas de 20, 50 y 100 pl y sembrar en medio solido LB + antibidtico.

Incubar las cajas a 37 °C por 18 - 24h.
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B.5 Analisis de Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP)

Para el andlisis por SSCP se sigui6 el protocolo propuesto por Brandédo et al. (2002). A
continuacion se describe brevemente el procedimiento utilizado:

El procedimiento para la realizacion de este ensayo se describe brevemente a
continuaciéon. Se prepararon dos vidrios para realizar el “sandwich” del gel de
electroforesis para andlisis de los perfiles de SSCP. El primero de ellos es el vidrio que
contiene el gel (vidrio pequefio), que fue lavado con metanol, luego se le agregd una
solucién adherente (1 ml de una solucion al 10% de &cido acético en etanol, mas 3 pl de
solucion fijadora (3-trimetoxisilil propil metacrilato) Sigma M6514) la cual se dej6é secando
por 5 minutos. Finalmente, se realizaron 3 lavados con metanol. Para el vidrio repelente
(vidrio grande), se realizé lo siguiente: primero se limpié con 1 ml de metanol, después se
agregd 1 ml de Sigmacote (Sigma SL-2) y se distribuy6 por todo el vidrio, luego se dejé
secar y se puli6 ambos vidrios. Inmediatamente de la preparacién de ambos vidrios, se
colocaron dos separadores entre el vidrio grande y pequefio, juntando todo por medio de
ganchos. Posteriormente se prepar6 el gel MDE 0,50X para SSCP, que contiene: 12,5 ml
de 2X MDE, 31,28 ml de agua Mili-Q, 6 ml de 5X TBE (Anexo A.10), 200 ul de una
solucion al 10 % de persulfato de amonio y 20 pl de TEMED. Esto se mezcl6 y se tomd
con una jeringa, para ser servido entre los dos vidrios. Para la preparacion de la muestra
un volumen de 5 pl de los productos de PCR fueron mezclados con el buffer de carga de
SSCP (formamida al 95 % v/v, NaOH 10 mM, azul de bromofenol 0,25 % y azul xileno
0,25 %), luego estas muestras se desnaturalizaron a 95 °C por 2 minutos (C1000™
Thermal cycler, BioRad), y se pasaron las muestras inmediatamente a hielo.
Posteriormente, estas muestras se cargaron en cada uno de los pozos del gel. La
electroforesis se llevd a cabo con 4 pl de cada muestra, en tampén de corrida TBE
(Anexo A.10) 0,6X a temperatura ambiente y a 5 W constantes por 13:30 h. Luego de la
electroforesis, se realizd el protocolo de tincion para la visualizaciébn del ADN. Este
consistié en dejar el gel 20 minutos en acido acético 10 %, después se lavd 3 veces con
agua desionizada, seguido de un bafio por 30 minutos con una solucién de nitrato de
plata (2 L de agua Mili-Q, 3 ml de formaldehido, 2 g nitrato de plata). Finalmente, se

revelaron las bandas con una solucion de carbonato de calcio (2 L de agua Mili-Q, 3 ml
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de formaldehido, 60 g de carbonato de sodio y 400 pl de tiosulfato de sodio (10 mg/ml)).
Para fijar las bandas en el gel se realiz6 un bafio con acido acético por 15 minutos y se
lavo 3 veces con agua desionizada. Se dej6 secar el gel al aire.

B.6 Corte de Bandas SSCP: “Crush and Soak”

Este procedimiento fue utilizado para eluir el ADN de la matriz de gel de poliacrilamida
con los genes de interés para posteriormente re-amplificarlo por PCR con el fin de
identificar la secuencia de ADN de una banda especifica del perfil electroforético. Las
moléculas de ADN fueron eluidas del gel siguiendo el protocolo “crush and soak”

propuesto por Dohrmann et al. (2004), descrito brevemente en seguida:

Usando una cuchilla estéril cortar cuidadosamente la banda de interés del gel de
poliacrilamida. Transferir la banda cortada a un microtubo de 1,5 ml y afiadir 50 pl del
buffer “crush and soak” (Anexo A.9). Después de 15 min de incubacién a temperatura
ambiente dividir la pieza de gel en varios pedazos con la ayuda de una punta para
micropipeta e incubar a 37 °C durante 3 h a 800 rpm. Transferir 40 pl del liquido
sobrenadadante a un microtubo de 1,5 ml y afadir 80 ul de etanol frio. Invertir
suavemente el microtubo varias veces y dejar precipitando el ADN toda la noche a -20
°C. Centrifugar el microtubo a 12.500 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Remover el
sobrenadante y dejar el pellet durante 10 min. Resuspender el ADN en 12 ul de agua
ultrapura (Mili-Q) y medir la concentracion de ADN utilizando Nanodrop 2000
(ThermoScientific). Para amplificar el ADN de las bandas, se afiadieron 2 ul de la

solucion de ADN a una reaccién de 50 pl de volumen final de PCR.
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B.7 DIGESTION ENZIMATICA

El procedimiento utilizado para la digestibn enzimética de cada una de las partes
empleadas para el ensamblaje del biosensor fue el descrito por el protocolo del Biobrick
assembly kit® (New England Biolabs Inc), modificado como descrito en seguida:

Parte a digerir (ej., pUC18, arsR, L
: Concentracion final: 300 ng/pl
cromoproteina)
Enzima 1 (20.000 U/ml) 0,25 pl
Enzima 2 (20.000 U/ml) 0,25 ul
Buffer NE 10X 2.1 2,5yl
H,Odesionizada Completar volumen a 25 pl

*Las enzimas empleadas en cada reaccién variaron de acuerdo a la parte a digerir: gen arsR,
EcoRI-HF y Spel; cromoproteina, Xbal y Pstl; y pUC18, EcoRI-HF y Pstl.

Posteriormente se incubaron las reacciones a 37 °C durante 40 minutos y luego se

inactivaron las enzimas a 80 °C durante 20 minutos.

B.8 LIGACION

El procedimiento utilizado para la ligacion de las partes empleadas para el ensamblaje
del biosensor fue el descrito por el protocolo del Biobrick assembly kit®(New England

Biolabs Inc), modificado como descrito en seguida:

Gen o Reactivo Volumen a adicionar en la reaccion
Partes a ligar Varia de acuerdo a la reaccion de ligacion
deseada
10X Buffer ADN Ligasa T4 2 ul
ADN Ligasa T4 1l
H,Ogesionizada Completar volumen a 20 pl
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Programa de ligacion:

16 °C 1:30:00
21 °C 0:30:00
22 °C 0:45:00
23°C 0:30:00
80 °C 0:20:00
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ANEXO C: PLASMIDOS

C.1 Mapay secuencia genética del plasmido de
cromoproteina pSB1C3-B0034-amilCP (Morada)

amilCP

fonponcss
. 3 Spel (346)*
Blchc:'allllg;Iée;)if BioBrick Suffix

-Pstl (364)*

B0062 Terminator

VF2
P_CamR

pSB1C3 - BBa K592025

2757 bp

CamR PMB1

>BBa K592025 Part-only sequence (687 bp)

Aaagaggagaaatactagatgagtgtgatcgctaaacaaatgacctacaaggtttatatgtcaggcacggtc
aatggacactactttgaggtcgaaggcgatggaaaaggtaagccctacgagggggagcagacggtaaagcetc
actgtcaccaagggcggacctctgccatttgcttgggatattttatcaccacagtgtcagtacggaagcata
ccattcaccaagtaccctgaagacatccctgactatgtaaagcagtcattcccggagggectatacatgggag
aggatcatgaactttgaagatggtgcagtgtgtactgtcagcaatgattccagcatccaaggcaactgttte
atctaccatgtcaagttctctggtttgaactttcctcccaatggacctgtcatgcagaagaagacacagggce
tgggaacccaacactgagcgtctctttgcacgagatggaatgctgctaggaaacaactttatggctctgaag
ttagaaggaggcggtcactatttgtgtgaatttaaaactacttacaaggcaaagaagcctgtgaagatgcca
gggtatcactatgttgaccgcaaactggatgtaaccaatcacaacaaggattacacttcggttgagcagtgt
gaaatttccattgcacgcaaacctgtggtcgcctaataa
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C.2 Mapa y secuencia genética del plasmido de
cromoproteina pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla)

amilGFP

BBa _B0034
Xbal (2423)*
BioBrick Prefix
EcoRl (2408)*
B0062

Spel (361)*
BioBrick Suffix
Pstl (379)*
Terminator

VF2
P_CamR VR
pSB1C3 - BBa K1033931
2787 bp
CamR pMB1

>BBa K1033931 Part-only sequence (717 bp)
Aaagaggagaaatactagatgtcttattcaaagcatggcatcgtacaagaaatgaagacgaaataccatatg
gaaggcagtgtcaatggccatgaatttacgatcgaaggtgtaggaactgggtacccttacgaagggaaacag
atgtccgaattagtgatcatcaagcctgcgggaaaaccccttceccattctectttgacatactgtcatcagtce
tttcaatatggaaaccgttgcttcacaaagtacccggcagacatgcctgactatttcaagcaagcattccceca
gatggaatgtcatatgaaaggtcatttctatttgaggatggagcagttgctacagccagctggaacattegt
ctcgaaggaaattgcttcatccacaaatccatctttcatggcgtaaactttccecgectgatggaccegtaatg
aaaaagaagacaattgactgggataagtccttcgaaaaaatgactgtgtctaaagaggtgctaagaggtgac
gtgactatgtttcttatgctcgaaggaggtggttctcacagatgccaatttcactccacttacaaaacagag
aagccggtcacactgcccccgaatcatgtcgtagaacatcaaattgtgaggaccgaccttggccaaagtgceca
aaaggctttacagtcaagctggaagcacatgccgcggctcatgttaaccctttgaaggttaaataataa
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C.3 Mapay secuencia genética del plasmido de
cromoproteina pSB1C3-B0034-asPink (Rosada)

BBa_K1033927

Xbal (2424)*
BioBrick Prefix
EcoRI (2409)*

Spel (362)*
BioBrick Suffix
— Pstl (380)*

B0062 — Terminator
VF2
P CamR— VR

pSB1C3 - BBa K1033927

2790 bp

CamR PMB1

>BBa K1033927 Part-only sequence (720 bp)

Aaagaggagaaatactagatggcgagcttcctgaaaaagacgatgccgttcaaaaccacgattgaaggcacg
gtcaacggtcactactttaaatgtacgggtaaaggcgaaggtaacccgttcgaaggcacccaggaaatgaaa
attgaagtcatcgaaggcggtccgctgecgtttgegtttcatattctgagcacgtcttgecatgtacggcetca
aagaccttcatcaagtacgtgtcgggtatcccggattactttaaacagagcttcccggaaggectttacctgg
gaacgtaccacgacctatgaagatggcggtttcctgacggcgcaccaagacacctctectggatggtgactgt
ctggtgtacaaagttaagattctgggcaacaattttccggeccgatggtccggttatgcagaacaaagcgggce
cgttgggaaccggctacggaaatcgtctatgaagtggacggcgttctgecgeggtcaatcectgatggecectg
aaatgcccgggcggtcgtcatctgacctgtcatctgcacacgacctatcgtagcaaaaaaccggcgagcgcce
ctgaaaatgccgggctttcatttcgaagatcaccgcattgaaatcatggaagaagtcgaaaaaggtaagtgce
tacaagcagtacgaagcagcagtgggtcgctattgtgatgcggcaccgagcaagctgggtcataattaataa
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C.4 Mapa y secuencia genética del plasmido de
resistencia a Tetracilina pSB1T3- BBa_J044450

— mRFP1

BEBa_BOD34 ,BBa BDO10D
Lacl-. / ,BBa_BOD012
Xbal (2990)*, S Spel (537
BioBrick Prefix. //.-BioBrick Suffix
EcoRI (2975 —3 &— Pstl (535)*

VF2—.

pSB1T3 - BBa_J04450

3530 bp

TetR—*,

>pSB1T3 Part-only sequence (2461 bp)

tactagtagcggccgctgcagtccggcaaaaaagggcaaggtgtcaccaccctgeecectttttettt
aaaaccgaaaagattacttcgcgttatgcaggcttcctecgectcactgactecgectgecgeteggtegt
tcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcagggga
taacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgegtt
gctggcgtttttccacaggctccgeccceccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagag
gtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcceccctggaagctecctegtgegete
tcctgttccgacccectgecgettaccggatacctgtececgectttcectececttecgggaagegtggeget
ttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtecgttcgetccaagectgggetgtgt
gcacgaaccccccecgttcageccgaccgcectgegecttateccggtaactatecgtecttgagtceccaacce
ggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgt
aggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttgg
tatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagectcttgatccggcaaaca
aaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatc
tcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagg
gattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttt
taaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagctcgagattctcatgtttgacagce
ttatcatcgataagctttaatgcggtagtttatcacagttaaattgctaacgcagtcaggcaccgt
gtatgaaatctaacaatgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcaccctggatgectgtaggcatag
gcttggttatgccggtactgccgggectcecttgecgggatatcgtccatteccgacagcatcgeccagte
actatggcgtgctgctagcgctatatgcgttgatgcaatttctatgcgcacccgttcectcggagcac
tgtccgaccgcectttggeccgecgecccagtectgetcecgettegetacttggagecactatcgactacg
cgatcatggcgaccacacccgtcecctgtggatcctctacgeccggacgcatecgtggeccggecatcacecg
gcgccacaggtgcggttgctggecgectatatcgeccgacatcaccgatggggaagatcgggetcecgece
acttcgggctcatgagcgcttgtttcggecgtgggtatggtggcaggecceccgtggecgggggactgt
tgggcgccatctceccttgcatgcaccatteccttgeggeggeggtgectcaacggcecctcaacctactac
tgggctgcttcctaatgcaggagtcgcataagggagagcgtcgaccgatgececcttgagagecttca
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acccagtcagctccttcecggtgggecgecggggcatgactatcgtcgecgecacttatgactgtecttet
ttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggcagcgctctgggtcattttcggcgaggaccgecttte
gctggagcgcgacgatgatcggcecctgtecgecttgecggtattcggaatcttgcacgecctegetcaag
ccttcgtcactggtcccecgceccaccaaacgtttcggcgagaagcaggccattatcgecggcatggegg
ccgacgcgctgggctacgtcttgctggecgttecgcgacgecgaggcectggatggcecttecccattatga
ttcttctecgecttececggeggecatcgggatgecccgegttgcaggecatgetgteccaggcaggtagatg
acgaccatcagggacagcttcaaggatcgctcgcggctcttaccagecctaacttcgatcactggac
cgctgatcgtcacggcgatttatgccgecctcggcgagcacatggaacgggttggcatggattgtag
gcgccgccecctataccttgtectgecteccececgegttgegtegecggtgcatggagececgggecacctecga
cctaactcgagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaatag
gcgtatcacgaggcagaatttcagataaaaaaaatccttagectttcgctaaggatgatttctggaa
ttcgcggceccecgettctagag
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C.5 Mapay secuencia genética del vector pUC18

\Cail 1217

Hinell C1rol Eci136ll
Pstl sall Eco8sl iCC?f:I Eco24l EcoRlI
M131pUC sequencing primer (:20), 1Tmer 399 Hindiii  Pael Sdal—Bvel o xpal  BamHlI Smal_"P" Saci Xapl 455
5 G TAA AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT
3'CATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA
LacZ ¢ Val val Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr

AAT CAT GGT CATAGC TGTTTC CTG 3’

TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC &'
lle Met Thr Met

wa(‘JC reverse sequencing peimer (26}, 17.mer

>pUC18 2686pb

tcgcgcecgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagett
gtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggegggtgte
ggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaa
taccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggcgccattcgeccattcaggctgegecaact
gttgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcecgectattacgccagectggcgaaagggggatgtgetyg
caaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtyg
ccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatcceccgggtaccgagectcgaattcecgtaatca
tggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccgga
agcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgcgttgegetca
ctgcccgcectttccagtcgggaaacctgtegtgeccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcgggg
agaggcggtttgcgtattgggcgctcttcecgecttcecctecgectcactgactcgetgegetecggtegtt
cggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggat
aacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcegttg
ctggcgtttttccataggctccgcecccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagagg
tggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcccectggaagectcececctegtgegetet
cctgttccgaccctgeccgcecttaccggatacctgtcececgectttcecteccttecgggaagegtggegett
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tctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttecgectccaagectgggetgtgtyg
cacgaaccccccecgttcagecccgaccgcectgegecttatcecggtaactatecgtecttgagtccaaccececg
gtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgta
ggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggt
atctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaa
accaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatct
caagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaaggg
attttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagtttt
aaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggca
cctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgecctgactecceccgtegtgtagataact
acgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccg
gctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcecgcagaagtggtectgecaact
ttatccgcctccatccagtctattaattgttgeccgggaagctagagtaagtagttcgeccagttaat
agtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtecgtttggtatgget
tcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatccecccatgttgtgcaaaaaagceg
gttagctccttcggtcecctceccgatecgttgtcagaagtaagttggeccgcagtgttatcactcatggtt
atggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgettttctgtgactggtgag
tactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgectcttgeccggecgtcaata
cgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttecttcgggg
cgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaac
tgatcttcagcatcttttactttcaccagecgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgcc
gcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattat
tgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaa
caaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatce
atgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttegtce
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C.6 Mapa y secuencia genética del recombinante
E. coli TOP10-arsRTet5

3359 EcoRI (1)

E_coli Top10 —arsRTet5 '\:--.H

3364 bp
921 Spel (1)

>E.coli top 10-arsRTet5 3364pb

accaactcagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaggtcggtttttttacatccggattcggaca
aggcttaatatgacgatgacccagtgaaagtatataaatcgtcactgcgatatataccgaagtgct
ccctccgccagctgaagaaatcgctaattcecttgcaatgttageccactggectaatagtattgagetg
ttagataagaactctctcactccagccagagccaccaactcagggctggaaagtaaaaaaccgacg
caaagtcggtttttttacgtcctgattcagacctcctttcaaatgaatagccaactcaaaattcac
acctattaccttcctctgcacttacacattcgttaagtcatatatgtttttgacttatcecgettecg
aagagagacactacctgcaacaatcagaagcgcaatatgtcatttctgttacccatccaattgttce
aaaattcttgctgatgaaacccgtctgggcatcgttttactgctcagecgaactgggagagttatge
gtctgcgatctctgcactgctctcgaccagtcgcagecccaagatctcecececgeccacctggecattgetyg
cgtgaaagcgggctattgctggaccgcaagcaaggtaagtgggttcattaccgcttatcaccgecat
attccagcatgggcggcgaaaattattgatgaggcctggcgatgtgaacaggaaaaggttcaggcg
attgtccgcaacctggctcgacaaaactgttccggggacagtaagaacatttgcagttaaaaattt
agctaaacacatatgaattttcagatgtgttttatccgggaggcattatgttactggcaggcgcta
tctttgtcctgaccatcgtattggttatctggcageccgaaaggtttaggcatcggectggagtacta
gtagcggccgctgcagtccggcaaaaaagggcaaggtgtcaccaccctgecctttttetttaaaac
cgaaaagattacttcgcgttatgcaggcttcctcgcectcactgactcgectgegetecggtegttegge
tgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacg
caggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcecgttgetgg
cgtttttccacaggctccgceccecccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtgge
gaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcccecctggaagcteccctecgtgegetetectyg
ttccgaccctgceccgcecttaccggatacctgtecgecttteteececttecgggaagegtggegetttete
atagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagectgggectgtgtgecacyg
aaccccccecgttcagcecccgaccgcectgegecttateccggtaactategtettgagtccaaccecggtaa
gacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcg
gtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatct
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gcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaacca
ccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaag
aagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattt
tggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaat
caatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagctcgagattctcatgtttgacagcttatc
atcgataagctttaatgcggtagtttatcacagttaaattgctaacgcagtcaggcaccgtgtatg
aaatctaacaatgcgctcatcgtcatcctcecggcaccgtcaccctggatgectgtaggcataggettg
gttatgccggtactgccgggcecctcttgecgggatatcgtccattccgacagcatcgceccagtcactat
ggcgtgctgctagecgctatatgecgttgatgcaatttctatgecgcaccegttcectecggagcactgtee
gaccgctttggccgccgcecccagtcectgcectegettegectacttggageccactatcgactacgecgate
atggcgaccacacccgtcecctgtggatcctctacgeccggacgcatcgtggeccggcatcaccggcecgec
acaggtgcggttgctggcgcctatatcgccgacatcaccgatggggaagatcgggctcecgecactte
gggctcatgagcgcttgtttcggecgtgggtatggtggcaggececcecgtggeccgggggactgttggge
gccatctccttgcatgcaccatteccttgecggecggecggtgectcaacggectcaacctactactggge
tgcttcctaatgcaggagtcgcataagggagagcgtcgaccgatgcecccttgagagceccttcaaccca
gtcagctccttccggtgggcgcecggggcatgactatcgtecgeecgcacttatgactgtettetttate
atgcaactcgtaggacaggtgccggcagcgctctgggtcattttcggecgaggaccgetttegetgg
agcgcgacgatgatcggcctgtcecgcecttgecggtattcggaatcttgcacgcececctegctcaagectte
gtcactggtcccgceccaccaaacgtttcggcgagaagcaggccattatecgeccggecatggecggceccgac
gcgctgggctacgtcttgctggegttcgcgacgcgaggcectggatggectteccecccattatgattett
ctcgcttccggcggcatcgggatgceccecgegttgcaggeccatgectgteccaggcaggtagatgacgac
catcagggacagcttcaaggatcgctcgcggctcttaccagectaacttecgatcactggaccgectyg
atcgtcacggcgatttatgeccgectcggcgagcacatggaacgggttggcatggattgtaggegece
gccctataccttgtcectgcectcecceccececgegttgegtegeggtgcatggageccgggccacctcgacctaa
ctcgagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgta
tcacgaggcagaatttcagataaaaaaaatccttagctttcgctaaggatgatttctggaattce
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C.7 Mapa y secuencia genética del recombinante
E. coli TOP10-arsRTet12

3128 EcoRI(1)

arsRG629 pb 1..689

E.coli Top10 —arsRTet12 a0 Spel (1)

3133 bp

>E.coli top l0-arsrtetl2 3133pb

accaactcagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaagtcggtttttttacgtcctgattcagacc
tcctttcaaatgaatagccaactcaaaattcacacctattaccttcectcectgcacttacacattegt
taagtcatatatgtttttgacttatccgcttcgaagagagacactacctgcaacaatcaggagcgce
aatatgtcatttctgttacccatccaattgttcaaaattcttgctgatgaaacccgtctgggecatce
gttttactgctcagcgaactgggagagttatgcgtctgcgatctctgcactgctctcgaccagtceg
cagcccaagatctcccgceccacctggcattgctgecgtgaaagcgggctattgctggaccgcaagcaa
ggtaagtgggttcattaccgcttatcaccgcatattccagcatgggcggcgaaaattattgatgag
gcctggcgatgtgaacaggaaaaggttcaggcgattgtccgcaacctggctcgacaaaactgttee
ggggacagtaagaacatttgcagttaaaaatttagctaaacacatatgaattttcagatgtgtttt
atccgggaggcattatgttactggcaggcgctatctttgtecctgaccatecgtattggttatctgge
agccgaaaggtttaggcatcggctggagtactagtagcggccgectgcagtccggcaaaaaagggca
aggtgtcaccaccctgccecctttttctttaaaaccgaaaagattacttcgegttatgcaggecttect
cgctcactgactcgctgcgctecggtegttecggetgecggecgageggtatcagectcactcaaaggecgyg
taatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaa
aggccaggaaccgtaaaaaggccgcecgttgectggegtttttccacaggectceccgecceccececctgacgage
atcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgt
ttccecectggaagetceccecctegtgegetcectectgtteccgaccectgecgettaccggatacctgtecg
cctttctcececcecttecgggaagecgtggegetttcectecatagetcacgetgtaggtatctcagttecggtgt
aggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccecccgttcageccgaccgctgecgecttat
ccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactg
gtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggectaact
acggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaa
gagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagecggtggtttttttgtttgcaage
agcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacg
ctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacct
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agatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctg
acagctcgagattctcatgtttgacagcttatcatcgataagctttaatgcggtagtttatcacag
ttaaattgctaacgcagtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaatgcgctcatcgtcatcctcecgge
accgtcaccctggatgctgtaggcataggcttggttatgeccggtactgeccgggectecttgecgggat
atcgtccattccgacagcatcgccagtcactatggecgtgectgectagecgectatatgecgttgatgcaa
tttctatgcgcacccgttctecggagcactgtccgaccgetttggecgecgeccagtectgeteget
tcgctacttggagccactatcgactacgcgatcatggcgaccacaccecgtectgtggatectcetac
gccggacgcatcgtggeccggcatcaccggecgceccacaggtgecggttgectggegectatategecgac
atcaccgatggggaagatcgggctcgccacttcgggctcatgagegecttgttteggegtgggtatg
gtggcaggccccgtggeccgggggactgttgggegccatcectecttgecatgcaccattecttgeggeg
gcggtgctcaacggcctcaacctactactgggectgecttecctaatgcaggagtcgcataagggagag
cgtcgaccgatgcccttgagagcecttcaacccagtcagetcecttecggtgggecgecggggecatgact
atcgtcgccgcacttatgactgtcecttectttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggcagcgcetce
tgggtcattttcggcgaggaccgctttcecgectggagecgcgacgatgatcggectgtecgettgeggta
ttcggaatcttgcacgccctecgctcaagecttegtcactggteccgeccaccaaacgtttecggegag
aagcaggccattatcgccggcatggcggccgacgcgctgggectacgtecttgetggegttecgecgacg
cgaggctggatggccttccccattatgattcttctecgetteccggecggecatecgggatgececgegttyg
caggccatgctgtccaggcaggtagatgacgaccatcagggacagcttcaaggatcgctcecgegget
cttaccagcctaacttcgatcactggaccgctgatcgtcacggecgatttatgeccgectecggegage
acatggaacgggttggcatggattgtaggcgccgccctataccttgtectgecteccecgegttgegt
cgcggtgcatggagccgggccacctcgacctaactcgagtgeccacctgacgtctaagaaaccatta
ttatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggcagaatttcagataaaaaaaatcct
tagctttcgctaaggatgatttctggaattc
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C.8 Secuencia genética del biosensor BASmor

>BASmor 4282pb

gacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttaga
cgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccecctatttgtttatttttctaaatacatt
caaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaaga
gtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcecttttttgecggecattttgecttectgttt
ttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggtt
acatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaa
tgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatccecgtattgacgccgggcaagagce
aactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagce
atcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactg
cggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgg
gggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagce
gtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactactta
ctctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttcectge
gctcggccecctteccggcectggectggtttattgetgataaatctggageccggtgagegtgggtetecgeg
gtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctceccecgtatcgtagttatctacacgacgggga
gtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcatt
ggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaattta
aaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttegt
tccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttecttgagatecctttttttetgegeg
taatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgecggatcaagagce
taccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctag
tgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgecctacatacctcecgetetgetaa
tcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtecttaccgggttggactcaagacgat
agttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcecgtgcacacagecccagcttggagce
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttceccgaag
ggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcettce
cagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcecgeccacctectgacttgagegtegat
ttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggectttttacggt
tcctggcececttttgectggecttttgectcacatgttcectttectgegttatececcectgattetgtggata
accgtattaccgcecctttgagtgagctgataccgctcecgceccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagt
cagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgcaaaccgcecctcecteccceccgegegttggecgatte
attaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatg
tgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgctteccggectegtatgttgtgtyg
gaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgaattcaccaact
cagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaggtcggtttttttacatccggattcggacaaggectta
atatgacgatgacccagtgaaagtatataaatcgtcactgcgatatataccgaagtgctcceccteeg
ccagctgaagaaatcgctaattcttgcaatgttagccactggctaatagtattgagctgttagata
agaactctctcactccagccagagccaccaactcagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaagtce
ggtttttttacgtcctgattcagacctcctttcaaatgaatagccaactcaaaattcacacctatt
accttcctctgcacttacacattcgttaagtcatatatgtttttgacttatccgecttcgaagagag
acactacctgcaacaatcagaagcgcaatatgtcatttctgttacccatccaattgttcaaaattce
ttgctgatgaaacccgtctgggcatcgttttactgctcagcgaactgggagagttatgegtctgeg
atctctgcactgctctcgaccagtcgcagcccaagatctceccecgeccacctggecattgetgegtgaaa
gcgggctattgctggaccgcaagcaaggtaagtgggttcattaccgcttatcaccgcatattccag
catgggcggcgaaaattattgatgaggcctggcgatgtgaacaggaaaaggttcaggcgattgtcce
gcaacctggctcgacaaaactgttccggggacagtaagaacatttgcagttaaaaatttagctaaa
cacatatgaattttcagatgtgttttatccgggaggcattatgttactggcaggcgctatctttgt
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cctgaccatcgtattggttatctggcagccgaaaggtttaggcatcggctggagtactagagaaag
aggagaaatactagatgagtgtgatcgctaaacaaatgacctacaaggtttatatgtcaggcacgg
tcaatggacactactttgaggtcgaaggcgatggaaaaggtaagccctacgagggggagcagacgg
taaagctcactgtcaccaagggcggacctctgccatttgecttgggatattttatcaccacagtgtce
agtacggaagcataccattcaccaagtaccctgaagacatccctgactatgtaaagcagtcattcecce
cggagggctatacatgggagaggatcatgaactttgaagatggtgcagtgtgtactgtcagcaatg
attccagcatccaaggcaactgtttcatctaccatgtcaagttctctggtttgaacttteccteccca
atggacctgtcatgcagaagaagacacagggctgggaacccaacactgagcgtctctttgcacgag
atggaatgctgctaggaaacaactttatggctctgaagttagaaggaggcggtcactatttgtgtyg
aatttaaaactacttacaaggcaaagaagcctgtgaagatgccagggtatcactatgttgaccgca
aactggatgtaaccaatcacaacaaggattacacttcggttgagcagtgtgaaatttccattgcac
gcaaacctgtggtcgcctaataatactagtagcggccgectgcaggcatgcaagecttggcactggec
gtcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaacttaatcgeccttgcagcacat
ccccecectttegceccagectggecgtaatagcgaagaggcecccgcaccgatcgecctteccaacagttgege
agcctgaatggcgaatggcgcctgatgcggtattttcteccttacgecatctgtgeggtatttcacac
cgcatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagcceccgacacccg
ccaacacccgctgacgcgccctgacgggettgtctgcteccecggecateccgettacagacaagetgtg
accgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgecgcga
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C.9 Secuencia genética del biosensor BASros

>BASros_ 4315pb

gacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttaga
cgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaaccectatttgtttatttttctaaatacatt
caaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaaga
gtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcecttttttgecggecattttgecttectgttt
ttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggtt
acatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaa
tgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatccecgtattgacgccgggcaagagce
aactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagce
atcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactg
cggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgg
gggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagce
gtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactactta
ctctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttcectge
gctcggccecctteccggcectggetggtttattgectgataaatctggageccggtgagegtgggtetecgeg
gtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctceccecgtatcgtagttatctacacgacgggga
gtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcatt
ggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaattta
aaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttegt
tccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttecttgagatecctttttttetgegeg
taatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgecggatcaagagce
taccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgteccttetag
tgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgecctacatacctcecgetetgetaa
tcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtecttaccgggttggactcaagacgat
agttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcecgtgcacacagecccagcttggagce
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcececcgaag
ggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcettce
cagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcecgeccacctectgacttgagegtegat
ttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggectttttacggt
tcctggcecttttgectggecttttgectcacatgttcectttectgegttateccecectgattetgtggata
accgtattaccgcecctttgagtgagctgataccgctcecgceccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagt
cagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgcaaaccgcecctcecteccceccgegegttggecgatte
attaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatg
tgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgctteccggectegtatgttgtgtyg
gaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgaattcaccaact
cagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaggtcggtttttttacatccggattcggacaaggectta
atatgacgatgacccagtgaaagtatataaatcgtcactgcgatatataccgaagtgctcceccteeg
ccagctgaagaaatcgctaattcttgcaatgttagccactggctaatagtattgagctgttagata
agaactctctcactccagccagagccaccaactcagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaagtce
ggtttttttacgtcctgattcagacctcctttcaaatgaatagccaactcaaaattcacacctatt
accttcctctgcacttacacattcgttaagtcatatatgtttttgacttatccgecttcgaagagag
acactacctgcaacaatcagaagcgcaatatgtcatttctgttacccatccaattgttcaaaattce
ttgctgatgaaacccgtctgggcatcgttttactgctcagcgaactgggagagttatgegtctgeg
atctctgcactgctctcgaccagtcgcagcccaagatctceccecgeccacctggecattgetgegtgaaa
gcgggctattgctggaccgcaagcaaggtaagtgggttcattaccgcttatcaccgcatattccag
catgggcggcgaaaattattgatgaggcctggcgatgtgaacaggaaaaggttcaggcgattgtcce
gcaacctggctcgacaaaactgttccggggacagtaagaacatttgcagttaaaaatttagctaaa
cacatatgaattttcagatgtgttttatccgggaggcattatgttactggcaggcgctatctttgt
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cctgaccatcgtattggttatctggcagccgaaaggtttaggcatcggctggagtactagagaaag
aggagaaatactagatggcgagcttcctgaaaaagacgatgccgttcaaaaccacgattgaaggca
cggtcaacggtcactactttaaatgtacgggtaaaggcgaaggtaacccgttcgaaggcacccagg
aaatgaaaattgaagtcatcgaaggcggtccgctgcecgtttgegtttcatattctgagcacgtett
gcatgtacggctcaaagaccttcatcaagtacgtgtcgggtatcccggattactttaaacagagcect
tcccggaaggcetttacctgggaacgtaccacgacctatgaagatggecggtttecctgacggegecacce
aagacacctctctggatggtgactgtctggtgtacaaagttaagattctgggcaacaattttccgg
ccgatggtccggttatgcagaacaaagcgggccgttgggaaccggctacggaaatecgtctatgaag
tggacggcgttctgcgcggtcaatccctgatggeccctgaaatgececcgggecggtegtcatetgacct
gtcatctgcacacgacctatcgtagcaaaaaaccggcgagcgccctgaaaatgeccgggcecttteatt
tcgaagatcaccgcattgaaatcatggaagaagtcgaaaaaggtaagtgctacaagcagtacgaag
cagcagtgggtcgctattgtgatgcggcaccgagcaagctgggtcataattaataatactagtage
ggccgctgcaggcatgcaagcttggcactggccgtecgttttacaacgtecgtgactgggaaaaccct
ggcgttacccaacttaatcgccttgcagcacatcccectttegeccagetggegtaatagecgaagag
gcccgcaccgatcgeccttceccaacagttgegcagectgaatggcgaatggegectgatgeggtat
tttctccttacgcatctgtgecggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgetet
gatgccgcatagttaagccagccccgacacccgceccaacacccecgctgacgecgecctgacgggettgt
ctgctcccggcatccgcecttacagacaagctgtgaccgtecteccgggagetgcatgtgtcagaggttt
tcaccgtcatcaccgaaacgcgcga
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C.10 Secuencia genética del biosensor BASama

>BASama_ 4312pb

gacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttaga
cgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaaccectatttgtttatttttctaaatacatt
caaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaaga
gtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcecttttttgecggecattttgecttectgttt
ttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggtt
acatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaa
tgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatccecgtattgacgccgggcaagagce
aactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagce
atcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactg
cggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgg
gggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagce
gtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactactta
ctctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctge
gctcggccecctteccggcectggetggtttattgectgataaatctggagecggtgagegtgggtetegeg
gtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctceccecgtatcgtagttatctacacgacgggga
gtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcatt
ggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaattta
aaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttegt
tccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttecttgagatecctttttttetgegeg
taatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgecggatcaagagce
taccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctag
tgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgecctacatacctcecgetetgetaa
tcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtecttaccgggttggactcaagacgat
agttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcecgtgcacacagecccagcttggagce
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcececcgaag
ggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcettce
cagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcecgeccacctectgacttgagegtegat
ttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggectttttacggt
tcctggcececttttgectggecttttgectcacatgttcectttectgegttateccecctgattetgtggata
accgtattaccgcecctttgagtgagctgataccgctcecgceccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagt
cagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgcaaaccgcecctcecteccceccgegegttggecgatte
attaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatg
tgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgctteccggectegtatgttgtgtyg
gaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgaattcaccaact
cagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaggtcggtttttttacatccggattcggacaaggectta
atatgacgatgacccagtgaaagtatataaatcgtcactgcgatatataccgaagtgctcceccteeg
ccagctgaagaaatcgctaattcttgcaatgttagccactggctaatagtattgagctgttagata
agaactctctcactccagccagagccaccaactcagggctggaaagtaaaaaaccgacgcaaagtce
ggtttttttacgtcctgattcagacctcctttcaaatgaatagccaactcaaaattcacacctatt
accttcctctgcacttacacattcgttaagtcatatatgtttttgacttatccgecttcgaagagag
acactacctgcaacaatcagaagcgcaatatgtcatttctgttacccatccaattgttcaaaattce
ttgctgatgaaacccgtctgggcatcgttttactgctcagcgaactgggagagttatgegtctgeg
atctctgcactgctctcgaccagtcgcagcccaagatctceccecgeccacctggecattgetgegtgaaa
gcgggctattgctggaccgcaagcaaggtaagtgggttcattaccgcttatcaccgcatattccag
catgggcggcgaaaattattgatgaggcctggcgatgtgaacaggaaaaggttcaggcgattgtcce
gcaacctggctcgacaaaactgttccggggacagtaagaacatttgcagttaaaaatttagctaaa
cacatatgaattttcagatgtgttttatccgggaggcattatgttactggcaggcgctatctttgt
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cctgaccatcgtattggttatctggcagccgaaaggtttaggcatcggctggagtactagagaaag
aggagaaatactagatgtcttattcaaagcatggcatcgtacaagaaatgaagacgaaataccata
tggaaggcagtgtcaatggccatgaatttacgatcgaaggtgtaggaactgggtacccttacgaag
ggaaacagatgtccgaattagtgatcatcaagcctgcgggaaaaccccttccattctectttgaca
tactgtcatcagtctttcaatatggaaaccgttgcttcacaaagtacccggcagacatgecctgact
atttcaagcaagcattcccagatggaatgtcatatgaaaggtcatttctatttgaggatggagcag
ttgctacagccagctggaacattcgtctcgaaggaaattgcttcatccacaaatccatctttecatg
gcgtaaactttcccecgctgatggacccgtaatgaaaaagaagacaattgactgggataagtcecctteg
aaaaaatgactgtgtctaaagaggtgctaagaggtgacgtgactatgtttcttatgctcgaaggag
gtggttctcacagatgccaatttcactccacttacaaaacagagaagccggtcacactgeccceccga
atcatgtcgtagaacatcaaattgtgaggaccgaccttggccaaagtgcaaaaggctttacagtca
agctggaagcacatgccgcggctcatgttaaccctttgaaggttaaataataatactagtagcggce
cgctgcaggcatgcaagcttggcactggcecgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggce
gttacccaacttaatcgccttgcagcacatcccecectttegeccagectggegtaatagcgaagaggcece
cgcaccgatcgcccttcecccaacagttgcgcagectgaatggcgaatggecgectgatgeggtatttt
ctccttacgcatctgtgecggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgectctgat
gccgcatagttaagccagccccgacacccgceccaacaccecgctgacgecgecctgacgggettgtetg
ctcccggcatccgcecttacagacaagctgtgaccgtcteccgggagetgecatgtgtcagaggttttea
ccgtcatcaccgaaacgcgcga
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ANEXO D: PARTICIPACION EN EVENTO
CIENTIFICO — MODALIDAD ORAL

A continuacién se presentan el resumen de la comunicacion oral del trabajo y certificado
de asistencia en el XXI Congreso Latinoamericano de Microbiologia y 4° Congreso de
Microbiologia — ALAM2104, realizado del 5 al 8 de Noviembre 2014 en Cartagena de

Indias, Colombia.

TLO-8. Disefio de biosensor para detectar arsénico
utilizando cromoproteinas como sistema reportero

Diana Paola Tamayo F.*, Sergio Mauricio Latorre O.*,
Pedro Filipe Brito B.*

Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotd, Colombia.

Introduccién. El arsénico es un metaloide causante de hiperqueratosis
y diferentes tipos de cancer. La organizacién mundial de la salud reco-
mienda un limite maximo de 10 pg as/L en agua potable. Los métodos
para la deteccién del elemento son costosos, demorados y dificiles de
implementar, por lo que el disefio de biosensores es una solucién pues
son sistemas econdmicos, sensibles, portatiles y de facil manejo. En Co-
lombia aln es escasa y reciente la informacion sobre el potencial riesgo
de contaminacién por as, siendo reportada su presencia principalmente
en los departamentos de Caldas, Narifio y Tolima. El trabajo reporta el
disefio de un biosensor para la deteccién de as en aguas utilizando cro-
moproteinas como sistema reportero.

Materiales y métodos. Se disefiaron 11 pares de primers con el fin de
amplificar y posteriormente secuenciar regiones codificantes del gen
regulador ARSR presentes en cepas nativas resistentes a arsénico y en
clones provenientes de un estudio metagenémico de muestras ambien-
tales de Colombia. Un set de cromoproteinas de distintos colores estan
siendo implementadas a manera de gen reportero, lo que permite la
facil y rapida visualizacidn sin necesidad de adicionar sustratos al medio
de cultivo. El ensamblaje del biosensor se esta realizando utilizando el
vector de clonacién pucl9 y el kit de clonacién biobrick assembly kit
utilizando E. coli DH5a como célula hospedera.

Resultados. El gen ARSR fue identificado en las cepas nativas resisten-
tes a arsénico y en los clones provenientes del estudio metagenédmico.
Las secuencias obtenidas mostraron una estrecha relacién con los ge-
nes ARSR de Bacillius cereus ATCC 14579 (identidad del 99%, e=2e-64)
y Escherichia coli st540 (identidad del 100%, e=0.0). Se presentardn los
avances del constructo del gen ARSR con las cromoproteinas reporteras.
Conclusiones. Se pretende que el biosensor sea implementado para
monitorear as en aguas potables, ampliando la informacidn scbre la
presencia del metaloide en el pais.
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