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Resumen y Abstract IX

Resumen

El arsénico, como metaloide carcinogénico, de alto riesgo para la salud humana y el
medio ambiente, ha incrementado su concentracion en varios ecosistemas de la Sabana
de Bogot4, especialmente en la cuenca media del Rio Bogota. La alta utilizacion de
pesticidas en los terrenos horticolas, asi como la descarga de aguas de desecho
industrial y doméstico han generado condiciones in situ de resistencia y adaptacion
microbiana a la presion de seleccion natural de varios contaminantes, metales pesados y

metaloides.

En este trabajo se realiz6 una busqueda de genes involucrados en la resistencia a
arsénico, presentes en las comunidades bacterianas endémicas de distintos ambientes
de la Sabana de Bogota, mediante un enfoque metagendémico. Se construy6 una libreria
metagenomica de aproximadamente 50.000 clones a partir de muestras de suelos y
sedimentos de la Sabana de Bogota. Mediante un tamizaje que emple6 arsenato como
agente de seleccion, se logro la identificacion de 11 clones de resistencia a altas
concentraciones de arsénico y se identificaron genes reportados del operén ars, que

estan involucrados en la reduccion de este metaloide.

Palabras clave: Arsénico, Genes de resistencia, Metagendémica, Sabana de Bogot4,

Biotecnologia ambiental.
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Abstract

Arsenic, as a human and environmental hazardous agent, has raised its concentration in
many ecosystems of the Bogota Savannah, especially in the middle basin of the Bogota
River. The constant utilization of pesticides in farmlands, together with the discharge of
domestic and industrial sewage, has contributed to the generation of in situ processes of
microbial resistance and adaptation to those contaminants, including heavy metals and
metalloids.

A search of arsenic resistance genes present in bacterial endemic communities of distinct
ecosystems from the Bogota Savannah was conducted using a metagenomic approach.
A soil and sediment based library of about 50.000 clones was performed. An arsenate
based functional screening allowed the identification of 11 clones resistant to high arsenic
concentrations. Its genomic sequences revealed known genes related to arsenic operon

system ars which are involved in arsenic reduction processes.

Keywords: Arsenic, Resistance genes, Metagenomics, Bogota Savannah,

Environmental biotechnology
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Consideraciones éticas

En este proyecto se consideraron los aspectos éticos relacionados en las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en cuestiones ambientales. En
este trabajo se incluy6é el uso de muestras ambientales (suelos, sedimentos y aguas),
concretamente de la Sabana de Bogota, Colombia. Por esta razén se cumplié con los
requerimientos del Decreto 309 de 2000, expedido por el Ministerio del Medio Ambiente,
por el cual se reglamenta la investigacion cientifica sobre diversidad biolégica. Para la
ejecucion del presente proyecto se utilizaron la recoleccion de muestras ambientales
para lo cual se requiere de permisos por parte de las autoridades gubernamentales y
ambientales competentes. En este sentido, se solicitd a través de la Vicerrectoria de
Investigacion de la Universidad Nacional de Colombia, los respectivos permisos los
cuales fueron aprobados e incluyeron: 1) certificado de la no presencia de comunidades
indigenas o negras en el area de influencia del proyecto (resolucion No. 117 del 19 de
octubre de 2011 expedida por el Ministerio del Interior); 2) tramite de contracto marco de
acceso a recursos genéticos para inclusion del proyecto y certificado de inclusion del
proyecto "Busqueda de genes resistentes a arsénico en el metagenoma microbiano de la
Sabana de Bogota” en el permiso marco de estudio con fines de investigacion cientifica
en diversidad biologica No. 8 de 2010 anexo 26 expedido por la Autoridad Nacional de
Licencias Ambientales (ANLA) del Ministerio de Ambiente, Vivienda y de Desarrollo

Territorial.

El proyecto no generé impacto negativo apreciable en el ambiente, ya que fue realizado a
nivel de laboratorio. La mayoria de pruebas y manipulacion de las muestras se
adelantaron en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Aplicada del Departamento
de Quimica, de la Universidad Nacional de Colombia, y por esta razén se acataron todas
las normas emitidas para el trabajo en este lugar y para la disposicion de residuos que se
generaron en el proyecto. Ademas, los reactivos téxicos conocidos o material bioldégico
contaminante fueron desechados ajustandose a las normas nacionales y a estandares
internacionales. Los investigadores que hacen parte de este proyecto no tienen conflictos

de interés derivados de la investigacion propuesta.



Introduccion

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en la corteza terrestre. Su
disposicién se da por fendmenos naturales como la meteorizacion, actividad volcanica y
actividad microbiana, asi como por accion antrépica, principalmente por la mineria y la
realizacion de varios procesos industriales. Su especiacion y dindmica es variada
dependiendo de las variaciones de los potenciales redox del medio exterior, asi como por

la presencia de otros elementos como azufre y algunos metales.

Como agente toxico y de prioridad mundial ha sido ampliamente monitoreado y estudiado
en la regién Indochina y en menor medida en la regién Ibérica asi como en el cono sur de
América Latina. No obstante, alin es escasa la informacion de la presencia,
concentraciones y dindmica del metaloide en varios paises del mundo, incluyendo

Colombia.

Recientes trabajos de revision sugieren un panorama de riesgo potencial en gran parte
del territorio colombiano, magnificado por la agudizacion de la explotacion minera en
varias regiones montafiosas y por los procesos crecientes de densificacion demografica

en las principales ciudades.

La Sabana de Bogot4 se convierte en una regidon en la que convergen riesgos
potenciales de contaminacion, dada la existencia de contaminantes en la cuenca del Rio
Bogota y los desechos domésticos e industriales que generan condiciones de riesgo de
toxicidad por varios metales pesados y metaloides como el arsénico. Ademas por la
caracteristica de sus suelos &cidos, los que generan condiciones de adsorcion y

retencion para las especies solubles de arsénico.



2 Introduccién

Este panorama no ha estado acompafiado de adelantos en mecanismos de vigilancia y
politicas publicas conducentes a la eliminacién de estos compuestos toxicos, toda vez

gue sus inversiones son altas y sus riesgos adn no han sido cuantificados.

La bioremediacion de ambientes contaminados aparece como una herramienta que ha
demostrado reducir significativamente los costos de inversion y de operacion en
comparacion con otras técnicas tradicionales. Por ello, su desarrollo e investigacién son

prioritarias para el panorama de riesgo potencial del arsénico en Colombia.

La busqueda e identificacion de los mecanismos genéticos de los procesos de
bioremediacion es el primer paso necesario para posibles disefios biotecnolégicos

encaminados a la solucion de este tipo de problematicas.

Un importante antecedente del presente trabajo, es el trabajo desarrollado por Carrillo
(2012), quien a partir de 11 aislamientos de la Sabana de Bogota y 17 del departamento
de Cesar en Colombia, con resistencia fenotipica a arsénico, identificé la presencia de
una regién conservada (gen arsB), la cual esta presente en los mecanismos descritos de
reduccion microbiana del arsenato en arsenito. Este trabajo abre una perspectiva para la
utilizacion de herramientas y técnicas que permitan la bdsqueda masiva de mayor

diversidad genética de mecanismos de resistencia al metaloide.

La literatura sugiere una amplia diversidad de mecanismos genéticos involucrados en el
metabolismo microbiano del arsénico, razén por la que es promisoria la identificacién de
nuevas bases genéticas que expliquen de manera suficiente la relacion de los
microorganismos con el metaloide y puedan generar caminos para el disefio de

soluciones.

Tecnologias como la metagendmica, la secuenciacion masiva acidos nucléicos y el
desarrollo de paquetes y algoritmos bioinforméticos ayudan a resolver gran parte de la
bdsqueda necesaria de estos mecanismos genéticos, debido a la recuperacion masiva
de informacién genética y sus relaciones, a la cual no es posible acceder a través de
aislamientos de organismos individuales; enfoque que privilegian las técnicas clasicas de

bioprospeccion.
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El objetivo central del presente trabajo fue la identificacion de genes de resistencia a
arsénico en el metagenoma microbiano de muestras ambientales de la Sabana de

Bogota.

Para ello fue necesario: 1) generar librerias metagendmicas a partir de distintas muestras
ambientales de la Sabana de Bogotd, 2) identificar y seleccionar in vitro clones con
resistencia a arsénico en las librerias metagendmicas, 3) obtener las secuencias de los
clones que confieren resistencia a arsénico en los clones seleccionados y, 4) analizar las
secuencias obtenidas mediante herramientas bioinformaticas. Esta Tesis se presenta en
cuatro secciones principales: la primera de ella realiza una revision del marco teérico de
los aspectos centrales en el desarrollo de esta tesis; posteriormente se presentan los
materiales y métodos, resultados y discusion, sucesivamente. Finalmente se presentan

las principales conclusiones y recomendaciones del trabajo de investigacion.



Introduccién




1.Estado del Arte

1.1 Generalidades del arsénico

El arsénico es un elemento con distribucién amplia en la biésfera, atmdsfera e hidrésfera.
Se estima que comprende alrededor de 5 x 10 “ % de la corteza terrestre. El arsénico
proviene tanto de fuentes naturales como de tipo antropico. La actividad volcénica, la
meteorizacion de las rocas y la accion microbiana sobre las mismas, constituyen la
principal fuente de disponibilidad natural del arsénico. Ademas, actividades como la
mineria, la fundicién de metales, diversos tipos de procesos industriales y la utilizacion de
plaguicidas, constituyen en gran medida, el aporte del ser humano a la dinamica de este
metaloide. El arsénico se encuentra naturalmente en asociaciones con el Azufre, asi
como a otros minerales, entre los que se destacan Manganeso, Hierro, Cobalto, Niquel,
Plata y Estafio. Estas asociaciones se encuentran en forma de minerales como la

arsenopirita, el rejalgar, oropimente, arsenolita, principalmente.

El arsénico es uno de los primeros elementos caracterizados y reconocidos como agente
carcinogénico. Debido al riesgo mundial a causa de este metaloide, son varios los
organismos internacionales como la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos y la Organizacion Mundial de la Salud, que han reglamentado en varios paises la
reduccion en el nivel méximo permitido en aguas para consumo humano pasando en la
mayoria de casos de 50 a 10 g/L (Mirza et al., 2010; Paez-Espino et al., 2009).
Actualmente, el arsénico se encuentra clasificado como un elemento carcinogénico del
grupo | o carcinogénico humano por la Agencia Internacional de Investigaciones en
Cancer y por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO & IARC, 1998; 2004).

La problematica mundial del riesgo del arsénico movil tiende a aumentar, pues son varias
las actividades humanas e industriales que producen como desecho tdxico, cargas
considerables del metaloide en formas biodisponibles. De las actividades mas

importantes al respecto son el desarrollo de la mineria, la quema de combustibles fésiles,
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el uso de pesticidas y herbicidas en cultivos y la utilizacion de preservantes de maderas,
entre otros. Dichas actividades tienen un efecto directo sobre la contaminacion en
cuerpos hidricos debido a la liberacion del arsénico en formas solubles. Asi mismo, el
fendbmeno de contaminacién se extiende en suelos aledafios y con vocacion agricola
(Mirza et al., 2010).

Se ha demostrado que la forma mas comun de intoxicacion por arsénico es por medio de
la dieta diaria, asi como por la ingestion de aguas contaminadas con el metaloide. Los
estudios toxicoldgicos, demuestran que tanto el arsénico en su forma pentavalente como
trivalente, son rapidamente absorbidos por el tracto gastrointestinal en animales (Phan et
al., 2010). La ingestion permanente de arsénico esta relacionada a procesos de
intoxicacion crénica, los cuales pueden desencadenar en dafios al sistema nervioso
central, higado, piel, y apariciones de tipos de cancer como hiperqueratosis, arsenicosis y
cancer de piel e higado (Li et al., 2010; Litter et al., 2010). Los reportes indican que son
las regiones y paises mas pobres del planeta, quienes sufren con mayor severidad el
impacto de problemas por intoxicacion por arsénico debido a las condiciones naturales y
antropicas que hacen que se encuentre preferencialmente en especies solubles y por lo
tanto disponibles (Litter et al., 2010).

Dada la multiple valencia del arsénico, este se puede encontrar en varios estados. Los
estados redox mas estables son: -3 (Gas arsino, AsH3), -1 (Alquil arsénico), 0 (Arsénico
elemental), +3 (Arsenitos) y +5 (Arsenatos), siendo los dos ultimos estados los mas
comunes en soluciones acuosas. La forma reducida trivalente (arsenito) es comun en
aguas con condiciones anodxicas, mientras que la forma pentavalente (arsenato) es mas
comun en aguas oxigenadas. El paso entre estas dos formas es termodindmicamente
favorecido en condiciones Oxicas, pero dependiendo su tiempo de transicion de las
condiciones especificas (Sullivan et al., 2010). De manera similar, las formas trivalentes y
pentavalentes son las mas comunes en los suelos, en los cuales tienden a asociarse
preferentemente a aquellos con contenidos elevados en o6xidos de Fe, Mn y Al,
principalmente por el As(V). La afinidad de adsorcion tanto de arsenitos como arsenatos,
tiende a aumentar en suelos con valores de pH acidos (Corsini et al.,, 2010). De esta
manera, el arsénico puede estar biodisponible en cuerpos hidricos, asi como en suelos
agricolas, aumentando la posibilidad de intoxicacion para los seres humanos y

organismos vivos en general.
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El riesgo asociado a este metaloide para organismos vivos se debe a dos fenbmenos
bioquimicos principales: 1) a la reactividad del ion arsenito con los grupos tioles
presentes en varias de las proteinas y enzimas de importancia metabdlica, generandose
por medio de esta reaccion, especies reactivas de oxigeno que tienen un efecto
deletéreo sobre componentes celulares cercanos (Shah et al., 2010); y 2) al efecto
mimético que tiene el ion arsenato con el ion fosfato, lo que le permite el ingreso por
canales especificos para fosforo a los diferentes tipos de células (Paez-Espino et al.,
2009).

Las tecnologias tradicionales y mas utilizadas hasta hoy en la remocion y detoxificacion
de cuerpos de agua contaminados se basan en aproximaciones fisico-quimicas, muchas
de las cuales resultan tener costos muy elevados para la implementacion y generalmente
tasas de eficiencia muy bajas, dejando de esta manera sin salidas reales y préacticas a
varios paises de regiones como Latino América en donde el problema parece ser méas
significativo de lo que se creia. La combinacion de varios métodos, asi como la
implementacion de sistemas bioldgicos para programas de descontaminacién, parecen
tener un futuro promisorio, sobretodo en lugares que no cuentan con altos recursos de

inversion (Litter et al., 2010).

1.2 Arsénico en el mundo y América Latina

Dadas las caracteristicas tdxicas que hacen del arsénico un agente prioritario para su
manejo y monitoreo a nivel mundial, se estima que existen alrededor de 10 millones de
personas que viven con una alta exposicion a este metaloide a partir de las fuentes
hidricas (Smith & Smith, 2004), pues estan expuestas al consumo prolongado de aguas
con niveles mayores a 10 pg/L, limite establecido por la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO & IARC, 2004).

Los principales paises que albergan esta poblacién en riesgo directo son Bangladesh,
India, Vietham, Nepal, Taiwan, China, Estados Unidos, Espafia Argentina y Chile. No

obstante la probleméatica es mas compleja en aquellos paises en via de desarrollo en los
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gue no existe inversion significativa para el desarrollo de medidas efectivas de monitoreo

y prevencién (Mandal & Suzuki, 2002; Bundschuh et al., 2009).

También, estudios en la region de América Latina, revelan que 14 de los 20 paises tienen
riesgos crecientes de exposicibn y contaminacion con este metaloide, debido
principalmente al aumento de las actividades mineras, las que generan movilidad del
arsénico hacia formas solubles en los cuerpos hidricos superficiales y subterraneos
(Bundschuh et al., 2012).

Algunos de los paises en donde se han reportado niveles de concentracion altos y
riesgos potenciales de contaminacion por arsénico en América Latina son Argentina,
Chile, México, Guatemala, Nicaragua, Peru, Bolivia, Brasil y Uruguay (Bundschuh et al.,
2008). La revision de literatura para el caso de América Latina, es aln muy escasa para
algunos paises, entre ellos Colombia, pais para el cual no existen reportes significativos

de presencia de arsénico a partir de fuentes geoldgicas.

1.3 Arsénico en Colombia

Aunque existen estudios y reportes significativos sobre la presencia de arsénico en
Colombia, la mayoria de estos no se encuentran referenciados en la literatura
internacional, toda vez que los estudios hechos son realizados a escalas muy locales y la
mayoria de ellos con fines de prospeccidn y diagndstico mineraldgico en vastas regiones
del pais. Ejemplo de ello es la ausencia de la mayoria de esta informacién en los

recientes trabajos de revision sobre el escenario del arsénico en América Latina.

La mayoria de reportes y de estudios realizados en el pais, no se han centrado en el
arsénico como problema especifico y significativo, sino que han evaluado la presencia de
este metaloide en conjunto con otros metales pesados y minerales con diferentes
enfoques, entre los que se destacan: presencia de diferentes metales pesados y
metaloides en suelos y aguas, influencia de diferentes metales pesados y metaloides en
la fitotoxicidad de algunos cultivos vegetales, presencia de metales y metaloides en
algunos productos de la cadena alimenticia y asociaciones de diferentes metales y

metaloides con minerales de importancia econémica como en el caso del oro.
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No obstante en el reciente articulo de revision titulado “Environmental ocurrence of
arsenic in Colombia: A review” (Alonso et al., 2014), se muestra una perspectiva mas
amplia de la distribucién del arsénico en el pais y discute sus implicaciones y potenciales
riesgos al medio ambiente y la salud humana. A continuacion se expone la sintesis del

trabajo de busqueda y recoleccién realizado.

En 2007, Ravenscroft realizdé 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 informacion geogréafica, se sefala que alrededor de 1'664.902
personas, lo que equivale a un 5% de la poblacién nacional, estarian en riesgo potencial

de intoxicacion en las zonas montafiosas y valles de la region norte del pais.

Nicolli (2006), sefiala la existencia de fendmenos de liberacién de arsénico asociado a
mineralesde arsenopirita en cuerpos hidricos de los departamentos de Tolima, Caldas y
Narifio, principalmente por la mineria llevada a cabo en esta region del pais,

principalmente de tipo aurifera.

La Figura 1 muestra las zonas del pais en donde se han realizado estudios en diferentes
matrices ambientales como aguas (W), suelos - sedimentos(S) y arsénico asociado a

minerales (M).
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Figura 1. Reportes de estudios de arsénico en Colombia (Alonso et al., 2014).

De las regiones sefaladas, los departamentos de Chocé, Santander, Caldas y Tolima,
tienen reportes en los que se sefalan niveles de arsénico mayores a 40 mg/kg en suelos
y sedimentos. Asi mismo, la presencia del metaloide en estos departamentos es atribuida

al desarrollo de las crecientes actividades mineras.
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Por otro lado, en la Sabana de Bogotd ha sido significativo el nimero de trabajos
realizados, en los cuales se relaciona la presencia o el efecto del arsénico con diferentes
matrices biolégicas, entre las que se destacan suelos, sedimentos y cultivos vegetales.
La figura 2 muestra la ubicacion geografica de los trabajos reportados en las bases de
datos vy literatura nacional.

Figura 2. Estudios de arsénico en la Sabana de Bogota (Alonso et al., 2014).

La mayoria de estudios realizados en la Sabana de Bogota, relacionan el contenido de
arsénico en algunos cultivos de interés. Es de resaltar que se encontraron altos
contenidos de arsénico en cultivos de lechuga y repollo, asi como valores de 0,58 mg/kg
en cultivos de arroz que exceden los méaximos recomendados por la OMS (0,3 mg/kg)
(Figura 2, punto 12) (Alfaro et al., 2002).
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Otro ejemplo es el estudio realizado por la Secretaria Distrital de Salud y el Hospital
Pablo VI de Bosa (2000) en el que en un muestreo de 57 parcelas de cultivo agricola
aledafas a los rios Tunjuelito y Bogota, se encontrd en todas las muestras, tanto de agua
de riego como en hortalizas, la presencia del arsénico en un rango entre 0,5 — 1,3 mg/kg,
entre otros compuestos contaminantes. En el caso de Bosa, Cota y Ricaurte, las
concentraciones de arsénico en hortalizas resulta ser en la mayoria de los casos de nivel

fitotdxico (Figura 2, punto 2) (Barragan, 2008).

Finalmente, los estudios y diagnosticos realizados en el pais no son conducentes en el
sentido de presentar un panorama de riesgo para el medio ambiente y la salud humana,
toda vez que la mayoria de ellos han estado orientados hacia la descripcién mineral6gica
de arsénico y solo algunos de ellos relacionan este metaloide con otras matrices

biolégicas como alimentos y suelos agricolas.

La falta de monitoreo sobre las especies de arsénico es una limitante para la realizacion
de diagndsticos de biodisponibilidad y riesgos toxicoldégicos. No obstante, dos elementos
son necesarios a tener en cuenta: i) la alta concentracién demografica en la zona de la
Sabana de Bogot4, genera un factor potencial de riesgo dado que existen acumulacién
de fuentes antrépicas de arsénico, como por ejemplo, la utilizacién intensiva de
agrotoxicos sobre los cultivos de hortalizas en los suelos de la cuenca media del Rio
Bogota, ii) el creciente boom minero que ha priorizado la politica colombiana, es un factor
de riesgo potencial debido a la liberacion antrépica de arsénico asociado a fuentes
minerales como la arsenopirita, mineral que es abundante en las minas auriferas del

pais.

1.4 Metabolismo microbiano del arsénico

Debido a la alta toxicidad de algunas especies del arsénico, este elemento actia en el
medio ambiente como un agente de seleccién natural, el cual es determinante para
procesos de evolucion en varios organismos, los cuales han generado mecanismos de
interaccion metabdlica con el metaloide. Dichos mecanismos de metabolismo se han
encontrado en plantas, levaduras y en organismos procariotas. A continuacion se

exponen los mecanismos mas relevantes de interaccion microbiana con el arsénico.
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Las principales transformaciones que realizan las células bacterianas sobre el arsénico
se resumen en cuatro tipos: metilacién, demetilacidén, oxidacién y reduccion. Al respecto,
algunas especies realizan estos procesos con el objetivo de detoxificacién, mas sin
embargo el metabolismo del arsénico puede ser utilizado por los microorganismos con
fines de ganancia energética, bien sea como donador o aceptor de electrones. Es asi que
varias especies procariotas han logrado sobrevivir bajo condiciones de presion de
arsénico, mediante la utilizacién de diferentes mecanismos fisiolégicos y bioquimicos
(Zhou et al., 2010).

Se ha reportado que el ingreso de arsénico se da al interior de la célula por medio de las
especies solubles del metaloide As(lll) y As(V). La forma de arsenito utiliza los canales
de las gliceroporinas como forma privilegiada de ingreso y los iones arsenato, debido a
su efecto mimético con los iones fosfato, utilizan los mismos mecanismos de ingreso al
interior de la célula, es decir los canales transportadores de fosfatos (Paez-Espino et al.,

2009) (Figura 3, mecanismo #1).

Para el caso de la reduccion del arsenato, algunas bacterias pueden utilizarlo como
mecanismo de detoxificacion o como forma de obtencion de energia. En el primer caso,
se ha estudiado el operdn ars como el responsable de sintetizar proteinas capaces de
convertir el As(V) a As(lll), el cual es expulsado al exterior de la célula permitiendo su
supervivencia en un medio externo con presién del metaloide (Corsini et al., 2010)
(Drewniak et al., 2010) (Figura 3, mecanismo #2). El segundo caso, la presencia de una
ruta disimilatoria de reduccion le permite a la célula (generalmente bajo condiciones
anoxicas) ganar energia mediante el acople del proceso reductivo del arsénico a la

oxidacién de materia organica (Corsini et al., 2010) (Figura 3, mecanismo #5).

Por otro lado, el proceso de oxidacién del As(lll) es considerado un proceso de
descontaminacién del medio, pues el arsenito es considerado mas téxico que el
arsenato. Este proceso es llevado a cabo principalmente por bacterias heterotroficas y
quimioautotréficas. EI mismo requiere de la utilizacién de una enzima arsenito oxidasa
gue cataliza el paso de As(lll) a As(V) (Corsini et al., 2010; Drewniak et al., 2010) (Figura

3, mecanismo #4).
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Figura 3. Metabolismo microbiano del arsénico. 1) Ingreso de arsenato al interior de la célula mediante la
utilizacion de canales de fosfato. 2) Mecanismo de reduccion del arsenato mediado por el operén ars y
expulsion de arsenito. 3) Captura de arsénico en forma de arsenito al interior de la célula. 4) Oxidacion del de
arsenito mediada por genes tipo aox. 5) Reduccién de arsenato mediada por genes tipo arr. 6) Mecanismos
de metilacion del arsénico y expulsién de arsénico en forma organica al exterior de la célula. Tomado de
Paez-Espino et al. (2009).

El mecanismo de resistencia a arsénico mas estudiado en microorganismos es el
correspondiente al operon ars. Este operdn fue descrito inicialmente como una regién
relacionada exclusivamente a plasmidos bacterianos (Hedges & Baumberg, 1973; Novick
& Roth, 1968; Silver et al., 1981). Sin embargo, su presencia se ha observado en mas de
50 organismos entre arqueas, bacterias, levaduras y algunos otros eucariotas sugiriendo
una evolucién convergente de este caracter genético (Jackson & Dugas, 2003). Dentro
de las Proteobacterias, la resistencia a arsénico mediada por el sistema Ars ha sido
descrita en Escherichia coli (Carlin et al 1995; Diorio et al.,, 1995), Pseudomonas
aeruginosa (Cai et al., 1998), Yersinia spp (Bansal et al., 2000), Acidiphilum multivorum
(Susuki et al., 1997; 1998), Thiobacillus ferrooxidans (Butcher et al., 2000),
Acidithiobacillus caldus (Dopson et al., 2001), y Corynebacterium glutamicum (Ordoiiez et
al., 2005), entre otras (Silver y Phung 2005).



15 Busqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogota

El operon ars cuenta con dos componentes fundamentales: 1) el gen que codifica la
arsenato reductasa (ArsC), y 2) el gen que codifica para una bomba de eflujo especifica
para arsenito (ArsB). ArsC es una molécula pequefa (entre 13 a 15 kDa), que cataliza la
reduccion de As(V) a As(lll) al interior del citoplasma. Posteriormente a la reduccion del
As(V), la bomba de eflujo ArsB especifica para As(lll) tiene la posibilidad de evacuar
hacia el exterior celular el producto reducido de arsenito que se encuentre al interior del
citoplasma (Stolz et al., 2006). Ademas de estos dos componentes principales, el sistema
Ars puede contener ATPasas (ArsA), elementos regulatorios (ArsR, ArsD), entre otros
(Mateos et al., 2006). La proteina reguladora ArsR y la bomba de expulsion
transmembranal ArsB confieren resistencia a arsenito, y el operén ars completo confiere
resistencia tanto al arsenito como al arsenato. El gen arsA codifica una proteina ArsA
intracelular, ATPasa, que se enlaza como un dimero a la proteina ArsB de la membrana
permitiendo que esta bomba de expulsion de arsenito funcione quimiosmoticamente
(ArsB sola) o como una ATPasa (complejo ArsAB). El gen arsD es sugerido como
codificador de un corepresor ArsD del operén arsRDABC adicional a ArsR (Silver &
Phung 1996). La organizacion del sistema de resistencia Ars es muy diverso en los
microorganismos, en el cual varia tanto el tipo de gen presente dentro del operén, como
el orden en que se organizan dichos genes (Butcher et al., 2000; Chauhan et al., 2009;
Paez-Espino et al., 2009; Silver & Phung, 2005; Stolz et al., 2006).

Otro mecanismo de interaccién con el arsénico, se ha encontrado en bacterias que
realizan la reduccion del arsenato utilizdndolo en la cadena de transporte de electrones
para el proceso de respiracion celular. Genes del tipo arr han sido descritos en
organismos como Chrysiogenes arsenatis y Bacillus selenitireducens en los cuales estas
unidades genéticas codifican heterodimeros con una subunidad larga con actividad
catalitica (ArrA) y una subunidad pequefa que realiza el proceso de transferencia de

electrones (ArrB) (Stolz et al, 2006) (Figura 3, mecanismo #5).

El proceso inverso, también es llevado a cabo en algunas bacterias, las cuales tienen la
capacidad de oxidar las especies de arsenito para la obtencion de arsenato, mediante la
utilizacion de arsenito oxidasas. Estas enzimas son codificadas por genes de tipo aox,
también conocidos en algunos reportes como genes aro y aso, los cuales estan
organizados en operones (Figura 3, mecanismo #4). La proteina, es un heterodimero con

una subunidad catalitica (AoxB) y una subunidad asociada (AoxA), que la caracteriza la



Estado del Arte 16

presencia de un clister de tipo Rieske 2Fe-2S, asi como una secuencia lider de tipo TAT
(Stolz et al, 2006).

1.5 Bioremediacion del arsénico

Las tecnologias convencionales para remocién de arsénico del ambiente son
principalmente de tipo fisico quimico, destacdndose: la coagulacion-filtracion, el
intercambio i6nico, la adsorcién en alimina activada y procesos de 6smosis inversa.Si
bien cualquiera de ellas tiene alta eficiencia de remocion, también tienen limitaciones en
términos de sus altos costos de inversion y mantenimiento, asi como por el requerimiento

de personal calificado para la operacion de las plantas (Gadd, 2000).

Frente a esta limitacion, los procesos biolégicos han aparecido como una alternativa
importante, principalmente por sus bajos costos de operacion requeridos. De esa forma,
la inmovilizacion, degradacion o transformacion de las sustancias contaminantes
mediante la actividad de microorganismos, para producir productos no téxicos o al menos
con menor toxicidad, hace de la bioremediacién una herramienta que cobra mayor

importanciaactualmente (Gadd, 2000).

La biosorcion es el fendbmeno mas estudiado para biorremediacion de varios metales
pesados. La biomasa capaz de participar en estos procesos es facilmente extraible y es
por ello que la busqueda de este tipo de microorganismos es un campo de investigacion
en constantecrecimiento, asi como el estudio de sistemas biosorbentes. Un ejemplo de
esto es la utilizacion de consorcios microbianos o sistemas mixtos formados por
microorganismos y macromoléculas (polimeros) sorbentes, que podrian incrementar los

rendimientos en la captacion de mezclas de metales pesados y metaloides (Vullo, 2003).

La utilizacion de microorganismos como biosorbentes de metales pesados y metaloides
ofrece una alternativa potencial a los métodos ya existentes para la detoxificacién y
recuperacion de metales toxicos o valiosos, presentes en aguas. Muchas levaduras,
hongos, algas, bacterias y cierta flora acuatica tienen la capacidad de concentrar metales
a partir de soluciones acuosas diluidas y de acumularlas al interior del citoplasma o al
exterior de la membrana celular (Kotrba et al, 1999, Schmoger et al, 2000). Varias
estrategias para remover metales pesados de ambientes contaminados han sido

descritas (Valls y Lorenzo, 2002).
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Con respecto a procesos de bioremediacién de arsénico, han sido reportados el uso de
plantas debido a la presencia de fitoquelatinas que son inducidas en presencia del
agente toxico (Schmoger et al. 2000), y en el uso de microorganismos para sobre-
expresar genes responsables por la acumulacion intracelular del metaloide (Kostal et al.
2004, Sauge-Merle et al. 2003) o su acumulacién extracelular para uso como biosorbente
(Kotrba et al. 1999, Valls et al 2000). Mateos y colaboradores (2006) propusieron un
modelo microbiano en Corynebacterium glutamicum, que combinaba la sobreexpresion
de proteinas retenedoras de arsénico como la ArsR, la cual es la responsable del
reconocimiento de arsénico en el medio exterior y regulacion del operén ars, y la
mutacion de los canales de expulsion de arsénico hacia el exterior de la célula (ArsB),
haciendo de esta manera células bacterianas con una capacidad de almacenamiento de

hasta 50 veces su capacidad natural (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de bioremediacion de arsénico propuesto para C. glutamicum. A) Ingreso de arsénico al

interior de la célula; B) Mutacion de canales responsables para la expulsion de arsenito; C) Sobreexpresion

de proteinas retenedoras de arsénico (Mateos et al., 2006).
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La utilizacion de bacterias para la biosorcion de otras formas de arsénico como el
arsenito y el monometil arsenato, han sido evaluadas con éxito en especies como
Acidithiobacillus ferrooxidans, abriendo las posibilidades del uso de bacterias para
procesos de biorremediacion del arsénico en ambientes contaminados (Yan et al, 2010).
Trabajos como el de Mateos y colaboradores (2006) sugieren que la combinacién de los
procesos de transformacion de arsénico utilizados por las bacterias por medio de
técnicas de transformacion genética, pueden dar lugar a organismos modelos de
biorremediacion con efectividad para la remocion y acumulacion de arsénico de aguas
contaminadas. Un ejemplo de ello es el trabajo realizado por Villadangos y colaboradores
(2010), en el cual se realizé un ensayo de biorremediacion, con la utilizacion de mutantes
de bacterias corineformes. Dichas bacterias modificadas genéticamente tienen la
capacidad de retencion de arsenato, debido a la inactivaciéon de los genes arsC1 y arsC2,
los cuales codifican las enzimas necesarias para la reduccion del arsenato en arsenito,

para su posterior expulsién celular.

1.6 Metagendmica

La mayor parte de la riqueza natural es desconocida. Aun existen descubrimientos de
nuevas especies de animales y plantas en vastas regiones del planeta y ello se hace méas
significativo en los microorganismos dada la complejidad investigativa y experimental que

implican sus aislamientos y procedimientos a nivel de técnicas de laboratorio.

Se estima que tan solo alrededor del 5% de los microorganismos han sido conocidos y
caracterizados por algun tipo de técnica bioquimica o molecular, principalmente por el
poco conocimiento actual sobre requerimientos fisicos, quimicos, ambientales y
nutricionales de los microorganismos, lo que hace que la gran mayoria no sean

cultivables bajo las técnicas convencionales de laboratorio (Amman et al., 1995).

La gran dimensién de un 95% desconocido aun en el mundo microbiano, implica a su vez
un desconocimiento generalizado sobre las rutas metabdlicas, relaciones e interacciones
especie — especie y en general la base genética que se encuentra detras de este tipo de
relaciones. Asi, de la misma manera como son desconocidas las especies, son inmensas
las posibilidades para la busqueda e identificacion de nuevos genes y rutas metabolicas

de ambientes especificos (Turnbaugh & Gordon, 2008).
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La metagendmica es principalmente un enfoque procedimental, que haciendo uso de los
avances en las técnicas de extraccion y purificacion de acidos nucléicos, realiza un
aislamiento generalizado de un ambiente especifico, dando la posibilidad de capturar la
diversidad gendmica que se encuentran determinadas por la presion de seleccion que

ofrece las condiciones especificas de un entorno particular (Handelsman, 2004).

Es por ello que la metagenémica se convierte en una herramienta que posibilita el acceso
a la gran mayoria de la riqueza de informacion microbiana de un medio ambiente
especifico, en el que existen relaciones metabdlicas determinadas por la seleccion
natural. El aislamiento de dicha informacién se logra evitando la condicionante de la
realizacion de técnicas de cultivo especifico, por lo que hace de ella una técnica de
caracter masivo, que se basa en la extraccion de los acidos nucléicos totales de una

muestra ambiental especifica (Langer et al., 2006).

En el desarrollo de la metagendmica como herramienta general se podrian discriminar
dos grandes aproximaciones sobre las que se han desarrollado los desarrollos
investigativos; ellas son a un nivel genotipico y a un nivel fenotipico. La primera de ellas
explora las bases gendmicas del funcionamiento de una comunidad especifica en un
medio ambiente. La segunda aborda una busqueda o prospeccion en funcién de la

expresion proteica de la comunidad microbiana (Figura 5).

Los desarrollos investigativos que se basan en el genoma suelen tener tres tipos de
aproximaciones: de diversidad ecoldgica, a nivel de existencia de regiones genéticas
especificas con funcionalidades determinadas y a nivel de exploracion total bien sea del
ADN o ARN. Para el caso de la exploracién de ecologia microbiana en un determinado
ambiente, la amplificacion de los genes ribosomales 16S y 18S para el caso de
procariotas y eucariotas, respectivamente, suele acompafarse mediante técnicas
electroforéticas que sefialan una idea cualitativa de la diversidad, asi como mediante
secuenciacion especifica de este tipo de regiones conservadas. También, la
identificacion de regiones genéticas especificas mediante el disefio de primers hace de la
metagenodmica una herramienta para la bdasqueda de elementos genéticos relacionados
a funciones conservadas especificas. Finalmente, la secuenciacion masiva logra generar
una imagen general no solo de la diversidad microbiana del microcosmos, sino de las
posibles interacciones que alli se suceden. Discriminar el ADN y ARN como molécula de

estudio significa tener por un lado, la totalidad del set de intrones y exones a partir del
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ADN, o las regiones codificantes y que estan en expresion en un momento determinado,

bajo unas condiciones especificas, cuando se parte del ARN (Handelsman, 2004).

Los desarrollos investigativos basados en la funcionalidad son dirigidos principalmente a
nivel postranscripcional o a nivel de la expresion protéica del ARN que esta siendo
transcrito. Este tipo de aproximaciones resulta muy adecuado en los enfoques de
bioprospeccion, toda vez que es posible encontrar funcionalidades especificas, pero con
bases genéticas diferentes, las cuales seria imposible identificar con el conocimiento
previo de regiones conservadas para funciones conocidas. El desarrollo de tamizajes o
barridos funcionales cobra especial relevancia pues a partir de estos se realiza el

proceso de seleccién de la funcionalidad esperada (Desai et al., 2012).
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Figura 5. Aproximacion general de la metagenémica.

No obstante, las aproximaciones metagenomicas de bases genéticas y de expresion
funcional no son contradictorias entre si. Por el contrario estas aproximaciones suelen
ser complementarias debido a que la identificacién de regiones genéticas tiene que ser
verificada a nivel de expresion fenotipica y asi mismo, la presencia de una funcion
especifica debe comprenderse y abordarse desde sus bases genéticas con el fin de

explicar la totalidad del fenémeno de estudio.

La construccién de librerias metagendmicas logra la articulacion de los enfoques

gendmicos y fenotipicos, pues logran organizar una muestra especifica de ADN o ARN
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en vectores de clonacion, con el fin de ser utilizados posteriormente, bien sea para
ensayos de secuenciacion, amplificacion de genes especificos o ensayos funcionales.
Para ello, los procesos de extraccion de los &cidos nucléicos, la seleccién del vector de
clonacién y el disefio del barrido funcional son pasos fundamentales para el logro
satisfactorio de un proceso de bioprospeccion metagenémica. La construccion de
librerias metagen6micas es una herramienta que permite una blsqueda masiva,
relativamente rapida y de bajos costos, en comparacion con otros enfoques de blsqueda
de genes funcionales como por ejemplo la busqueda mediante amplificacion molecular

de regiones conservadas (Stenuit et al., 2008).

La extraccion de ADN como primer paso de la construccion de las librerias
metagenomicas, es quiz4 el de mayor importancia y determinante en el desarrollo de la
libreria. Varios autores han sefialado la importancia y necesidad de obtencién de ADN de
alta calidad y con la remocion de agentes inhibidores y contaminantes como &cidos
humicos (Di Bella et al., 2013).

Los &cidos humicos y falvicos se caracterizan por su composicion heterogénea y por la
formacion de complejos con diferentes metales que comunmente se encuentran en
suelos y sedimentos. Es por ello que su presencia en diferentes procedimientos
moleculares puede considerarse como inhibitoria, debido a la formacion de complejos
con metales que en la mayoria de casos son cofactores necesarios para el
funcionamiento de enzimas como polimerasas, fosfatasas y ligasas, entre otras (Zipper et
al., 2003).

Varios protocolos han sido desarrollados en funcion de lograr altos contenidos de ADN
de alto peso molecular con remocion de la mayoria de agentes inhibitorios que aseguren
una alta calidad de los &cidos nucléicos. En general, los protocolos utilizan una
combinacién de columnas de separacion, con la utilizacion de técnicas electroforéticas
para lograr una separacion de los acidos humicos (Courtois et al., 2001; Hurt et al., 2001,
Lloyd-Jones & Hunter, 2001; Santosa, 2001).

Posteriormente, la seleccion de los vectores de clonacidon, constituye un determinante
para la caracterizacion de la libreria metagenomica, en tanto el vector restringe el tamafio
promedio de los insertos a ser utilizados. Las librerias construidas con la utilizacion de

plasmidos permiten la insercion de fragmentos metagendmicos pequefios (entre 2kb y
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5kb), los cuales estan asociados tanto a elementos cromosémicos como plasmidicos del
metagenoma estudiado. Otros enfoques han privilegiado la utilizacién de vectores de
grandes tamafos como cdsmidos, fésmidos y BAC's, los cuales permiten que los
elementos regulatorios y de expresién propios de los genes tengan una mayor
probabilidad de resultar completos e integros luego del proceso de clonacion. No
obstante, la utilizacion de este tipo de vectores es restringida a la integracion de ADN

exclusivamente cromosémico (Kakirde et al., 2010).

Posteriormente la seleccion del organismo hospedero, es un elemento determinante en la
construccion de la libreria metagendémica, dado que existe una estrecha relacion entre la
magquinaria gendémica de un organismo con sus mecanismos de regulacion, expresion y
traduccion proteica (Taupp et al., 2011). Por ejemplo, es conocido que la mayoria de
genes codificados por actinomicetos, no se expresan facilmente en E. coli, debido a su
diferencia significativa de contenido de G+C (Strohl, 1992). Ello genera un limite objetivo
en el tipo de genes que se pueden expresar en un hospedero especifico y por lo tanto
cualquier hospedero utilizado en la construccién de una libreria metagenémica tendra un

rango de elementos genéticos que no son compatibles con su maquinaria de expresion.

1.7 Metagendmica y bioremediacion

La busqueda de microorganismos, genes, enzimas y redes metabdlicas que catalizan
procesos de degradacion de compuestos contaminantes o xenobidticos ha sido
impulsada por el desarrollo de la metagendémica y en particular por los disefios que esta
ha permitido mediante los enfoques de barridos funcionales, pues permiten encontrar a
nivel fenotipico elementos genéticos expresados en condiciones particulares de

contaminacion simuladas in vitro.

Como ejemplo de ello, Daniel (2004) presenta una revisidbn sobre la utilizacion de la
metagenomica en la identificacion de nuevas enzimas y genes para aplicaciones
industriales y de remediacién, sobre las que las estrategias basadas en aproximaciones

funcionales han sido mayoritarias para la identificacion de nuevos mecanismos.

También, la revision hecha por Calcagno (2005), enfatiza en las ventajas y versatilidad de
la metagendémica en el campo de la remediacion de ambientes contaminados y la

prospeccion de genes relacionados con la degradacién de compuestos toxicos.
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El trabajo de Eyers et al. (2004), presenta una revision de dos estrategias ampliamente
utilizadas en la busqueda de genes y rutas metabdlicas relacionadas con procesos de
remocién bacteriana de agentes xenobidticos y contaminantes. La primera de ellas se
centra en la busqueda de regiones gendmicas que potencialmente codifican genes
involucrados en rutas metabodlicas de detoxificacibn mediante la amplificacion de
regiones y dominios conservados; el segundo enfoque, conocido como tamizaje o barrido
funcional, parte de la exploracién e identificacién de la capacidad descontaminante de un
individuo, para desde alli conducir un proceso de identificacién y caracterizacion a nivel

genético.

En general, la metagendmica aporta la base genética sobre la cual los microorganismos
metabolizan e interactian con los compuestos xenobidticos, razén por la cual, la
bdsqueda de genes de resistencia a diversos tipos de contaminantes es una de las
aproximaciones comunmente utilizadas como base para futuros desarrollo

biotecnoldgicos en el campo de la bioremediacion.

Ejemplo de ello es el trabajo desarrollado por Chauhan et al. (2009), en el que a partir de
una muestra ambiental de los desechos de una planta de tratamiento, se identificd un
nuevo gen de resistencia a arsénico. La aproximacion utilizada en este trabajo consistio
en la creacién de una libreria metagendémica de 413.000 clones con la utilizacion de
plasmidos como vectores de clonacion y un tamafio promedio de insertos de ADN
metagenomico de 3kb. De dos clones que presentaron resistencia a arsénico se logré el
aislamiento e identificacion de un nuevo gen (arsN) que participa junto a los genes que

componen el operdn ars, en la mediacion de la reduccion del arsenato en arsenito.

Finalmente, Achour et al. (2007), disefiaron un set de primers degenerados con el fin de
evaluar diversidad del componente arsB del operon bacteriano ars en varios aislamientos
de bacterias resistentes a arsénico. La implementacion de estos primers pueden ayudar
a dilucidar si los fenotipos positivos para un tipo de resistencia a arsénico, estan ligados a

algun tipo de operones descritos previamente.
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1.8 Metagendmica y ensayos funcionales

La identificacion de mecanismos involucrados en las rutas metabdlicas a nivel de
expresion fenotipica, depende en gran medida de la resolucion del ensayo funcional, es
decir, de la posibilidad de identificacion, certeza y reproducibilidad del ensayo mismo. Por
ello, el disefio del tamizaje funcional debe contar con esas caracteristicas para que
permitan identificar facilmente los fenotipos deseados, méxime cuando las librerias
metagenomicas construidas tienen tamafos considerables, que hacen inviables

caracterizaciones bioquimicas y moleculares complejas de cada uno de los clones.

El trabajo descrito por Simeonova et al. (2004) establece un método que, basado en la
reaccion de los iones arsenito y arseniato con nitrato de plata, permite generar
precipitados de color amarillo para el arsenito de plata y rojo para el arseniato de plata.
De esta forma, es posible implementar dicho principio para la visualizacién de los
cambios del estado de oxidacion generados a partir de un organismo, teniendo en cuenta
gue uno de los principales retos es masificar y estandarizar esta técnica en funcion de la

evaluacién de miles de clones caracteristicos de las librerias metagenémicas.

También, Chauhan et al. (2009), implementa un tamizaje funcional que tiene como
principio la seleccion positiva de clones a una alta concentracion de arsenato de sodio,
con el fin de identificar microorganismos con un fenotipo de resistencia elevada al
metaloide. En dicho trabajo se establece un valor de 50 mM de arsenato de sodio como
umbral de deteccidén y tamizaje funcional sobre el que se logran encontrar dos clones

resistentes a este metaoilde, sobre una libreria de 413.000 clones.

1.9 Metagendmica y secuenciacion

El desarrollo de la metagendmica esta directamente relacionado con el desarrollo de las
nuevas técnicas de secuenciacion masiva (High Throughput Sequecing). La gran
cantidad de material genético que se encuentra en un estudio metagenomico, debe

acompanfarse con tecnologias que posibiliten su lectura e identificacion (Qin et al., 2010).

La innovacion hacia la secuenciacion de segunda generacion, generdé un rapido
despliegue de datos gendémicos, haciendo en horas lo que en la secuenciacion tradicional

por el método de Sanger tardaba meses (Di Bella et al., 2013).
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Entre las tecnologias emergentes, el sistema 454 FLX+ (Roche®) se destaca por ser una
tecnologia basada en el principio de la pirosecuenciacion, el cual mediante una reaccion
de PCR, identifica cada adicion de nucleétidos con una reaccién mediada por la
luciferasa, la cual genera un patron especifico para cada nucleo6tido que posteriormente

es captada por un sensor (Nowrousian, 2010).

Una de las desventajas de este sistema es la aparicion de extensiones homopoliméricas,
debido a la forma en que el sistema detecta la incorporacién de los nucleétidos. El
resultante son regiones con presuntas mutaciones de inserciones / deleciones (Kunin et
al., 2010). No obstante, debido a la extension de lectura del sistema 454 FLX+ (Roche®),
alrededor de 700 bases, es recomendable para el ensamblaje de fragmentos
metagenomicos, pues esta por encima de la extension generada por el resto de las
tecnologias de segunda y tercera generacion desarrolladas hasta el momento (Di Bella et
al., 2013).

Otras tecnologias desarrolladas de segunda generacion son: el sistema HiSeq 2000/2005
(lumina®) el cual, basado en el principio de un terminador reversible, genera fragmentos
de alrededor 150 pares de bases y una lectura total por corrida de hasta 600 Gb; el
sistema 5500xI W SOLID (Life Technologies®) el que, a partir de una reaccién de
ligacién, genera fragmentos de alrededor 75 pares de bases y una lectura total por
corrida de hasta 320 Gb (Liu et al., 2012). Finalmente el sistema lon PGM (Life
Technologies®) el que, con base al principio de deteccion protonica, genera lecturas
entre 100 — 200 pares de bases con una lectura total por corrida de hasta 2 Gb (Rusk,
2011).

Sin embargo, la secuenciacion por terminacion de didesoxirribonucle6tidos desarrollada
por Sanger et al. (1997) aun es ampliamente utilizada en el campo de la metagendmica.
Por un lado para la identificacion a nivel de especie utilizando la region conservada del
gen 16S ARNr (Cole et al.,, 2009), pero también para la realizacion de un marcaje
especifico con el fin de utilizar de manera complementaria la secuenciaciéon por el

método de Sanger y otras alternativas de secuenciacion masiva.
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1.10 Herramientas bioinformaticas para la busqueda de
genes

Analizar la gran cantidad de informacion proveniente de la secuenciacion masiva se
convierte, naturalmente en el principal reto que la metagendmica enfrenta. El desarrollo
de la capacidad de analisis computacional mediante algoritmos agiles y certeros es una
necesidad que debe acompafiar de manera paralela el desarrollo del acceso a la

informacion genética masiva (Handelsman, 2004).

La ventaja que ofrece la metagendmica de dar un amplio panorama de la diversidad
gendmica de un ambiente particular, es a su vez su principal reto y cuello de botella en el
andlisis y esclarecimiento de tal cantidad de datos. En primer lugar la metagenémica

debe enfrentar el reto del ensamblaje de las multiples lecturas (Scholz et al., 2012).

Las tecnologias de segunda y tercera generacion de secuenciacidbn masiva que generan
lecturas por debajo de las 200 pares de bases tiene la mayor dificultad, pues debido a la
redundancia de funciones y rutas metabdlicas existentes en un ambiente especifico, se

eleva la probabilidad de formacién de quimeras gendmicas.

Las lecturas mas grandes, generadas por los sistemas 454 (Roche®) que se encuentran
entre 400 y 1000 pares de bases, reducen significativamente la probabilidad de
generacién de quimeras, pero a su vez incorporan la posibilidad de errores en el proceso

de ensamblaje debido a la presencia de regiones homopoliméricas.

Por ello, varios algoritmos han sido adaptados y otros nuevos desarrollados con el fin de
optimizar el ensamblaje de fragmentos de lecturas cortos, provenientes de muestras
metagenomicas. Algunos de ellos son Meta-IDBA (Peng et al., 2011), MetaVelvet (Namiki
et al., 2012), Metagenomic Assembly Program (MAP) (Lai et al., 2012), AbySS (Simpson
et al., 2009), Bambus 2 (Koren et al., 2011), Genovo (Laserson et al., 2011) y MIRA
(Chevreux et al., 1999; 2004).

Particularmente, el algoritmo MIRA (Chevreux et al., 1999; 2004), es importante para el
trabajo de lecturas provenientes de pirosecuenciacion. Esta herramienta bioinformatica
ha desarrollado una optimizacién para el ensamblaje especifico de lecturas provenientes
de sistemas de Roche®, incluyendo paquetes para el trabajo especifico de los formatos

de este tipo de secuencias. Algunos trabajos recientes han hecho uso de este algoritmo



27 Busqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogota

para el ensamblaje de este tipo de secuencias (Ekstrém et al., 2013; Hook et al., 2014;
Xavier et al., 2012).

Existen sin embargo, algunos enfoques de analisis metagendmico que obvian el proceso
de ensamblaje y realizan un proceso de asignacion funcional directamente sobre las
lecturas generadas a partir de los sistemas de secuenciacion masiva. Por esencia, este
tipo de enfoques suelen perder genes de interés y funciones asociadas, pues el tamafio
corto de las lecturas no permite la identificaciébn de tales regiones con la mayoria de
algoritmos existentes. Por ello, entre mas grandes sean los fragmentos de lecturas,
mayor es la probabilidad de identificar funcionalidad, asi que se hace deseable un
proceso previo de ensamblaje con el fin de generar contigs y a su vez regiones mas

grandes o scaffolds (Desai et al., 2012).

El segundo reto bioinformatico, es la asignacion funcional sobre los contigs o scaffolds
generados, bien sea para la identificacién de genes o la asignacién de funciones y rutas
metabdlicas. En general existen dos posibilidades: la primera de ellas, consiste en la
bdsqueda de genes a partir de las propiedades intrinsecas de las secuencias,
principalmente en la identificacion de marcos abiertos de lecturas o ORF's (del inglés
Open Reading Frames); la segunda estrategia es mediante la utilizacién de algoritmos de
alineamiento como BLAST y BLASTX, con el fin de realizar busquedas de similaridad en

las bases de datos gendmicas.

En el primer caso, algunos de los algoritmos desarrollados son: FragGeneScan (Rho et
al., 2010), Orphelia (Hoff et al., 2009), MetaGeneAnnotator (Noguchi et al., 2008),
Glimmer-MG (Kelley et al., 2012), MetaGeneMark (Zhu et al., 2010) y Metagenomics
Gene Caller (MGC) (El Allali & Rose, 2013). Estos algoritmos realizan un proceso de
identificacion de genes potenciales sin ningun tipo de informacién adicional mas que las

caracteristicas internas de la secuencia; son algoritmos de novo.

También, es posible realizar un proceso de anotacién en funcién de la busqueda de
patrones similares de las secuencias con las bases de datos existentes. En general, el
proceso consiste en la utilizacién de un algoritmo de alineamiento multiple con el fin de
ubicar regiones similares en bases de datos especificas y herramientas especificas para
la anotacion funcional como: Clusters of Orthologous Groups system (COG) (Tatusov et

al., 2003), Pfam (Bateman et al., 2004), the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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(KEGG) (Kanehisa & Goto, 2000), the Conserved Domains Database (CDD) (Marchler-
Bauer et al., 2005), SEED (Overbeek et al., 2005), TIGRFAM (Selengut et al., 2007).

El dltimo desarrollo de procesos de anotacion, ha estado centrado en la automatizacion y
combinacién de los dos enfoques anteriormente descritos, muchos de ellos para el facil
acceso en linea. Algunos de los mas destacados son: MG-RAST (Meyer et al., 2009),
Metagenome Analyzer (MEGAN) (Huson et al., 2007), the Integrated Microbial Genomes
system for metagenomes (IMG-M) (Markowitz et al, 2008), Community
Cyberinfrastructure for Advanced Microbial Ecology Research and Analysis (CAMERA)
(Sun et al., 2011), KEEG Automatic Annotation Server (KAAS) (Moriya et al., 2007).

1.11 Conclusiones del estado del arte

La presencia y riesgo potencial de arsénico a nivel mundial, ha sido monitoreada
principalmente en la regién Indochina y en menor medida en la regién Ibérica asi como
en el cono sur de América Latina. Aln son escasos los reportes a nivel de la literatura
universal que sefialen la magnitud de la presencia y problematica del arsénico en

Colombia.

No obstante, el reciente trabajo de revision desarrollado por Alonso et al. (2014), es
ilustrativo frente a los estudios realizados de presencia del metaloide en el pais,
resaltando particularmente las zonas de departamentos como Chocé, Tolima, Santander
y Caldas, dada la importante liberacion mineralégica desde las fuentes de arsenopirita
hacia formas solubles de arsenato y arsenito. Dindmica que tiende a agudizarse dadas
las dindmicas antropicas en aumento relacionadas con la explotacibn minera a gran

escala.

Asi mismo, se sefiala la zona de la Sabana de Bogota como un punto en el que
convergen riesgos potenciales de contaminacion dada la existencia de contaminantes en
la cuenca del Rio Bogota y los desechos domésticos e industriales que generan
condiciones de riesgo de toxicidad por varios metales pesados y metaloides como el
arsénico. Gran parte de la despensa alimentaria de esta region del pais se encuentra
ubicada en zonas de la cuenca media de la Sabana de Bogot4, la que se caracteriza por
tener suelos son pH's acidos, sobre los que se aumenta la afinidad de adhesién y

retencién por parte de los minerales y coloides de los suelos y sedimentos.
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No obstante el riesgo potencial creciente en el pais, no ha sido acompafiado por un
monitoreo permanente que conduzca al disefio de suficientes mecanismos de
descontaminacion, en gran medida por los altos costos de inversion de infraestructura,
monitoreo y costos operacionales que supone la presencia de arsénico en cuerpos
hidricos, suelos y sedimentos de importancia. Asi mismo, la mayoria de tecnologias
convencionales desarrolladas hasta el momento, aunque logran resultados satisfactorios
de remocion de arsénico, alin mantienen costos muy elevados. Es por ello que las
alternativas biotecnoldgicas son adecuadas pues suponen menos costos operacionales

que las tecnologias tradicionales.

Para el desarrollo de procesos de bioremediacion se hace necesaria la busqueda de la
base genética y metabdlica que soporta los procesos de descontaminacion microbiana.
Al respecto, es amplia la diversidad de mecanismos metabdlicos microbianos descritos
en relacion al arsénico, razén por la que hay mayores probabilidades de encontrar genes

y rutas novedosas que sienten las bases para futuros desarrollos.

De esta manera, herramientas como la metagendémica, la secuenciacion masiva y la
utilizacion de herramientas de andlisis bioinformatico, son centrales para el
aprovechamiento de la gran diversidad biolégica y metabdlica existente en un ambiente

con una presion de seleccion natural de contaminantes.

Por ello, el presente trabajo tiene por objetivo central la identificacion de genes de
resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de muestras ambientales de la
Sabana de Bogot4, por lo que se plantearon como objetivos especificos: 1) generar
librerias metagendmicas a partir de distintas muestras ambientales de la Sabana de
Bogota, 2) identificar y seleccionar in vitro clones con resistencia a arsénico en las
librerias metagendémicas, 3) obtener las secuencias de los genes que confieren
resistencia a arsénico en los clones seleccionados y, 4) analizar las secuencias

obtenidas mediante herramientas bioinformaticas.



2.Materiales y Métodos

2.1 Muestreo

Se seleccionaron dos puntos de muestreo en la cuenca media del Rio Bogota, en un
area comprendida entre el municipio de Mosquera (Cundinamarca) y la localidad de Bosa
en Bogota. A continuacion se presentan las coordenadas de los predios seleccionados

para la realizacion del muestreo:

Finca Santa Ana: 438'N, 74°14'W
Finca Santa Anita: 438'N, 7437'W

La Figura 6 muestra una ubicacion general de los sitios de muestreo con respecto a la
Sabana de Bogota. Alli se puede apreciar la influencia de Rio Bogota y del Rio Tunjuelo
en el area seleccionada. La Figura 7 permite ver con mayor detalle, la ubicacion de los
sitios de muestreo con respecto al cauce del Rio Bogota. Los predios seleccionados
corresponden a fincas con uso exclusivo de explotacion agricola con utilizacion intensiva

de plaguicidas.
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Figura 6. Sitios de muestreo de este trabajo. Rio Bogota (color violeta) y Rio Tunjuelo (color azul)

Finca Sa‘nm ‘Ana
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Figura 7. Detalle de los sitios exactos de muestreo de este trabajo.
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2.1.1 Muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas de los predios Santa Ana y Santa Anita. Para el
momento de la toma de las muestras, sistemas de cultivo de Acelga y Cebolla estaban

establecidos en las fincas, respectivamente.

En cada predio se tomaron 4 muestras compuestas de suelos. Asi mismo, cada muestra
estuvo conformada por 4 submuestras. Estas submuestras corresponden a suelo
rizosférico y fueron tomadas con la ayuda de una pala, a profundidades entre los 0 — 30
cm, dada la existencia de cultivos de hortalizas los cuales tienen un sistema radicular que
profundiza hasta los 30 cm. Los sitios de submuestreo fueron seleccionados de manera

aleatoria.

Cada muestra compuesta fue separada en dos unidades: la primera de ellas, de
alrededor 50 g con el fin de ser utilizada en los procedimientos metagendmicos (Figura 8)
y la otra, de alrededor 1 kg para los procedimientos analiticos de contenido total de

arsénico que se describen posteriormente.
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Figura 8. Muestra de suelo recolectada para uso en los protocolos metagenémicos.

2.1.2 Muestras de sedimentos

Las muestras de sedimentos fueron tomadas del cauce del Rio Bogota (Figura 7). Alli, se
tomaron dos tipos de muestra: la primera de ellas del borde del cauce y la otra del centro
del mismo. Las muestras del borde del cauce fueron tomadas con la ayuda de una pala
de mano. Las muestras del centro del cauce fueron tomadas con la ayuda de una
maquina dragadora, la cual estaba siendo utilizada en labores de remocion de
sedimentos del Rio (Figura 9). De igual manera, las muestras fueron separadas en dos

unidades para ser utilizadas en los procedimientos metagendémicos y analiticos.
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Figura 9. Extraccion de sedimentos del Rio Bogota.

2.1.3 Muestras de agua

Con la ayuda de un equipo de recoleccion de muestras de agua, se tomaron dos

muestras en recipientes de polietileno de 1 L de capacidad cada uno (Figura 10).
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Figura 10. Recoleccién de muestras de agua del Rio Bogota.

2.1.4 Manejo de las muestras

Las muestras de suelos, sedimentos y aguas, fueron inmediatamente guardadas en una
nevera de enfriamiento con bloques de frio a su interior. Luego del proceso de muestreo,
las muestras fueron llevadas hacia las instalaciones del Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia — sede Bogota.

Las muestras destinadas a los procedimientos analiticos fueron llevadas al Laboratorio
de Quimica Analitica en donde se realiz6 un pre-secado de las muestras de suelos y
sedimentos a lo largo de un dia a temperatura ambiente. Luego de ello, las muestras de
suelos fueron trituradas y posteriormente cernidas, utilizando una malla mesh 100. Tanto
las muestras de suelo cernidas, como de sedimentos fueron llevadas al laboratorio de
suelos de la Facultad de Agronomia con el fin de realizar el proceso de deshidratacion

durante 24 horas a una temperatura de 65 .

Para la realizacion de los procedimientos metagenomicos, las muestras de suelos y
sedimentos fueron almacenadas a una temperatura de -70 C y las muestras de agua a

una temperatura de 4 C.
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2.1.5 Analisis de muestras

Las muestras tomadas de las diferentes matrices ambientales, fueron analizadas en el
Laboratorio de Andlisis Quimico del Departamento de Quimica de la Universidad
Nacional de Colombia. Mediante la técnica de Absorcion Atémica con Generacion de
Hidruros, se realizdé una cuantificacion de arsénico total para cada una de las muestras
(Alonso, 2014).

2.2 Extraccion de ADN

Dos kits comerciales fueron utilizados para optimizar el proceso de extraccion y
purificaciéon de ADN sobre los tres tipos de matrices ambientales (suelos, sedimento y
agua): Meta-G-Nome™ DNA Isolation Kit (Epicentre®) y PowerMax™ Soil DNA Isolation
Kit (MO-BIO®).

Para los ensayos realizados con el kit Meta-G-Nome™ DNA Isolation Kit (Epicentre®), se
utilizaron muestras de 1 g para suelos y sedimentos y se siguieron las indicaciones del
protocolo del kit. Asi mismo, para las muestras de agua, se utilizaron volimenes iniciales
de 50 mL.

Para los procedimientos realizados con el kit PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO-
BIO®), se utilizaron 10g de muestra inicial de suelo y sedimento. Con el fin de mantener
la mayor integridad posible del ADN asi como su alto peso molecular, se realizaron
algunos cambios en el protocolo sugerido (Anexo A). Brevemente, los pasos de agitacion
(vortex) fueron suprimidos por completo y a su vez fueron cambiados por un tratamiento
que incluye intervalos de calor a temperatura de 70 C y agitacion suave. El volumen final
de 5 mL de ADN fue reconcentrado adicionando 0,2 mL de NaCl 5 My 10,5 mL de etanol
absoluto seguido de una centrifugacion durante 30 min a 2500x g y una resuspension

final en 200 pl.

Para las muestras de agua del Rio Bogota se utilizé el Kit Meta-G-Nome™ DNA Isolation

Kit (Epicentre®), siguiendo las recomendaciones del protocolo.
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2.3 Seleccidén de tamarfios y purificacion del ADN

Se realizd una electroforesis a 30 V constantes y con una concentracion de agarosa de
1,5 % sobre las muestras de ADN provenientes de suelos y sedimentos. Una alicuota de
ADN de referencia (40 kb) fue cargada junto a una alicuota del ADN metagenémico,
seguida del resto de esta misma muestra. Ni las muestras cargadas, ni la agarosa fueron
tefiidas con agentes intercalantes, con el fin de preservar la integridad del ADN
metagenomico. Este procedimiento también asegurd la total remocion de impurezas y
contaminantes como &cidos hudmicos provenientes de la materia organica de las

muestras.

Posteriormente se realizO una diseccion del gel de los dos primeros carriles, que
contenian las alicuotas de la muestra de referencia, asi como de una pequefia alicuota
de la muestra metagendmica. Esta seccién fue bafiada en una concentracion de bromuro
de etidio y expuesta a luz UV, con el fin de visualizar tanto el sitio promedio de
fragmentos de 40 kb, como la presencia de ADN metagendmico de la alicuota. Las
secciones de gel fueron unidas y se realizo el corte de la regién en la que migraron los

fragmentos con este peso molecular.

Finalmente, se utilizé el Kit de recuperacion y purificacion UltraClean™ GelSpin DNA
Purification Kit (MO-BIO®) con el fin de recuperar el ADN metagendmico seleccionado a
partir de la electroforesis. El proceso realizado siguio las recomendaciones del protocolo

establecido por el producto.

2.4 Arreglo de extremos de los fragmentos de ADN

La fosforilacion y arreglo de los extremos de los fragmentos de ADN metagendmico fue
realizada bajo las indicaciones sugeridas por el protocolo y con las siguientes

condiciones y concentraciones:

8 uL  Buffer de reparacién 10X

8 uL dNTP's 2,5mM

8uL ATP 10mM

52 uL ADN de alto peso molecular (80 ng / pL)

4 uL  Mix enzimético de reparacion
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El volumen total de la reaccién fue 80 uL. La temperatura de reaccion fue de 16 Ty su
tiempo de 1 hora. Finalmente, la reaccion fue sometida a 70 C durante 10 minutos con el

objetivo de desactivar las enzimas.

Con el fin de eliminar los residuos de reactivos del proceso de fosforilacion y con el
objetivo de reconcentrar el ADN, se utilizO nuevamente el Kit de recuperacion y
purificacion UltraClean™ GelSpin DNA Purification Kit (MO-BIO®) y luego de ello se

resuspendié el ADN purificado en 12 pyL agua estéril y desionizada.

2.5 Ligacioén
La clonacion de los fragmentos de ADN metagenomico de peso seleccionado, purificados
y con extremos fosforilados, fue realizada con el vector de clonacibn pCC2FOS

(Epicentre®). Para ello se ligaron los fragmentos con las siguientes condiciones y
concentraciones:

1puL Buffer de ligacién (10X Fast-Link Ligation Buffer)
1L ATP 10mM

3,35 uL Vector pCC2FOS (Epicentre®)

6 uL ADN metagendmico de alto peso molecular

luL Ligasa

La reaccién de ligacién se llevé a cabo a una temperatura constante de 16 T durante 16
horas y posteriormente a una temperatura de 70 € durante 10 minutos con el fin de

desactivar la ligasa.

2.6 Empaquetamiento

El producto de ligacion fue empaquetado utilizando 50 pL de MaxPlax Packaging
Extracts (Epicentre®) durante 4 horas a una temperatura constante de 30 C. De esta
manera, los fagos resultantes del empaquetamiento fueron utilizados para el posterior

proceso de infeccion.
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2.7 Infeccion

El contenido total del producto de empaquetamiento se utilizé para la infeccion de células
E. coli EPI300-T1®, las cuales fueron pre-tratadas con suplementos de MgSO, y Maltosa
durante 16 horas, con el fin de activar los receptores para la infeccion. Las células fueron
re-inoculadas en 50 mL de medio LB (10 g de Triptosa, 5 g NaCl, 10 g de extracto de
levadura; en 1 litro de agua) con los suplementos y tras un periodo aproximado de 3
horas, hasta alcanzar una densidad 6ptica (600 nm) entre 0,8 y 1,0, fueron infectadas

con los fagos durante un periodo de 80 minutos a 37 C.

2.8 Libreria metagenémica

Alicuotas del producto final de 1 mL fueron sembradas en cajas de polietileno de 22 cm x
22 cm con medio LB + Cloranfenicol (12,5 pg/mL) e incubadas durante 24 horas. Las
colonias resultantes fueron seleccionadas y organizadas en microplacas de 384 pozos
[con medio LB + Cloranfenicol (12,5 pg/mL) + Glicerol (20 %)] con la implementacion del
sistema robotico Q-Pix (Genetix®), el cual a partir de un sistema de toma de imagenes
acoplado a un brazo mecanico, realiza un proceso de organizacién automatizada de
colonias en cajas de polietileno. Luego del proceso de organizacion de las librerias, las
cajas fueron incubadas a 37 C durante 20 horas par a los analisis de tamizaje funcional y

su posterior almacenamiento.

2.9 Validacion de umbrales

Con el fin de validar la metodologia empleada por Chauhan et al. (2009), se tomé una
concentracion de 50 mM como umbral de referencia, afiadiendo a esta una concentracion
de 20 mM de arsenato de sodio, con el fin de determinar la sensibilidad de cepas control

a estos niveles del metaloide.

Tres cepas tipo de E. coli fueron solicitadas al CGSC (Coli Genetic Stock Center, USA) y
utilizadas como controles negativos y positivos de procedimiento. Como control positivo,
fueron utilizadas las cepas MG1655 y W3110 (Carlin et al., 1995), las que tienen

resistencia cromosdmica a arsenato debido a la presencia del operdn ars; como control
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negativo se utilizé el genotipo AW3110, la cual tiene una mutacién en el operén ars que

le confiere un fenotipo de susceptibilidad a arsénico.

En este ensayo fue incluido el genotipo E. coli EPI300-T1s, el cual fue el organismo
utilizado como hospedero para la creacién de la libreria metagendémica. Ademas, se
utilizé un control externo de crecimiento, empleando arsenito de sodio como agente
inhibidor, pues no existen reportes para ninguno de los genotipos, de resistencia a esta

especie del arsénico.

2.10 Ensayo de tamizaje funcional

A partir de los umbrales seleccionados, fueron implementados ensayos de tamizajes
funcionales con altas concentraciones de arsenato de sodio como agente seleccionador

de los clones resistentes.

Como control de procedimiento, se utiliz6 medio LB, con suplemento de Cloranfenicol
(12,5 pg/mL) y sin la adicion de arsénico, seleccionando cuatro de las cajas de la libreria
metagenomica, con el fin de determinar que la inhibicién de crecimiento a los clones es
debido al efecto del arsénico en el medio de cultivo. Las cajas fueron dispuestas a 37C

durante 16 horas.

Posteriormente, el medio base (LB + Cloranfenicol), fue suplementado con
concentraciones de 20 mM y 50 mM de arsenato de sodio. Con la ayuda de un repicador
manual, se logré6 sembrar por caja de polietileno el correspondiente a seis cajas de la

libreria metagendmica, para un total de 2304 clones por caja.

Todas las cajas fueron incubadas durante 24 horas a 37 C. Al cabo de ese tiempo,
aquellos clones que demostraron crecimiento, fueron seleccionados y aislados
nuevamente de manera individual en medios de cultivo con las mismas caracteristicas.
Asi mismo, los clones seleccionados, o clones positivos a resistencia a arsenato de
sodio, fueron guardados a una temperatura de -70 T en un medio liquido LB, con 20 %

de glicerol.
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2.11 Busqueda molecular de elementos conservados en
los clones positivos

A partir de la informacién reportada en el trabajo de Archour et al. (2007), se utilizaron los
primers degenerados denominados como darsB1F y darsB1R, los que amplifican
regiones conservadas del gen arsB el cual codifica para un transportador de arsenito
acoplado al mecanismo de la reduccion bacteriana de arsénico. Las secuencias de los

primers son:

darsB1F: 5 — GGTGTGGAACATCGTCTGGAAYGCNAC — 3
darsB1R: 5 — CAGGCCGTACACCACCAGRTACATNCC - 3

Se realizé una amplificacion por PCR de los clones que presentaron resistencia a
arsénico en el tamizaje funcional, siguiendo las condiciones optimizadas por Carrillo
(2012), variando la adicion de ADN bacteriano por un pequefio fragmento de colonia
bacteriana (Colony PCR). Las tablas 3 y 4 resumen las condiciones generales del

proceso de amplificacion del fragmento del gen arsB.

Tabla 3. Concentraciones finales de reactivos para la amplificacion por PCR de un fragmento del gen arsB
(Carrillo, 2012).

Reactivo Coqgentracién en
reaccion de PCR final
Buffer Enzima 1X
Tag (Bioline)

MgCl, 1,5mM
dNTP's 0,2 mM
Primer F 02 M
Primer R 02 M

Taq Polimerasa 0,1U/ L

Tabla 4. Condiciones generales de la PCR para la amplificacion de un fragmento del gen arsB (Carrillo,

2012).

NUmero de ciclos Temperatura Tiempo
1 94 °C 5 min

94 °C 45s

10 57-52 °C (TD* - 0,5 °C/ciclo) 45s

72 °C 30s

94 °C 45s

20 52 °C 45s

72°C 30s

1 72 °C 7 min

* TD: Touchdown
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Asi mismo, se utilizaron los primers P52F y P323R (Bachate et al., 2009) los cuales
amplifican una regién del sistema de la arsenato reductasa (ArsC). Se realizo el
procedimiento de amplificacién siguiendo el protocolo optimizado de Carrillo (2012). Las

secuencias de los primers son:

P52F: 5 — AGCCAAATGGCAGAAGC - 3
P323R: 5 — GCTGGRTCRTCAAATCCCCA -3’

2.12 Preparacion de ADN fosmidico

Se realiz6 un crecimiento para cada uno de los clones positivos en 50 ml de medio
liquido LB + Cloranfenicol (12,5 pg/mL) + solucion de autoinduccién para la generacion
de multiples copias del fésmido durante 20 horas a 37 C. Posteriormente se realizaron
extracciones por medio del método de lisis alcalina con SDS Midiprep (Sambrook y
Russell, 2001). Con el fin de mantener la mayor integridad posible del ADN fosmidico, los
tiempos de espera con la solucion de acetato de potasio y acido acético fueron reducidos

a 3 minutos.

Asi mismo, se realiz6 un crecimiento de los clones positivos, escalando el volumen de
medio de cultivo a 200 ml. Mediante centrifugaciones consecutivas, se reconcentraron a
un volumen final de 50 ml y posteriormente se realizé la extraccibn mediante lisis

alcalina.

Finalmente, se realiz6 la contratacion del servicio de Macrogen Inc. (Corea del Sur), con
el fin de realizar un nuevo proceso de extraccion y purificacion de ADN fosmidico de los
clones positivos por separado, asi como un proceso de extraccion de una mezcla del
crecimiento de los clones positivos, con el fin de obtener una pool de ADN para ser

utilizado en el proceso de secuenciacién masiva.

2.13 Estrategia de secuenciacion

Se realiz6 una estrategia combinada utlizando los métodos de Sanger vy
pirosecuenciacion, con los sistemas de capilaridad y 454 FLX+ (Roche®),

respectivamente.
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La mezcla de ADN de los clones positivos fue utilizada para la creacién de otra libreria
para la realizacion del proceso de pirosecuenciacion. No obstante, la secuenciacion
sobre dicha mezcla genera lecturas de la totalidad de los fragmentos fosmidicos, sin

identificar al clon especifico del cudl proviene.

Por ello, se planed una complementacion de la pirosecuenciacion con fragmentos de
secuencias por el método capilar. Teniendo en cuenta que los fragmentos de ADN
metagenodmico de cada uno de los fésmidos tiene un tamafio aproximado de 40.000
pares de bases, los fragmentos de la secuenciacion por Sanger actlan como
identificadores para poder organizar las pirosecuencias en cada uno de los clones
provenientes. A continuacion se sefialan los primers utlizados para el proceso de
secuenciacion por Sanger. Estos primers corresponden a los extremos de clonacion del
fésmido pCC2FOS (Epicentre®):

pCC2™ Forward Sequencing Primer 5'-GTACAACGACACCTAGAC-3'
pCC2™ Reverse Sequencing Primer 5'-CAGGAAACAGCCTAGGAA-3

2.14 Ensamblaje de las secuencias

Los datos gendmicos generados por el sistema 454 FLX+ (Roche®) son comprimidos en
un archivo binario con extension .sff. Con el fin de descomprimir los datos y realizar la
conversion del archivo binario a un formato .fastq, se utilizé el script sff_extract (GPLv2,
1991) desarrollado con el paquete MIRA por Chevreux et al. (1994; 2004). El formato
fastq contiene en un mismo archivo las lecturas de cada uno de los nucleétidos, asi
como sus correspondientes valores de calidad Phred. Asi mismo, la mayoria de
algoritmos y paquetes bioinforméticos destinados a la realizacion de procesos de

ensamblaje reconocen este formato como fuente de datos primaria.

Se utilizé el algoritmo MIRA v. 3.9 (Chevreux et al., 1994; 2004) para realizar el proceso
de ensamblaje. Se realiz6 un test de memoria con la utilizacion del script miramem.
Luego de ello el archivo fue fraccionado en 7 subarchivos, con el fin de facilitar su
procesamiento en la memoria RAM. De esta manera, se generaron 6 archivos con

25.000 lecturas cada uno y un archivo adicional con 7.583 lecturas.
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Cada uno de los subarchivos fue ensamblado mediante el algoritmo MIRA con las

siguientes especificaciones para el archivo de configuracion:

job = genome,denovo,accurate
technology = 454

Varias iteraciones fueron realizadas con el fin de reagrupar las secuencias en contigs

cada vez mas grandes hasta la conformacion de los scaffolds.

2.15 Preparacion de ORF’s

Se realizé la traduccion y la posterior identificacion de ORF's a partir del set de scaffolds,
mediante el programa getorf de la suite bioinformatica EMBOSS (Rice et al., 2000) con
los siguientes parametros para la seleccion de uso codoénico bacteriano y restriccion de

tamafio minimo del marco de lectura:

$ getorf -table 11 -minsize 60 scaffolds.fasta

2.16 Anotacion funcional

A partir de la preparacion de los ORF’s, fueron implementados tres sistema de anotacion
funcional: i) mediante grupos ortélogos, ii) mediante dominios conservados, iii) mediante

anotacion jerarquizada.

La anotacion mediante grupos ortdlogos fue realizada utilizando el sistema automatizado
KAAS (Moriya et al., 2007), el cual utiliza la base de datos de KEGG con el fin de realizar

una anotacion jerarquizada de funciones y rutas metabdlicas.

La anotacion mediante dominios conservados se realizO mediante un alineamiento
multiple automatizado entre los ORF's y la base de datos de los dominios conservados o
CDD (Conserved Domain Database) (Marchier-Bauer & Bryant, 2004; Marchier-Bauer et
al., 2005)

Finalmente, la anotacion jerarquizada fue realizada con la utilizacion de la plataforma
virtual automatizada de MG-RAST (Meyer et al., 2009).
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2.17 Busqueda e identificacion de genes de resisten cia a
arsenico

Con el fin de realizar la busqueda de genes de resistencia a arsénico al interior de los
scaffolds construidos, se cre6 una base de datos local con estas secuencias, utilizando el
paquete bioinformatico BLAST+ (v. 2.2.28) (Camacho et al., 2009).

$ makeblastdb -in scaffolds.fasta -dbtype nucl -out scaffoldsdb -name scaffoldsdb

Se generaron tres archivos multifasta con elementos relacionados con el metabolismo y
la resistencia bacteriana a arsénico. El primero de ellos, con las secuencias de los genes
de la arsenato reductasa arsC (ID. BAE77791.1), la bomba de expulsién arsB (ID.
BAE77792.1) y el gen regulador del operén arsR (ID. BAE77793.1) del genoma de E. coli
W3110. Se realiz6 un alineamiento con el algoritmo blastn (Zhang et al., 2000) con el fin

de buscar el operdn ars al interior de las secuencias.

$ blastn -db scaffolds -query 3genes.fasta -out 3ge nes.out

También se tomaron las secuencias de cada una de las proteinas que componen el
operon arsRDABC en Klebsiella pneumoniae (emb|CAG29009.1; emb|CAG29010.1;
emb|CAG29011.1; emb|CAG29012.1; emb|CAG29013.1). A partir de ellas se realizdé un
alineamiento utilizando el algoritmo tblastn (Altschul et al., 1997) con el fin de buscar
alineamientos en la traduccién proteica de la base de datos, partiendo de una secuencia

de proteina para la basqueda.

$ tblastn -db scaffolds -query arsrdabc.fasta -out arsrdabc.out

Finalmente se utilizaron secuencias proteicas de regiones conservadas de la subunidad
del sitio rieske para la arsenito oxidasa (cd03476) y la subunidad pequefia de la arsenito

oxidasa.



3.Resultados y Discusion

3.1 Creacién de una libreria metagenémica

3.1.1 Concentraciones de arsénico de las muestras a mbientales

La Tabla 1 presenta el resultado de las mediciones analiticas de arsénico total para las

muestras tomadas en suelos, sedimentos y agua.

Tabla 1. Concentraciones de arsénico total en muestras de los distintos sitios de muestreo.

Tipo de muestra Contenido total de arsénico

Suelo (Finca Sta. Ana) 2,70 + 0,11 mg / kg

Suelo (Finca Sta. Anita) 2,38 + 0,10 mg / kg

Sedimento 1,01 £ 0,15 mg / kg

Agua 1,34+ 0,17 ug / L

Los resultados analiticos muestran mayores concentraciones de arsénico en la matriz de
los suelos. La intensa actividad agricola en estas fincas que cuentan con un historial de
explotacién de mas de cincuenta afios, ha requerido de una alta utilizacién de plaguicidas
de diverso origen. Muchos de estos plaguicidas contienen arsénico como componente, o
gue ha ocasionado que este metaloide se acumule preferencialmente en este tipo de
matriz, como por ejemplo el metanoarsonato monosddico el cual es utilizado como
controlador de arvenses en Colombia. Corsini et al. (2010), han sefialado que en suelos
con valores &cidos de pH, la afinidad de las especies solubles de arsénico tiende a
aumentar, debido a la asociacion principalmente de los iones arsenato a minerales de Fe,
Mn y Al



47 Busqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogota

El proceso de lixiviacion y drenaje natural de los suelos genera un flujo que se dirige al
cauce del Rio Bogota. No obstante, teniendo en cuenta la corriente hidrica, es explicable
la baja concentracién de arsénico total en la muestra recuperada del agua y un mayor
contenido que ha sido depositado en los sedimentos del lecho del Rio, debido a su
afinidad por los elementos coloidales y demas minerales como hierro que forman nuevos

compuestos asociados con el arsénico.

3.1.2 Extraccion y preparacion de ADN de alto peso  molecular

La muestra inicial para la creacion de la libreria metagendmica, se efectué en el sector de
la cuenca media del Rio Bogota, caracterizado por los altos niveles de contaminantes
provenientes de las descargas de los residuos urbanos, asi como la lixiviacién de los
pesticidas utilizados en la produccién horticola que alli se realiza. El lecho del rio ha
aportado histéricamente sedimentos a los suelos riberefios mediante un constante aporte

de materia organica.

De esta manera, altos contenidos de materia organica y de contaminantes como metales
pesados y metaloides, hacen parte constitutiva de este particular ambiente. Estos dos
factores son los principales problemas relacionados con la manipulacion de los &cidos
nucléicos, desde su extraccion y purificacion, hasta las reacciones centrales para el

proceso de generacion de una libreria gendémica (Di Bella et al., 2013).

La Figura 11 muestra el resultado de la comparacién de las extracciones utilizando dos
kits comerciales. Las lecturas realizadas por espectrofotometria, resultaron en
concentraciones finales de ADN que oscilaron entre 5 ng / ul — 15 ng / ul (Figura 8, lineas
5y 6) para el kit Meta-G-Nome™ DNA Isolation Kit (Epicentre®) y concentraciones entre
80 ng/ul — 190 ng/ul (Figura 8, lineas 3 y 4) para el kit PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit
(MO-BIO®).
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ADN ADN Sedimen suelo Sedime
Lambda Centrok Mo-BIO MO-BIO ERPICEN EPICEN
A0KD.
|::._3'|:|r'|g]|

Figura 11. Comparacion de métodos de extraccion. Linea 1, control positivo con adicién de 100 ng de ADN
lambda (tamafio molecular de 48,5kb); Linea 2, control positivo con adicion de 20 ng de ADN Control
(Epicentre®) (tamafio molecular de 40kb); Lineas 3 y 4, productos de extracciéon de ADN con PowerMax™
Soil DNA lIsolation Kit (MO-BIO®), cada pozo con 5 pl; Lineas 5 y 6, productos de extraccién de ADN con
Meta-G-Nome™ DNA lIsolation Kit (Epicentre®), cada pozo con 5ul. Gel de agarosa (1%); 80V constantes; 90

minutos.

Para la extraccién de ADN proveniente de las muestras de agua del Rio Bogota se utilizé
el Kit Meta-G-Nome™ DNA Isolation Kit (Epicentre®), siguiendo las recomendaciones del
protocolo. Sin embargo, no se lograron concentraciones de ADN visibles en la
electroforesis (no mostrado), razén por la cual, las muestras de agua fueron descartadas

para los procedimientos posteriores.

A pesar de que se lograron altas concentraciones de ADN favorables para la creacion de
la libreria, el barrido observado en los pozos 3 y 4 de la Figura 11, es consistente con
degradacién de los acidos nucléicos, asi como impurezas presentes en el ADN,
provenientes de la materia organica, acidos humicos y fulvicos presentes en las muestras

de suelos y sedimentos. Por esta razon, se hizo necesario un procedimiento que
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purificase las muestras de ADN al mismo tiempo separara los fragmentos de alto peso

molecular.

Dado que el proceso de creacion de la libreria metagendmica esta condicionado por el
tamafio del vector de clonacién, asi como el tamafio éptimo para los insertos, fue
necesaria la separacion de ADN de alto peso molecular. ElI fésmido de clonacién
pCC2FOS (Epicentre®) (Figura 12), requiere insertos de alrededor 40 kb de tamafo

para la realizacion de una clonacion exitosa.

EeoT2 |1 382

Hpa | 7671
Pei | 7524

CopyControl™
pCC2FOS™

8181bp

BsBZ17 | 1888

Bac |1 2525
SnsB | 5673

B 1 5127
EcoN 13511
Afe | 4608

Figura 12. Mapa del vector de clonaciéon pCC2FOS (Epicentre®).

El proceso de electroforesis resultd adecuado para la remocion de los agentes
inhibidores asi como para la seleccion del tamafio adecuado del ADN requerido (Figura
13). Las muestras fueron posteriormente purificadas, proceso luego del cual se obtuvo
una concentracion aproximada de 80 ng/ul, cantidad apropiada para la construccién de la
libreria metagendémica. Estos fragmentos fueron posteriormente fosforilados, requisito
necesario para su proceso de ligacion al vector de clonacion dado que la enzima ligasa

reconocera solo fragmentos con extremos terminados y fosforilados.
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Figura 13. Gel de electroforesis mostrando la region donde se realizé la seleccion y corte de ADN
metagendmico de alto peso molecular (40 kb aprox.) para construccion de libreria metagenémica. Gel de

agarosa (1,5%); 30V constantes; 16 horas.

El método implementado para extraccion de ADN esta basado en la separacion por
membranas y columnas. De esta manera el Kit PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO-
BIO®) demostrd ser efectivo en para este propdsito. Al respecto, el trabajo realizado por
Sagar et al. (2014) compara varios métodos de extraccion de ADN de muestras de
suelos, concluyendo que la tecnologia ofrecida por MO-BIO® resulta ser la més eficiente
en la remocion de acidos humicos. Sin embargo, dado que la remocién no es total, la
realizacion de la electroforesis y la posterior elucion de las bandas, mejoro la separacion
de los agentes inhibidores. EI método por electroforesis es ampliamente sefialado como

una de las mejores estrategias de remocion (Hurt et al., 2001; Santosa, 2001).

3.1.3 Proceso de creacion de la libreria metagendmi  ca

Luego de la realizacion de los procesos de ligacion, empaquetamiento e infeccion en la
célula hospedera E. coli EPI300-T1®, fue creada la libreria metagendmica de suelos y
sedimentos de un ambiente de la Sabana de Bogota, especificamente de la cuenca
media del Rio Bogota.
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La organizacioén de la libreria metagenémica se realizé en 130 cajas de polietileno de 384
pozos cada una para un nimero de hasta 49.920 clones. Teniendo en cuenta un tamafio
tedrico esperado de 40 kb por inserto metagenémico de cada clon, la metagenoteca
representa una cobertura teérica aproximada de 2.000 Mb de genoma microbiano de
este ambiente. La caracterizacion de la cobertura es un valor estimado, toda vez que no
se realiz6 una medicion real a partir de digestiones aleatorias de una muestra

representativa de clones.

Figura 11 . Ejemplo de caja de cultivo con clones transformantes de muestra del rio de Bogota luego de

proceso de infeccion.

Finalmente, la metagenoteca construida tuvo un tamafio aproximado de 2.000 Mb. Si se
tiene en cuenta un tamafio aproximado de 4 Mb por genoma bacteriano (E. coli), la
libreria metagendmica logré una cobertura potencial tedrica de alrededor 500 genomas
de bacterias.

Estudios con enfoques metagenomicos similares han utilizado tamafios de librerias

metagenomicas que varian entre 23.400 clones con fésmidos (Kim et al., 2010), 200.000
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clones con plasmidos (Wang et al., 2010) y 92.000 clones con plasmidos (Yao et al.,
2010), lo que significa coberturas estimadas alrededor de 936 Mb, 0,8 Mb y 0,37 Mb,

respectivamente; coberturas inferiores a la realizada en el presente trabajo.

No obstante, una caracterizacion con mayor resolucién de esta libreria podria sugerir un
valor de cobertura mas aproximado, pues aunque se realiz6 un proceso de seleccion de
tamafios se ADN metagendmico, estos pueden encontrarse entre un rango de 35 — 45
kb. Se asume el valor de 40 kb como valor medio, sin embargo una caracterizacibn mas
exhaustiva con la seleccion y digestion aleatoria de algunos clones, debera ser realizada

con el fin de estimar un valor empirico y no tedrico.

Asi mismo, la seleccion de fragmentos de ADN metagenomico de alto peso molecular,
delimit6 la libreria metagendmica a fragmentos de ADN cromosomico, toda vez que los
tamanos seleccionados exceden el tamafio de ADN extracromosdmico como por ejemplo
ADN plasmidico. Por ello, el disefio de una libreria metagendémica construida a partir de
fésmidos como vector de clonacion, debera ser complementada con una libreria de
plasmidos con el fin de abarcar ADN plasmidico, en donde muchos de los mecanismos

reportados de resistencia a arsénico podrian ser identificados.

3.2 Ensayo de tamizaje funcional

3.2.1 Validacién de umbrales de arsénico y de medio  de cultivo

Con el fin de verificar la viabilidad de la célula hospedera E. coli EPI300-T1®, fueron
realizados ensayos con adicion de arsenato y arsenito y teniendo como referencia cepas
de E. coli controles para resistencia y susceptibilidad a arsenato. La Tabla 2 y la Figura
12, presentan los resultados de los ensayos de crecimiento con las diferentes cepas
control a diferentes concentraciones de arsénico. Estos resultados, permiten concluir, que
las concentraciones de 20 mM y 50 mM de arsenato de sodio, tienen un efecto de
inhibicion de crecimiento sobre el genotipo E. coli EPI300-T1®, el cual es utilizado como
organismo hospedero para la creacién de la libreria metagenémica y por lo tanto, es
posible afirmar que cualquier variacién de crecimiento de los clones en el desarrollo del
proceso de barrido funcional, correspondera a las nuevas funciones fenotipicas que

aporta el ADN metagendémico en relacion a mecanismos de resistencia a arsénico.
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Tabla 2. Ensayos de crecimiento de genotipos de E. Coli EPI300-T1, W3110, AW3110 y AW3110 a diferentes

concentraciones de arsenato de sodio (NaH2AsO,).

GENOTIPO LB + Arsenato de LB + Arsenato de LB LB + Arsenito de
de E. coli sodio (20 mM) sodio (50 mM) sodio (15 mM)
EPI300-T1 No crecimiento No crecimiento Crecimiento No crecimiento

W3110 Crecimiento Crecimiento Crecimiento No crecimiento
MG1655 Crecimiento Crecimiento Crecimiento No crecimiento
AW3110 No crecimiento No crecimiento Crecimiento No crecimiento

W3110

EPI1300

W3110

EPI1300

MG1655

AW3110

AW3110

MG1655

W3110

EPI1300

W3110

EPI1300

MG1655

AW3110

AW3110

MG1655

Figura 12. Crecimiento de cuatro genotipos de E. coli (W3110 con resistencia a arsénico; MG1655 con

resistencia a arsénico; AW3110 con mutacion en operén ars — baja o nula resistencia a arsénico; EPI300-

T1® célula hospedera de la libreria metagendmica): A) Ensayo con medio LB suplementado con arsenato de
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sodio a 50 mM. B) Ensayo con medio LB suplementado arsenato de sodio 20 mM. C) Ensayo con medio LB
sin suplemento de arsénico. D) Ensayo con medio LB suplementado con arsenito de sodio 15 mM.

Luego de la organizacion de la libreria, fueron tomadas cuatro cajas, las que
corresponden a una muestra de 1536 clones y crecidas a medio de cultivo LB
suplementado con cloranfenicol, con el fin de validar el medio de cultivo a utilizar. La
Figura 13 demuestra que las condiciones basicas del medio de cultivo, no presentan
factores inhibitorios sobre el crecimiento de los clones de la libreria metagenémica y por
lo tanto es posible utilizar este medio de cultivo para desarrollar el ensayo de tamizaje

funcional con altas concentraciones de arsenato.

Figura 13. Control de procedimiento del tamizaje funcional. Se sembraron 1536 clones en medio LB +

Cloranfenicol, sin la adicion de arsénico. Incubacion durante 24 horas a 37 .

3.2.2 Tamizaje funcional

Finalmente, de 50.000 clones evaluados, se identificaron mediante este procedimiento 9
clones con resistencia a la concentracion de 20 mM de arsenato de sodio y 2 clones con
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resistencia al umbral de 50 mM para un total de 11 clones con resistencia fenotipica a
arsenato de sodio (Figura 14).

Figura 14. Ensayo de tamizaje funcional. Se sefialan dos clones con resistencia a una concentracion de 50

mM de arsenato de sodio.

De una libreria metagenémica de alrededor 50.000 clones, 11 de ellos exhibieron
actividad de resistencia a una concentracién alta de arsénico; por ello estos clones fueron
denominados como clones positivos. La baja tasa de clones positivos, es uno de los
principales retos de los tamizajes funcionales, pues alli influyen varios factores: i) la
capacidad del vector en relacion a su tamafio y sitios de expresion, ii) el tipo de
organismo hospedero utilizado, debido a la especificidad de su metabolismo natural, iii) el
disefio del barrido funcional, teniendo en cuenta temperatura, condiciones de aerobiosis,

luminosidad, etc.
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Es por ello que la mayoria de trabajos con enfoques de barridos funcionales logran bajas
tasas de recuperacién de clones positivos. Ejemplo de ello es el trabajo de Wang et al.
(2013), en el que a partir de una libreria de 48.000 clones, identificaron 19 con actividad

positiva para el ensayo; relacion similar a la de este trabajo.

3.2.3 Ensayo de validacion molecular

A partir de la identificacion de once clones resistentes a arsénico, se realizé una
busqueda molecular de elementos reportados, principalmente del operdn ars. La Figura
15 muestra la amplificacion exitosa del gen arsB, el cual codifica para la bomba

transmembranal de expulsion de arsenito (Figura 3, mecanismo #2).

El fragmento amplificado es consistente con el peso molecular reportado por Achour et al.
(2007), en el que se obtienen fragmentos de alrededor 750 kb. Este resultado sugiere
que los clones resistentes a arsénico tienen un metabolismo relacionado con la reduccién

de arsenato a arsenito por medio del operdn bacteriano ars.

1. 234 ok e ar 810, 11,12

Figura 15. Amplificacion de fragmento del gen arsB en los clones resistentes a arsénico. La linea 1 es un
control negativo de procedimiento con agua desionizada y buffer de carga. Las lineas 2 — 11 representan
diez clones resistentes a arsénico. La linea 12 representa un marcador de peso molecular de 1Kb (Axygen®).
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No se encontr6 amplificacién para el gen arsC el cual es el responsable de la conversion
de arsenato a arsenito mediante la accion enzimatica de la arsenato reductasa. Estos
resultados sugieren, bien sea, la existencia de polimorfismos en el gen que hacen el
proceso de amplificacion por PCR poco especifico con los primers utilizados, o la posible
existencia de una nueva ruta metabodlica de resistencia a arsénico alternativa a la

reduccién de arsenato a arsenito.

3.3 Secuenciacion de clones resistentes a arsénico y
ensamblaje de secuencias

3.3.1 Preparacion del ADN fosmidico

Las Figuras 16 y 17 muestran los resultados de las extracciones de ADN fosmidico
realizadas consecutivamente siguiendo los protocolos Miniprep y Midiprep,
respectivamente. Las extracciones por el método Miniprep, resultaron en
concentraciones de ADN con valores por debajo de 15 ng/ul, lo cual hizo estas muestras
inviables para el proceso de secuenciacion. Con las extracciones por el método Midiprep,

los resultados no variaron significativamente con respecto al primer ensayo, pues se

obtuvieron valores de concentraciones por debajo de 20 ng/ul.
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Figura 16. Extraccion de fosmidos mediante el método Midiprep (Sambrook y Russell, 2001). El carril 6

corresponde a una muestra de ADN de fago lambda (100ng). Los restantes carriles corresponden a 5 pl de
ADN fosmidico de cada uno de los 11 clones positivos.

1 2 3 4 5 6 / 8 9 10
Al00 ng Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4 Clon 5 Clon 6 Clon 7 Clon 8 A200 ng

L

11 ) 13 14
Al00ng C 9 Clon 10 Clon 11

Figura 17 . Extraccion de fosmidos mediante el método Midiprep (Sambrook y Russell, 2001). Los carriles 1y
10 (arriba) y el carril 1 (abajo), corresponden a muestras de ADN de fago lambda. Los restantes carriles

corresponden a 5 pl de ADN fosmidico de cada uno de los 11 clones positivos.

La Figura 18 muestra el resultado de la extraccién y purificacion de ADN fosmidico de los
11 clones positivos realizado mediante la contratacion del servicio de extraccion y
purificaciéon por Macrogen Inc. La concentracién obtenida result6 suficiente para el

posterior proceso de secuenciacion.

Samples

3kb 100ng/ul

1kb 50ng/ul

250bp 25ng/ul

Figura 18. Extraccién de ADN fosmidico de los 11 clones con ADN metagendmico positivos para el

crecimiento en 20 y 50 mM de arsenato de sodio. Imagen tomada por Macrogen Inc.
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3.3.2 Obtencidon de secuencias

Fueron recibidas 22 secuencias Sanger, correspondientes a las secuencias de los
extremos de los fosmidos de cada clon. Los resultados no arrojaron secuencias
confiables, pues sus valores de calidad resultaron muy bajos y su electroferograma es
tipico de una lectura errada (Anexo B). Mas del 70 % de las bases tienen valores de
calidad Phred por debajo de 10, lo cual quiere decir que mas del 70 % de las lecturas
tiene una probabilidad de error de lectura de por lo menos 1 en 10 bases (Ewing &
Green, 1998).

Se recibi6 también el resultado de la secuenciacibn masiva por pirosecuenciacion,
arrojando como resultado 157.583 secuencias, que representan 7'113.435 bases en total.
El tamafio promedio por lectura fue de 451 bases (Figura 19). Una submuestra aleatoria
de los valores de calidad del total de las bases, sefiala un promedio de calidad de un
valor Phred de 32, lo cual quiere decir que las lecturas tienen una probabilidad de error

de lectura inferior a 0,1 %.
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Figura 19. Diagrama de distribucién de tamafio de las lecturas de secuencias por el sistema 454 FLX+
(Roche®). La mayoria de las lecturas se ubican en un rango (eje x) de 450 — 550 bases por lectura. Imagen

de Macrogen Inc.

La estrategia de secuenciacién utilizada en el proyecto consisti6 en complementar las
posibilidades de secuenciacion masiva del sistema 454 FLX+ (Roche®) para la obtencién
del contenido gendémico total de los 11 clones positivos a la resistencia a arsenato de
sodio, con la posibilidad de utilizacién del sistema de secuenciacion por el método de
Sanger con el fin de ubicar y organizar las lecturas de pirosecuenciacién con su clon de

origen, utilizando los extremos de los fésmidos a manera de etiquetas.

No obstante, las secuencias Sanger registraron valores muy bajos de calidad, que
sugieren que no existe un proceso especifico de secuenciacion con los primers
utilizados. Sin embargo el proceso de secuenciacion por el método masivo 454 FLX+

(Roche®), registrd valores de alta calidad de las secuencias.
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Los resultados positivos para la secuenciacion por el sistema 454 FLX+ (Roche®) y
negativos para el sistema Sanger sugieren un dafio en el mecanismo de acople de los
primers a los extremos de clonacién del vector. Afiadiendo a ello la imposibilidad de
conseguir cantidades suficientes de ADN fosmidico, es probable que exista un dafio en el
mecanismo mediado por la arabinosa, el cual es el inductor de la replicacion de multiples
copias del fésmido. Tanto el mecanismo de replicacién maltiple como el sitio de union de
los primers son adyacentes, lo que sugiere una region del vector de clonacién

defectuosa.

A pesar que no fue posible la obtencion de las etiquetas de los extremos del vector, las
pirosecuencias aportan gran cantidad de informacion genética sobre la totalidad de los
clones resistentes a arsénico encontrado, razon por la que se procedié a la realizaciéon
del ensamblaje de dichas secuencias y la bldsqueda e identificacion de genes de

resistencia a arsénico

3.4 Andlisis de secuencias y anotacion funcional

3.4.1 Ensamblaje de las secuencias

De las 157.583 lecturas recibidas, se lograron ensamblar en la primera iteracion del
algoritmo utilizado, un resultado de 8.835 contigs con un tamafio promedio de 1.014

pares de bases (Tabla 5).
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Tabla 5. Resumen de primer proceso de ensamblaje de secuencias

Subarchivo Numero de lecturas Contigs generados Tamafio medio de
contigs
1 25.000 1.894 1.175
2 25.000 1.847 1.238
3 25.000 622 912
4 25.000 1.867 1.154
5 25.000 1.854 1.079
6 25.000 630 924
7 7.583 121 616
Total 157.583 8.835 1.014

La segunda iteracion realizada a partir de los contigs generados, los cuales fueron

reagrupados en dos archivos (a y b), generaron un resultado de 3.216 nuevos contigs

con un tamafio promedio de 1.116 pares de bases (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen del segundo proceso de ensamblaje de las seucuencias

Subarchivo Numero de lecturas Contigs generados Tamafio medio de
contigs
a 4.480 1.488 1.130
b 5.811 1.728 1.101
Total 10.691 3.216 1.116

Finalmente, los contigs generados a partir de la segunda iteracién del algoritmo, fueron

procesados bajo las mismas condiciones. El proceso de ensamblaje concluyé con 951

scaffolds, con un tamafio promedio de 1.075 pares de bases, los cuales fueron utilizados

para la realizacion de los analisis y procedimientos bioinformaticos (Tabla 7) (Figura 20).

Tabla 7. Resumen del proceso final de ensamblaje

Subarchivo Numero de lecturas Scaffolds generados Tamafio medio de
scaffolds
3.216 951 1.075
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Figura 20 . Histograma de tamafio de scaffolds construidos.

Debido a que los parametros para el algoritmo MIRA fueron ajustados para el ensamblaje
de novo de secuencias 454 las cuales son propensas a errores y a generacion de
guimeras, ello resulté en una mayor selectividad al momento de la creacién de los contigs
y posteriormente de los scaffolds, razén por la cual no se lograron ensambles de mayor
longitud. No obstante, el tamafio medio de los scaffolds generados fue adecuado para los
analisis bioinforméaticos posteriores.

3.4.2 Preparacion e identificacion de marcos abiert  os de lectura
(ORF)

Se logré la identificacion de 46.082 marcos abiertos de lectura (ORF), de los cuales

30.761 corresponden al sentido 5'-3'y los restantes 15.321 en antisentido, en los seis

marcos de lectura probables existentes.

3.4.3 Anotacion jerarquizada ( MG-RAST)

Se utilizé la plataforma virtual MG-RAST (Meyer et al., 2009) con el fin de realizar un
proceso automatizado de anotacion funcional jerarquizada de las secuencias

organizadas en scaffolds.
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Las anotaciones realizadas estan relacionadas con especies bacterianas que en su
mayoria pertenecen al phylum Proteobacteria, destacdndose el orden de las
Enterobacteriales, especies que sobreviven generalmente en sitios contaminados con
altos contenidos de materia organica y poca disponibilidad de oxigeno como es el caso
de la cuenca media del Rio Bogot4, sus sedimentos y suelos aledafios (Figura 21).
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Figura 21. Principales especies relacionadas con la anotacion funcional.

Las principales categorias funcionales analizadas teniendo en cuenta las bases de datos
COG y KO, estan relacionadas al metabolismo celular y procesamiento de informacion
ambiental (Figura 22).
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Figura 22. Principales grupos funcionales de COG y KO anotados mediante MG-RAST.

Finalmente, las anotaciones funcionales relacionadas con el metabolismo del arsénico
fueron encontradas en la busqueda con las bases de datos de IMG, KEGG, PATRIC,
SEED, SwissProt, TTEMBL, eggNOG. Los elementos encontrados, estan relacionados
con el mecanismo del operdn ars, el cual es responsable de la reduccion del ion arsenato

a arsenito (Tabla 8) (Figura 3, mecanismo #2).
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Tabla 8. Anotaciones relacionadas con el metabolismo del arsénico, realizadas por medio de MG-RAST.

FUENTE FUNCION
IMG glutaredoxin family-like arsenate reductase
KEGG Anion permease ArsB/NhaD
PATRIC Arsenate reductase
PATRIC Arsenic efflux pump protein
SEED Arsenate reductase (EC 1.20.4.1)
SEED Arsenic efflux pump protein
SwissProt Putative arsenate reductase
SwissProt Putative arsenical pump membrane protein
TrEMBL Glutaredoxin family-like arsenate reductase
eggNOG | Arsenate reductase and related proteins, glutaredoxin family
eggNOG Na+/H+ antiporter NhaD and related arsenite permeases

La significancia de anotaciones generadas, sugieren que las secuencias provienen de
organismos de tipo enterobacteriales, resultados que también son consistentes con las
anotaciones funcionales generadas, las cuales identifican la mayoria de secuencias con
bacterias de este tipo. De manera consistente, en el trabajo realizado por Chauhan et al.
(2009), el tipo de genes identificados estuvo estrechamente relacionado con secuencias
reportadas para Proteobacterias, las cuales son mayoritarias para este tipo de

ambientes.

3.4.4 Anotacion mediante grupos ortodlogos

Se realiz6 una seleccién de grupos ortélogos de KEGG relacionados de manera directa o
indirecta con el metabolismo del arsénico (Figura 23). Los resultados sefalan que existe
anotacion de secuencias relacionadas con sistemas de transporte, de secrecion y de
metabolismo microbiano en diversos ambientes. Estos resultados son congruentes con
los ensayos funcionales, pues al existir una presion de seleccibn mediada por altas
concentraciones de arsénico en el entorno exterior, los microorganismos que utilicen
preferencialmente mecanismos de interaccion con el medio ambiente, detoxificacion,
transporte y secrecion de compuestos toxicos, tendran las posibilidades de asegurar su

crecimiento en los ensayos funcionales.
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Figura 23. Principales grupos ortélogos relacionados con el metabolismo del arsénico. Los valores

numeéricos representan el nUmero de anotaciones realizadas para cada categoria.

Inicialmente, las anotaciones funcionales por categorias funcionales mostraron una
marcada tendencia de la prevalencia de genes microbianos relacionados con el medio
ambiente. La categoria “Microbial metabolism in diverse environments” implementada por
KEGG, incluye una gran variedad de funciones microbiolégicas entre las que se
encuentran funciones principales de los ciclos biogeoquimicos, pero también la expresion
de la mayoria de metabolitos secundarios relacionados con rutas metabodlicas de
degradacién de los compuestos toxicos mayormente reportados y estudiados. Otras
funciones con un nimero significativo de anotaciones, fueron aquellas relacionadas con

mecanismos de secrecion y transporte.

3.4.5 Anotacion mediante dominios conservados

Se realizé6 un complemento a la busqueda de funciones, realizando un alineamiento
multiple automatizado de los ORF's con la base de datos de los dominios conservados o
CDD (Conserved Domain Database) (Marchier-Bauer & Bryant, 2004; Marchier-Bauer et
al., 2005), los cuales brindan una informacion mas detallada que distingue dominios
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especificos, multidominios y superfamilias de proteinas encontradas. Fueron
seleccionados 49 registros que estan relacionados con el metabolismo directo del

arsénico en bacterias (Tabla 9).

Tabla 9. Registro de dominios conservados encontrados en los scaffolds construidos.

Short name Hit type Accession  H-Value uery

ArsB_NhaD_permease

superfamily superfamily  gl17221 0.00155183 Q#18555 - >Scafflod_c31

ArsB_NhaD_permease

superfamily superfamily  dl17221 0.00155183 Q#18555 - >Scafflod_c31[Scafflod_c310_9 [304 - 456]]
ArsB_NhaD_permease

superfamily superfamily  gl17221 4.09943e-76 Q#34997 - >Scafflod_c64

ArsB_NhaD_permease

superfamily superfamily  gl17221 4.09943e-76 #34997 - >Scafflod_c64[Scafflod_c641_12 [2 - 727]]
ArsB_NhaD_permease

superfamily superfamily  gl17221 2.31487e-59 Q#36291 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c668_8 [1 - 471]]
ArsB_NhaD_permease

superfamily superfamily  gl17221 1.20026e-147 #3830 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c42_104 [1926 - 595] (REVERSE SENSE)]
ArsB_permease specific d01118 2.31487e-59 D#36291 - >Scafflod_rep

ArsB_permease specific d01118 1.20026e-147 #3830 - >Scafflod_rep

ArsC multi-dom fam03960 2.34794e-42 Q#3841 - >Scafflod_rep

ArsC_ArsC specific £d03034 .15748e-61 D#3841 - >Sc__ afflod_rep

HTH_ARSR specific cd00090 3.61048e-06 IQ#19446 - >Sc_afflod_c32

HTH_ARSR specific cd00090 5.03901e-08 IQ#32175 - >Sc_afflod_c59

HTH_ARSR specific cd00090 6.87584e-19 Q#3802 - >Sca fflod_rep

HTH_ARSR superfamily lsuperfamily  dl17220 0[00620022 Q#15357 - >Scafflod_c24[Scafflod_c247_48 [305 - 3] (REVERSE SENSE)]

HTH_ARSR superfamily superfamily  dl17220 3/61048e-0 6 Q#19446 - >Scafflod_c32

HTH_ARSR superfamily superfamily  dl17220 3161048e-0 6 Q#19446 - >Scafflod_c32[Scafflod_c326_30 [595 - 8 0] (REVERSE SENSE)]

HTH_ARSR superfamily lsuperfamily  dl17220 5[03901e-0 8 Q#32175 - >Scafflod_c59

HTH_ARSR superfamily superfamily  dl17220 5{03901e-0 8 Q#32175 - >Scafflod_c59[Scafflod_c599 72 [261-1 ](REVERSE SENSE)]

HTH_ARSR superfamily lsuperfamily  dl17220 1149022e-0 7 Q#34059 - >Scafflod_c62

HTH_ARSR superfamily superfamily  dl17220 1149022e-0 7 Q#34059 - >Scafflod_c62[Scafflod_c624 27[989 -1 270]]

HTH_ARSR superfamily |superfamily  gl17220 010059968 Q#34774 - >Scafflod_c63[Scafflod_c635_36 [989 - 189 ] (REVERSE SENSE)]

HTH_ARSR superfamily lsuperfamily  dl17220 6/87584e-1 9 Q#3802 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c42_76 [2354 - 1938] (REVERSE SENSE)]

HTH_ARSR superfamily superfamily  dl17220 0[00426708 Q#6860 - >Scafflod_c92[Scafflod_c92_38 [450 - 1] ( REVERSE SENSE)]
HTH_ARSR superfamily lsuperfamily  dl17220 0[00367027 Q#9565 - >Scafflod_c13[Scafflod_c139_18 [466 - 744 ]]
Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  gl09928 3.50344e-13 Q#12433 - >Scafflod_c19[Scafflod_c196_56 [1372 - 38] (REVE RSE SENSE)]
Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  dl09928 9.21819e-11 Q#12433 - >Scafflod_c19[Scafflod_c196_56 [1372 - 38] (REVE RSE SENSE)]
Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  gl09928 5.96046e-67 Q#19161 - >Scafflod_c32[Scafflod_c321_20 [575 - 1069]]
Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  gl09928 1.0475e-69 #20913 - >Scafflod_c35[Scafflod_c356_18 [3 - 656]]

Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  dl09928 1.23977e-165 Q#2996 2 - >Scafflod_c55[Scafflod_c551 32 [780 - 1] (REVER SE SENSE)]
Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  gl09928 5.35054e-147 #3397 5 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c623_42 [3 - 1949]]
Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  dl09928 9.9271e-35 Q#33975 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c623 42 [3 - 1949]]
Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  gl09928 1.53611e-85 Q#36667 - >Scafflod_c67[Scafflod_c677_20 [293 - 895]]

Molybdopterin-Binding

superfamily superfamily  dl09928 6.40461e-81 Q#9273 - >Scafflod_c13[Scafflod_c133_18 [2 - 946]]

MopB_CT superfamily superfamily  ¢|09929 2|45302e-85 Q#12433 - >Scafflod_c19[Scafflod_c196_56 [1372 - 3 8] (REVERSE SENSE)]
MopB_CT superfamily superfamily  c|09929 5[{92881e-67 Q#21853 - >Scafflod_c37[Scafflod_c377_10[2 - 337] ]

MopB_CT superfamily superfamily  ¢|09929 2|28152e-56 Q#33975 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c623_42[3- 1949]]
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MopB_CT superfamily superfamily  cJ09929 8|67205e-59 Q#9273 - >Scafflod_c13[Scafflod_c133_18 [2 - 946]]

Thioredoxin_like

superfamily superfamily  gl00388 5.11239%e-19 Q#30300 - >Scafflod_c55[Scafflod_c558 41 [108 - 1] (REVERS E SENSE)]
Thioredoxin_like

superfamily superfamily  gl00388 0.000239179 #31266 - >Scafflod_c58[Scafflod_c582_30 [1358 - 1435]]

Thioredoxin_like

superfamily superfamily  ql00388 5.07641e-51 Q#3211 - >Scafflod_c34[Scafflod_c34_56 [2094 - 1711] (REVE RSE SENSE)]
Thioredoxin_like

superfamily superfamily  gl00388 7.2123e-31 #3553 - >Scafflod_c39[Scafflod_c39_85[581 - 3] (REVERSE S ENSE)]
Thioredoxin_like

superfamily superfamily  ql00388 1.12946e-49 Q#35646 - >Scafflod_c65[Scafflod_c651_39 [897 - 1] (REVERS E SENSE)]
Thioredoxin_like

superfamily superfamily  l00388 8.56793e-39 Q#35646 - >Scafflod_c65[Scafflod_c651_39 [897 - 1] (REVERS E SENSE)]
Thioredoxin_like

superfamily superfamily  ql00388 4.73956e-24 Q#36296 - >Scafflod_rep

Thioredoxin_like

superfamily superfamily  ql00388 4.73956e-24 Q#36296 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c668_13 [475 - 618]]

Thioredoxin_like

superfamily superfamily  gl00388 5.15748e-61 #3841 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c42_115 [588 - 157] (R EVERSE SENSE)]

A nivel de dominio especifico y superfamilia, existe la identificacion del componente arsB,
el cual codifica para la expulsién del ion arsenito mediante la membrana celular hacia el
exterior, por lo que estad catalogado como una permeasa. Este gen estd acoplado al
mecanismo de reduccion del arsenato, por lo que generalmente estd acompafado por el

gen arsC.

En efecto, la basqueda de dominios encontré registros del dominio conservado para el
gen arsC, el cual es responsable de codificar la arsenato reductasa, mecanismo que se
encarga de hacer la reduccion del i6on arsenato a arsenito. Asi mismo, las arsenato

reductasas hacen parte de la superfamilia de las thioredoxinas.

También, una parte estructural del complejo del operén ars fue identificada. Esta
corresponde al gen arsR el cual funciona como regulador genético, que en presencia de
compuestos de arsénico activa la expresion de los genes downstream como el arsB y

arsC, entre otros (Mateos et al., 2006) (Figura 3, mecanismo #2).

Finalmente, se identificaron molibdopterinas, las cuales estan asociadas a los cofactores
de molibdeno utilizados en enzimas oxidoreductasas como la arsenito oxidasa (Figura 3,

mecanismo #4).

Se logro identificar mediante anotaciones, cinco funciones estrechamente relacionados
con el metabolismo del arsénico: tres de ellos como parte constitutiva del operén ars, otra
anotacion que sugiere la presencia de la familia thioredoxina, de la cual el operon ars
hace parte y por dltimo una anotacion relacionada con el metabolismo de las

molibdoproteinas, cofactores necesarios para el proceso de oxidacion del ion arsenito a
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arsenato. Las anotaciones funcionales, son solamente agrupaciones que por medio de

similaridad establecen categorias funcionales generales, las cuales deben ser validadas.

3.5 BuUsqueda e identificacion de genes de resistenc  ia a
arsenico

A partir de la busqueda de genes de resistencia a arsénico reportados mediante el
algoritmo blstn, se encontré la existencia de los genes arsR, arsB y arsC, los cuales son
la base necesaria para el funcionamiento del operdn ars fueron identificados al interior de

las secuencias (Figura 24 y Anexo C1).

También, a partir de la implementacién del algoritmo tblastn, se identificaron los genes de
resistencia a arsénico arsR, arsD, arsA, arsB y arsC del operon ars tipo de Klebsiella

pneumoniae (Figura 24 y Anexo C2).

En el caso de la subunidad del sitio rieske, no existi6 ningun alineamiento y para la
subunidad pequefia de la arsenito oxidasa, se encontraron alineamientos con valores E
desde 1,4 hasta 8, lo que sugiere que son alineamientos de caracter aleatorio y su
hallazgo en la base de datos de dominios conservados se debe a la asociacion aleatoria

con los sitios de regulacién metabdlica de arsénico (Anexo C3).
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Figura 24. Operén bacteriano de resistencia a arsénico ars. Tomado de Diesel et al. (2009).

Los resultados reportados son consistentes con la identificacién de genes de resistencia

a arsénico en el metagenoma ambiental de muestras de la Sabana de Bogota

representado en los once clones que presentaron resistencia a arsénico.

Consistentes con las anotaciones funcionales, los alineamientos especificos validaron la

presencia del operén ars. No solamente se encontraron los genes arsB, arsC y arsR,

identificados inicialmente, sino que se encontraron ademas los genes complementarios

arsA y arsD los cuales hacen mas eficiente el proceso de reduccion del ion arsenato a

arsenito y su posterior expulsion hacia el exterior. Chauhan et al. (2009) identificaron la

presencia de los genes arsC, arsD y arsN, en dos clones resistentes a arsénico en un

metagenoma de una planta de tratamiento.



4.Conclusiones y Recomendaciones

4.1 Conclusiones

Los resultados presentados dan cuenta de la busqueda e identificacion de genes de
resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogota y

especialmente del Rio Bogota.

Los retos que suponia la realizacion de una libreria metagenomica de un sitio
contaminado como la cuenca media del Rio Bogotd4, fueron desarrollados principalmente
en la seleccion y estandarizacion de un método de extraccidén y purificacion de &cidos

nucléicos, asi como en el proceso de la seleccién a partir de un barrido funcional.

De esta manera, se logré6 comprobar la alta eficiencia del método de extraccion a partir
del kit comercial PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO-BIO®) que logré cantidades
suficientes para los procesos de la creacién de la libreria metagendémica. Asi mismo, las
modificaciones realizadas sobre el protocolo establecido del kit comercial, lograron evitar
la fragmentacion de los acidos nucléicos en virtud de garantizar fragmentos de alto peso

molecular.

La realizacién de la electroforesis como paso posterior a la extraccion de los acidos
nucléicos logro la separacion de agentes inhibidores como acidos humicos y fulvicos, asi
como otros contaminantes provenientes de los ambientes particulares, toda vez que la
gran mayoria de estos residuos fueron eliminados por medio de la seleccion de los

tamarfios especificos de alto peso molecular.

La realizacion de la libreria metagendémica logro la generacion de mas de 50.000 clones

con fragmentos metagendmicos de un ambiente contaminado de la Sabana de Bogota.



73 Busqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogota

La cobertura tedrica lograda fue de aproximadamente 2.000 Mb. No obstante, se requiere
de una mayor caracterizacion molecular con el fin de determinar un valor empirico mas

ajustado al resultado final de la libreria.

La realizacion del tamizaje funcional con altos contenidos de arsenato de sodio, permitio
discriminar aquellos clones que presentaron resistencia fenotipica al i6on arsenato. La
técnica resultd adecuada para el manejo de grandes cantidades de clones de la libreria
metagenomica. A partir de ello, fueron recuperados once clones con resistencia
fenotipica a arsénico, nueve de ellos a un umbral de 20 mM de arsenato de sodio y dos

restantes a una concentracion de 50 mM.

El proceso de secuenciacion masiva logro generar mas 157.583 secuencias. Luego de la
realizaciéon de un proceso de ensamblaje se lograron 951 scaffolds con un tamafio
promedio de 1.075 pares de bases. Las secuencias ensambladas resultaron adecuadas
para los procesos de anotacion funcional e identificacion de genes de resistencia a

arsénico.

Las condiciones de seleccion que ofrece el ambiente de la cuenca media del Rio Bogota,
como baja concentracion de oxigeno, acumulacion en sedimentos y suelos de
contaminantes y alta e intensiva utilizacion de plaguicidas, propician el desarrollo y la
supervivencia de microorganismos que han generado mecanismos de resistencia a tales
condiciones, destacandose varias enterobacterias, las cuales tienen amplios reportes en

la literatura de mecanismos de resistencia a arsénico.

Finalmente se lograron identificar genes reportados de resistencia a arsénico en un
metagenoma microbiano de la Sabana de Bogota. Los genes encontrados corresponden

al arsB, arsC y arsR, arsAy arsD todos ellos como parte constitutiva del operén ars.

4.2 Recomendaciones

La libreria metagenémica generada es una fuente de datos gendmicos que debera ser
aprovechada a futuro. Por ello, es necesario el desarrollo de trabajos investigativos que
se centren en el analisis de datos masivos los cuales pueden provenir a partir de una

secuenciacion masiva de la totalidad de la libreria establecida. La identificacion de genes,
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funciones y poblaciones microbianas en relacion a ambientes altamente contaminados

debe dar luces sobre un nuevo enfoque investigativo que se puede desarrollar.

El sustrato para el tamizaje funcional fue el ion arsenato, por lo cual, la actividad
encontrada de reduccién de este ion, estuvo en relacién al tipo de barrido funcional
realizado. Por otro lado, no se logro la identificacion de genes que median relaciones de
oxidacion del ion arsenito a arsenato. La amplia diversidad gendmica de esta funcién
biol6gica hace que nuevos enfoques para la identificacion especifica de esta actividad,
deban ser utilizados. El sustrato para el tamizaje funcional fue el ion arsenato, por lo cual,
la actividad encontrada de reduccion de este ion, estuvo en relaciéon al tipo de barrido

funcional realizado.

Asi mismo, es necesaria la identificacion de cada mecanismo de resistencia a arsénico
existente en cada uno de los clones positivos con el fin de identificar nuevas rutas y
genes potenciales de resistencia a arsénico. Para ello es necesaria la adaptacién de
secuencias de marcaje (tags) que permitan el vinculo entre las secuencias generadas y

los clones de los cuales provienen.

Los genes de resistencia a arsénico identificados hasta el momento, permitiran la
continuacion de la investigacién en miras al desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas
enfocadas hacia procesos de biodeteccion y biorremediacibn de ambientes

contaminados de arsénico.

El desarrollo de biosensores para la deteccion de arsénico es una posibilidad de
aplicacion biotecnolédgica. En paises en los que hay carencia de de monitoreo sobre
contaminacién potencial de arsénico como en el caso de Colombia (Alonso et al., 2013),
el desarrollo de este tipo de tecnologias podria ser un aporte valioso para un disefio de

monitoreo del metaloide a bajo costo de operacion.

La utilizacién del mecanismo de regulacion del operén ars brinda las posibilidades, para
gue por medio de la adaptacion con un gen reportero, se puedan realizar detecciones de
manera rapida y a bajo costo a partir del disefio de un biosensor (French et al., 2011).
Este tipo de estudios estan siendo desarrollados actualmente en el grupo de

investigacion.
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A. Anexo: Protocolo modificado para
extraccion de acidos nucléicos de
alto peso molecular con PowerMax™
Soil DNA Isolation Kit (MOBIO®)

1. Precalentar un bafio termoestatado a 70C.

2. Agregar 15 ml de PowerBead Solution al tubo rotulado como PowerBead Tube, el cual
contiene las particulas o beads

3. Agregar 10 g de muestra (suelo o sedimento) al PowerBead Tube.

4. Agregar 1.2 ml de la Solucion C1 al PowerBead Tube.

5. Agitar con vortex durante 5 segundos.

6. Calentar el tubo en el bafio termoestatado a 70C, durante 5 minutos.

7. Retirar el tubo del bafio y mezclar el tubo por inversién suave, durante 5 minutos.

8. Repetir los pasos 6y 7 tres veces.

9. Centrifugar el tubo a 2500 x g y4C durante 6 minutos.

10. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 50ml. Descartar el pellet.

11. Agregar 5ml de la Solucién C2 y mezclar por inversion.

12. Incubar a 4C durante 1 hora.

13. Centrifugar a 2500 x g y 4T durante 6 minutos.

14. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 50ml. Descartar el pellet.

15. Agregar 4ml de la Solucién C3 y mezclar por inversion.

16. Incubar a 4C durante 1 hora.

17. Centrifugar a 2500 x g y 4T durante 6 minutos.

18. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 50ml. Descartar el pellet.

19. Agregar 30ml de la solucion C4 y mezclar por inversion.

20. Llenar el filtro del tubo Spin Filter con la solucién. Centrifugar a 2500 x g durante 2
minutos y descartar la solucion. Hacer este mismo proceso hasta pasar todo el contenido
a través del filtro.

21. Agregar 10ml de la Solucion C5 al filtro y centrifugar a 2500 x g durante 3 minutos.
Descartar la solucion.

22. Centrifugar nuevamente a 2500 x g,durante 5 minutos.

23. Transferir el filtro a un nuevo tubo de 50ml y agregar 5 ml de la Solucion C6 sobre el
filtro.

24. Descartar el filtro.
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File: BI_pCC2_Forward.abl Run Ended: 2013/9/5 3:7:37 Signal G:62 A:79 C:96 T:110
Sample: BI_pCC2_Forward ~ Lane: 15 Base spacing: 14420813 203 basesin 16300 scans  Page 2 of 2
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C. Anexo: Alineamientos BLAST con
elementos relacionados a la
resistencia de arsénico

BLASTN 2.2.28+

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagne
Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA
Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

Database: scaffolds.fasta

951 sequences; 1,022,791 total letters

Query= Icl|AP009048.1_cdsid_BAE77791.1 [gene=arsC]
reductase] [protein_id=BAE77791.1]
[location=complement(3989753..3990178)]

Length=426
Score E

Sequences producing significant alignments:

TodosTodos_rep_c42

> TodosTodos_rep_c42

Length=2517

Score = 787 bits (426), Expect =0.0

Identities = 426/426 (100%), Gaps = 0/426 (0%)

Strand=Plus/Minus

r, and Webb

sequences”, J

[protein=arsenate

(Bits) Value

787 0.0

Query 1 ATGAGCAACATTACCATTTATCACAACCCGGCCTGCGBCGTCGCGTAATACGCTGGAG 60

Sbjct 579 ATGAGCAACATTACCATTTATCACAACCCGGCCTGCGBCGTCGCGTAATACGCTGGAG 520

Query 61 ATGATCCGCAACAGCGGCACAGAACCGACTATTATCAATCTGGAAACTCCGCCAACG 120

Sbjct 519 ATGATCCGCAACAGCGGCACAGAACCGACTATTATCCPATCTGGAAACTCCGCCAACG 460

Query 121 CGCGATGAACTGGTCAAACTCATTGCCGATATGGGGRTTGTACGCGCGCTGCTGCGT 180

Shjct 459 CGCGATGAACTGGTCAAACTCATTGCCGATATGGGGATICGTACGCGCGCTGCTGCGT 400

Query 181 AAAAACGTCGAACCGTATGAGGAGCTGGGCCTTGCGEMMAATTTACTGACGATCGG 240
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Sbjct 399 AAAAACGTCGAACCGTATGAGGAGCTGGGCCTTGCGGAAAAATTTACTGACGATCGG 340

Query 241 TTAATCGACTTTATGCTTCAGCACCCGATTCTGATTARGCCCGATTGTGGTGACGCCG 300

AT I
Shjct 339 TTAATCGACTTTATGCTTCAGCACCCGATTCTGATTAATGCCCGATTGTGGTGACGCCG 280

Query 301 CTGGGAACTCGCCTGTGCCGCCCTTCAGAAGTGGTGEINARATTCTGCCAGATGCGCAA 360

AL I
Shjct 279 CTGGGAACTCGCCTGTGCCGCCCTTCAGAAGTGGTGGRBATTCTGCCAGATGCGCAA 220

Query 361 AAAGGCGCATTCTCCAAGGAAGATGGCGAGAAAGTGEATGAAGCGGGTAAGCGCCTG 420

AR [
Shjct 219 AAAGGCGCATTCTCCAAGGAAGATGGCGAGAAAGTGGRTGAAGCGGGTAAGCGCCTG 160

Query 421 AAATAA 426

I
Shjct 159 AAATAA 154

Lambda K H

1.33 0.621 1.12

Gapped
Lambda K H

1.28 0.460 0.850
Effective search space used: 407531026

Query=Icl|AP009048.1_cdsid_BAE77792.1 [gene=arsB]
[protein=arsenite/antimonite transporter] [protein_ id=BAE77792.1]
[location=complement(3990191..3991480)]

Length=1290

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
TodosTodos_rep_c42 2383 0.0

> TodosTodos_rep_c42

Length=2517

Score = 2383 bits (1290), Expect = 0.0

Identities = 1290/1290 (100%), Gaps = 0/1290 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 ATGTTACTGGCAGGCGCTATCTTTGTCCTGACCATCGATTGGTTATCTGGCAGCCGAAA 60

SRR T
Shjct 1881 ATGTTACTGGCAGGCGCTATCTTTGTCCTGACCATCBTTGGTTATCTGGCAGCCGAAA 1822

Query 61 GGTTTAGGCATCGGCTGGAGTGCAACGCTCGGCGCAGTGGCGTTAGTTACGGGCGTG 120

SRR T
Shjct 1821 GGTTTAGGCATCGGCTGGAGTGCAACGCTCGGCGCAGTGGCGTTAGTTACGGGCGTG 1762

Query 121 GTCCATCCGGGTGATATTCCGGTGGTGTGGAATATAEIGGAACGCGACGGCTGCGTTT 180

SR OSHERTAAAL (i
Shjct 1761 GTCCATCCGGGTGATATTCCGGTGGTGTGGAATATCGTGGAACGCGACGGCTGCGTTT 1702

Query 181 ATCGCCGTCATTATCATCAGCCTGCTGCTGGATGAGIGGCTTTTTTGAATGGGCGGCG 240
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Shjct 1701 ATCGCCGTCATTATCATCAGCCTGCTGCTGGATGAGUGGCTTTTTTGAATGGGCGGCG 1642

Query 241 CTGCACGTCTCACGCTGGGGTAATGGTCGTGGTCGGTNGTTTACCTGGATTGTCCTG 300

AT I
Shjct 1641 CTGCACGTCTCACGCTGGGGTAATGGTCGTGGTCGETGTTTACCTGGATTGTCCTG 1582

Query 301 CTCGGTGCTGCCGTTGCCGCCCTGTTTGCCAATGATEEGGCGCTTATTTTGACACCG 360

AT I
Sbjct 1581 CTCGGTGCTGCCGTTGCCGCCCTGTTTGCCAATGATGGCGGCGCTTATTTTGACACCG 1522

Query 361 ATTGTCATCGCCATGCTGCTGGCTTTAGGGTTCAGTAGGCACTACGCTGGCGTTCGTG 420

TR [
Shjct 1521 ATTGTCATCGCCATGCTGCTGGCTTTAGGGTTCAGTASGCACTACGCTGGCGTTCGTG 1462

Query 421 ATGGCGGCCGGATTCATTGCCGATACCGCCAGCCTGCTTATTGTCTCCAACCTGGTG 480

TR [
Sbjct 1461 ATGGCGGCCGGATTCATTGCCGATACCGCCAGCCT@IITATTGTCTCCAACCTGGTG 1402

Query 481 AATATCGTTTCCGCTGATTTCTTTGGCCTCGGCTTTGGBSAATACGCCTCGGTGATGGTG 540

AT I
Sbjct 1401 AATATCGTTTCCGCTGATTTCTTTGGCCTCGGCTTTCGGAATACGCCTCGGTGATGGTG 1342

Query 541 CCGGTGGATATCGCCGCGATTGTTGCCACGCTGGTGATACATCTCTATTTTCGCAAA 600

AT I
Sbjct 1341 CCGGTGGATATCGCCGCGATTGTTGCCACGCTGGT@ATACATCTCTATTTTCGCAAA 1282

Query 601 GATATTCCGCAGAACTACGATATGGCGCTGCTGAAATCCCGCAGAAGCGATCAAAGAT 660

TR [
Shjct 1281 GATATTCCGCAGAACTACGATATGGCGCTGCTGAAATCCCGCAGAAGCGATCAAAGAT 1222

Query 661 CCTGCTACGTTCAAAACTGGCTGGGTTGTTTTACTGTTTGCTGGTGGGATTTTTCGTC 720

TR [
Shjct 1221 CCTGCTACGTTCAAAACTGGCTGGGTTGTTTTACTGALTGCTGGTGGGATTTTTCGTC 1162

Query 721 CTGGAACCGCTCGGCATTCCGGTGAGCGCCATTGCRAGUGGGCGCGCTGATATTATTT 780

AT I
Sbjct 1161 CTGGAACCGCTCGGCATTCCGGTGAGCGCCATTGCAGTGGGCGCGCTGATATTATTT 1102

Query 781 GTCGTCGCTAAACGCGGTCATGCGATTAATACGGGHATCCTGCGCGGTGCCCCCTGG 840

AT I
Sbjct 1101 GTCGTCGCTAAACGCGGTCATGCGATTAATACGGGTABTCCTGCGCGGTGCCCCCTGG 1042

Query 841 CAGATTGTCATCTTCTCGCTCGGCATGTATCTGGTGEBTATGGCCTGCGCAATGCCGGA 900

TR [
Shjct 1041 CAGATTGTCATCTTCTCGCTCGGCATGTATCTGGTGGTATGGCCTGCGCAATGCCGGA 982

Query 901 TTAACGGAATATCTTTCTGGCGTACTCAACGTGCTGGGATAACGGCCTGTGGGCCGCG 960

TR [
Shjct 981 TTAACGGAATATCTTTCTGGCGTACTCAACGTGCTGGBGATAACGGCCTGTGGGCCGCG 922

Query 961 ACGCTCGGCACCGGATTCCTCACCGCCTTCCTCTCTMAITATGAACAATATGCCGACG 1020

AT I
Shjct 921 ACGCTCGGCACCGGATTCCTCACCGCCTTCCTCTCTTATTATGAACAATATGCCGACG 862
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Query 1021 GTACTGGTTGGCGCGTTGTCCATTGATGGCAGCACBSBITGGCGTTATCAAAGAAGCG 1080

AT OSHERTAAAL (i
Shjct 861 GTACTGGTTGGCGCGTTGTCCATTGATGGCAGCACGSTCTGGCGTTATCAAAGAAGCG 802

Query 1081 ATGGTTTATGCCAATGTGATTGGCTGCGATTTGGGARRAAATTACCCCAATTGGTAGC 1140

AT OSHERTAAAL (i
Sbjct 801 ATGGTTTATGCCAATGTGATTGGCTGCGATTTGGGAGBAAAATTACCCCAATTGGTAGC 742

Query 1141 CTGGCTACGCTACTCTGGCTGCACGTACTTTCGCAGMATATGACTATCAGCTGGGGA 1200

(R T
Shjct 741 CTGGCTACGCTACTCTGGCTGCACGTACTTTCGCAGAMATATGACTATCAGCTGGGGA 682

Query 1201 TATTACTTCCGTACAGGGATTATCATGACCCTGCCTGTTGTTTGTGACGCTGGCTGCG 1260

TSR T
Sbjct 681 TATTACTTCCGTACAGGGATTATCATGACCCTGCCTGBCTGTTTGTGACGCTGGCTGCG 622

Query 1261 CTGGCGCTACGTCTCTCTTTCACTTTGTAA 1290

(TR
Shjct 621 CTGGCGCTACGTCTCTCTTTCACTTTGTAA 592

Lambda K H
1.33 0.621 1.12
Gapped

Lambda K H
1.28 0.460 0.850

Effective search space used: 1272578580

Query= Icl|AP009048.1_cdsid_BAE77793.1 [gene=arsR] [protein=DNA-binding
transcriptional regulator] [protein_id=BAE77793.1]

[location=complement(3991534..3991887)]

Length=354

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
TodosTodos_rep_c42 654 0.0

> TodosTodos_rep_c42

Length=2517

Score = 654 bits (354), Expect =0.0

Identities = 354/354 (100%), Gaps = 0/354 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query 1  ATGTCATTTCTGTTACCCATCCAATTGTTCAAAATTCTTGCTGATGAAACCCGTCTGGGC 60

SR OSHERTAAAL (i
Shjct 2288 ATGTCATTTCTGTTACCCATCCAATTGTTCAAAATTCTTGCTGATGAAACCCGTCTGGGC 2229

Query 61 ATCGTTTTACTGCTCAGCGAACTGGGAGAGTTATGCETGCGATCTCTGCACTGCTCTC 120

T OSHERTAAAL (i
Sbjct 2228 ATCGTTTTACTGCTCAGCGAACTGGGAGAGTTATGCGTGCGATCTCTGCACTGCTCTC 2169

Query 121 GACCAGTCGCAGCCCAAGATCTCCCGCCACCTGGCBTTGCGTGAAAGCGGGCTATTG 180

(AR TN
Shjct 2168 GACCAGTCGCAGCCCAAGATCTCCCGCCACCTGGCAUTGCGTGAAAGCGGGCTATTG 2109
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Query 181 CTGGACCGCAAGCAAGGTAAGTGGGTTCATTACCG@TTACCGCATATTCCAGCATGG 240

AT I
Sbjct 2108 CTGGACCGCAAGCAAGGTAAGTGGGTTCATTACCGONTICACCGCATATTCCAGCATGG 2049

Query 241 GCGGCGAAAATTATTGATGAGGCCTGGCGATGTGABIIAAAAGGTTCAGGCGATTGTC 300

AT I
Shjct 2048 GCGGCGAAAATTATTGATGAGGCCTGGCGATGTGAABBAAAAGGTTCAGGCGATTGTC 1989

Query 301 CGCAACCTGGCTCGACAAAACTGTTCCGGGGACAGTGRACATTTGCAGTTAA 354

Shjct 1988 CGCAACCTGGCTCGACAAAACTGTTCCGGGGACAGTRMCATTTGCAGTTAA 1935

Lambda K H

133 0621 112

Gapped
Lambda K H

1.28 0.460 0.850

Effective search space used: 335259514

Database: contigs.fasta
Posted date: Sep 29, 2013 11:16 AM
Number of letters in database: 1,022,791

Number of sequences in database: 951

Matrix: blastn matrix 1 -2

Gap Penalties: Existence: 0, Extension: 2.5

2. tblastn para operon arsRDABC de K. Pneumoniae

TBLASTN 2.2.27+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, A
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller,
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new g

protein database search programs", Nucleic Acids Re

Database: contigs.fasta

951 sequences; 1,022,791 total letters

Query= gi|149850118|emb|CAG29009.1| ArsR [Klebsiell

Length=117
Score E

Sequences producing significant alignments:

TodosTodos_rep_c42
TodosTodos_c185
TodosTodos_c475
TodosTodos_c477

TodosTodos_c910

lejandro A.
and David J.
eneration of

s. 25:3389-3402.

a pneumoniae]

(Bits) Value

182 5e-56
26.2 0.23
246 0.65
239 11

235 16
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TodosTodos_c541 216 6.1

> TodosTodos_rep_c42

Length=2517

Score = 182 bits (463), Expect = 5e-56, Method: C ompositional matrix adjust.
Identities = 86/116 (74%), Positives = 99/116 (85%) , Gaps = 0/116 (0%)
Frame = -2

Query 1  MPEIASLQLFKILSDETRLGIVLLLREMGELCVCDLCT ALEQSQPKTSRHLAMLRESGLL 60
M + +QLFKIL+DETRLGIVLLL E+GELCVCDLCTAL+QSQPK S  RHLA+LRESGLL

Sbjct 2288 MSFLLPIQLFKILADETRLGIVLLLSELGELCVCDLCT  ALDQSQPKISRHLALLRESGLL 2109

Query 61 LDRKQGKWVHYRLSPHIPSWAALVIEQAWLSQQDDVQARKLASANCSGSGKAVC 116
LDRKQGKWVHYRLSPHIP+WAA +l++AW +Q+ VQAIRLA NC SG K+C

Sbjct 2108 LDRKQGKWVHYRLSPHIPAWAAKIIDEAWRCEQEKVQA/RNLARQNCSGDSKNIC 1941

> TodosTodos_c185

Length=2566

Score = 26.2 bits (56), Expect =0.23, Method: Com positional matrix adjust.
Identities = 9/23 (39%), Positives = 15/23 (65%), G aps = 0/23 (0%)
Frame = -1

Query 7 LQLFKILSDETRLGIVLLLREMG 29
LQLK+L E +G+++ +MG

Sbjct 1975 LQLIKVLQKEMSMGVIFITHDMG 1907

> TodosTodos_c475

Length=696

Score = 24.6 bits (52), Expect = 0.65, Method: Com positional matrix adjust.
Identities = 10/27 (37%), Positives = 16/27 (59%), Gaps = 0/27 (0%)
Frame = +1

Query 28 MGELCVCDLCTALEQSQPKTSRHLAML 54
+++ CDL +EQ P+T+ LAL

Sbjct 55 VAKISECDLTATIEQRGPQTADELATL 135

> TodosTodos_c477

Length=710

Score = 23.9 bits (50), Expect = 1.1, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 9/21 (43%), Positives = 13/21 (62%), G aps = 0/21 (0%)
Frame = +3

Query 54 LRESGLLLDRKQGKWVHYRLS 74
RSLL+D + WV YR++

Sbjct 120 FRGSRLLMDFRNSSWVRYRIA 182

> TodosTodos_c910
Length=1391
Score = 23.5 bits (49), Expect = 1.6, Method: Comp ositional matrix adjust.

Identities = 13/40 (33%), Positives = 23/40 (58%), Gaps = 8/40 (20%)
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Frame = -2
Query 37 CTALEQSQPKTSRHLAMLRESGLLLDRKQGK------ WV H 70
C+A+ +QP+TS ++L ++ DR+QK  WV+

Shjct 142 CSAV--AQPETSSQIRLLSAASIGDDRRQSKNCFAS*WV N 29

> TodosTodos_c541

Length=596

Score = 21.6 bits (44), Expect = 6.1, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 11/47 (23%), Positives = 20/47 (43%), Gaps = 1/47 (2%)
Frame = +3

Query 45 PKTSRHLAMLRESGLLLDRKQGKWVHYRLSPHIPSWAALEQAWLS 91
P +RH R +KG++H+++P WA + W+

Sbjct 381 PALARHRKSPRPD-HFPHQKDGRRIHFQIRPAPRGWCABVGTVWRT 518

Lambda K H a alpha

0.322 0.133 0.407 0.792 4.96

Gapped

Lambda K H a alpha si gma
0.267 0.0410 0.140 190 426 436

Effective search space used: 14843498

Query= gi|149850119|emb|CAG29010.1| ArsD [Klebsiell a pneumoniae]
Length=120

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
TodosTodos_rep_c713 246 0.53
TodosTodos_c665 24.3 1.00
TodosTodos_c746 235 18
TodosTodos_c251 223 43
TodosTodos_c58 223 43
TodosTodos_c403 223 46
TodosTodos_c224 212 94

> TodosTodos_rep_c713

Length=581

Score = 24.6 bits (52), Expect = 0.53, Method: Com positional matrix adjust.
Identities = 10/20 (50%), Positives = 13/20 (65%), Gaps = 0/20 (0%)
Frame = +3

Query 25 VLVNFSADVQWLKGRGVQIE 44
+++ A QWL GRGV IE

Sbjct 45 IIASLEAGYQWLPGRGVVIE 104

> TodosTodos_c665

Length=1223

Score = 24.3 bits (51), Expect = 1.00, Method: Com positional matrix adjust.
Identities = 11/21 (52%), Positives = 14/21 (67%), Gaps = 0/21 (0%)
Frame = -3

Query 61 AKAFLEASGAEGLPLLLLDGE 81

AAFES +LPLL++DG
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Shjct 1215 AMAFAEGSANDWLPLLMVDGH 1153

> TodosTodos_c746

Length=951

Score = 23.5 bits (49), Expect = 1.8, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 10/20 (50%), Positives = 11/20 (55%), Gaps = 0/20 (0%)
Frame = +3

Query 83 VMAGRYPKRAELARWFGIPL 102
V+GYP LRWF PL

Shjct 888 VLLGAYPMVLLLTRWFEKPL 947

> TodosTodos_c251

Length=1171

Score = 22.3 bits (46), Expect = 4.3, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 10/23 (43%), Positives = 12/23 (52%), Gaps = 0/23 (0%)
Frame = +1

Query 83 VMAGRYPKRAELARWFGIPLEKYV 105
MAG+YPR+LA F L

Shjct 838 AMAGQYPHRTKLAISFTRALSST 906

> TodosTodos_c58

Length=2123

Score = 22.3 bits (46), Expect = 4.3, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 10/23 (43%), Positives = 13/23 (57%), Gaps = 0/23 (0%)
Frame = -1

Query 74 PLLLLDGETVMAGRYPKRAELAR 96
P DG+TMAG P+R A+

Shjct 2060 PAFSPDGDTGMAGSAPERRRTAK 1992

> TodosTodos_c403

Length=1586

Score = 22.3 bits (46), Expect = 4.6, Method: Comp osition-based stats.
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%), Gaps = 1/18 (6%)
Frame = +1

Query 4 LTVFDP-AMCCSTGVCGS 20
L+ F P AM CST +CG+

Sbjct 469 LSCFRPKAMFCSTVICGN 522

> TodosTodos_c224

Length=1823

Score = 21.2 bits (43), Expect = 9.4, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 14/37 (38%), Positives = 19/37 (51%), Gaps = 0/37 (0%)
Frame = -3

Query 60 KAKAFLEASGAEGLPLLLLDGETVMAGRYPKRAELAR 96
K+AL SA L+L + R+P+RAEAR

Sbjct 1455 KSPANLSYSEAAMLAVLPQAPSRLRPDRWPERAEAAR 1345
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Lambda K H a alpha

0.321 0.137 0.415 0.792 4.96

Gapped
Lambda K H a alpha si gma

0.267 0.0410 0.140 190 426 43.6

Effective search space used: 15351325

Query= gi|149850120|emb|CAG29011.1| ArsA [Klebsiell a pneumoniae]
Length=583

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
TodosTodos_c693 32.0 0.029
TodosTodos_c460 28.1 0.42
TodosTodos_c244 28.1 042
TodosTodos_c221 27.7 0.65
TodosTodos_c522 269 1.0
TodosTodos_c271 266 1.1
TodosTodos_c75 266 15
TodosTodos_rep_c5 258 26
TodosTodos_rep_c949 258 28
TodosTodos_rep_c8 258 29
TodosTodos_rep_c950 258 29

> TodosTodos_c693

Length=1084

Score = 32.0 bits (71), Expect =0.029, Method: Co mpositional matrix adjust.
Identities = 15/41 (37%), Positives = 23/41 (56%), Gaps = 0/41 (0%)
Frame = +2

Query 71 LSALEIDPQDAAQQYRARIVDPIKGLLPDDVVNSISEQL SG 111
++AE+PQ+A+YRRVP +DDV++ Q G

Shjct 650 MNAFELTPQEAEEWYRGRDVYPQAAPVADDVLVTFQH@R 772

> TodosTodos_c460

Length=977

Score = 28.1 bits (61), Expect =0.42, Method: Com positional matrix adjust.
Identities = 13/36 (36%), Positives = 19/36 (53%), Gaps = 0/36 (0%)
Frame = +3

Query 329 LIMLMGKGGVGKTTMAAAIAVSLADKGFDVHLTTSD 364
+l+++G GVGKTT +A +G VL D

Sbjct 801 VILMVGVNGVGKTTTIGKLARQFEQQGKSVMLAAGD 9 08

> TodosTodos_c244

Length=853
Score = 28.1 bits (61), Expect =0.42, Method: Com positional matrix adjust.
Identities = 21/61 (34%), Positives = 31/61 (51%), Gaps = 11/61 (18%)

Frame = +3
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Query 330 IMLMGKGGVGKTTMAAAIAVSLADKGFDVHL-TTSDPAAILSTTLNGSLKNLQVSRINPH 388
+++ G G+GKTT+A +A + V+LTTSP + L L NL+ PH

Sbjct 27 LLIFGPPGLGKTTLANIVANEMG-----VNLRTTSGPVL EKAGDLAAMLTNLE-----PH 176

Query 389 D 389
D

Sbjct 177 D 179

> TodosTodos_c221

Length=1247

Score = 27.7 bits (60), Expect = 0.65, Method: Com positional matrix adjust.
Identities = 20/69 (29%), Positives = 32/69 (46%), Gaps = 3/69 (4%)
Frame = +2

Query 328 GLIMLMGKGGVGKTTMAAAIAVSLADKGFDVHLTTSDRAHLSTTLNGSLKNLQVSRINP 387
G+L++GG++ A A +G +L AAH+ L +L+ +VSRI

Sbjct 929 GALWLVDEGGLSQQLSQAVWAGFRRPRG---NLVAQSLAAHGNNPLAATLRGRRVSRIAV 1099

Query 388 HDETERYRQ 396
H +RR

Sbjct 1100 HPARQRERH 1126

> TodosTodos_c522

Length=749

Score = 26.9 bits (58), Expect = 1.0, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 14/43 (33%), Positives = 25/43 (58%), Gaps = 3/43 (7%)
Frame = -1

Query 75 EIDPQDAAQQYRARIVDPIKGLLPDDVVNSISEQLSGACTTEI 117
+++ Q AA ++RAR+VD +K P V +S+++ El

Shjct 488 DVEYQAAASEWRARVVDALKSRAP---VAAPSQSVATGAVNEI 369

> TodosTodos_c271

Length=645

Score = 26.6 bits (57), Expect = 1.1, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 11/41 (27%), Positives = 23/41 (56%), Gaps = 0/41 (0%)
Frame = -2

Query 430 QAFSRVIREAGKRFVVMDTAPTGHTLLLLDATGAYHREAR 470
+ +++RE++ ++TP + LLL++ H+IAR

Sbjct 353 ELMAKTLRESAEPVTIVSTGPQTNVALLLNSHPELHSKI AR 231

> TodosTodos_c75

Length=757

Score = 26.6 bits (57), Expect = 1.5, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 16/54 (30%), Positives = 25/54 (46%), Gaps = 0/54 (0%)
Frame = -3

Query 515 ERAGIHPWGWIINNSLSIAQTQSPLLCQRALQERPQIEWKNQHASRIALVPVM 568
+RA +W N A + LCQR+ ++IEV A IA ++ V+

Sbjct 401 KRAANFVYSW*CGNEFVGATLPAAFLCQREMLTQSEIEFVIGF*AITIAIILVL 240
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> TodosTodos_rep_c5

Length=1560

Score = 25.8 bits (55), Expect = 2.6, Method: Comp
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%),

Frame = +1

Query 151 RLLQLPGAWSSFIESNPD 168
RLL +P +WS +SNPD

Sbjct 1306 RLLAIPTSWSRVADSNPD 1359

> TodosTodos_rep_c949

Length=2794

Score = 25.8 bits (55), Expect = 2.8, Method: Comp
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%),

Frame = -1

Query 151 RLLQLPGAWSSFIESNPD 168
RLL +P +WS +SNPD

Sbjct 1828 RLLAIPTSWSRVADSNPD 1775

> TodosTodos_rep_c8

Length=5676

Score = 25.8 bits (55), Expect = 2.9, Method: Comp
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%),

Frame = +3

Query 151 RLLQLPGAWSSFIESNPD 168
RLL +P +WS +SNPD

Shjct 3963 RLLAIPTSWSRVADSNPD 4016

> TodosTodos_rep_c950

Length=5824

Score = 25.8 bits (55), Expect = 2.9, Method: Comp
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%),

Frame = +3

Query 151 RLLQLPGAWSSFIESNPD 168
RLL +P +WS +SNPD

Shjct 3960 RLLAIPTSWSRVADSNPD 4013

Lambda K H a alpha

0.317 0.132 0.376 0.792 4.96

Gapped
Lambda K H a alpha si

0.267 0.0410 0.140 1.90 42.6 43.6

Effective search space used: 133219550

Query= gi|149850121|emb|CAG29012.1| ArsB [Klebsiell

ositional matrix adjust.

Gaps = 0/18 (0%)

ositional matrix adjust.

Gaps = 0/18 (0%)

ositional matrix adjust.

Gaps = 0/18 (0%)

ositional matrix adjust.

Gaps = 0/18 (0%)

gma

a pneumoniae]
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Length=429

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
TodosTodos_rep_c42 698 0.0
TodosTodos_rep_c668 295 2e-99
TodosTodos_c938 254 24
TodosTodos_c700 239 6.0

> TodosTodos_rep_c42

Length=2517

Score = 698 bits (1801), Expect = 0.0, Method: Co mpositional matrix adjust.
Identities = 403/429 (94%), Positives = 420/429 (98 %), Gaps = 0/429 (0%)
Frame = -1

Query 1 MLLAGAIFVLTIVLVIWQPKGLGIGWSATLGAVLALIS ~ GVVHFGDIPVVWNIVWNATATF 60
MLLAGAIFVLTIVLVIWQPKGLGIGWSATLGAVLAL++GVVH GDIPWWNIVWNATA F

Sbjct 1881 MLLAGAIFVLTIVLVIWQPKGLGIGWSATLGAVLALVT GVVHPGDIPVVWNIVWNATAAF 1702

Query 61 IAVIISLLLDESGFFEWAALHVSRWGNGRGRLLFTY! vligaavaalfandgaallLTP 120
IAVIIISLLLDESGFFEWAALHVSRWGNGRGRLLFT+IVLLGAAVAAEANDGAALILTP

Sbjct 1701 IAVIIISLLLDESGFFEWAALHVSRWGNGRGRLLFTWI VLLGAAVAALFANDGAALILTP 1522

Query 121 IVIAMLLALGFSKGTTLAFVMAAGFIADTASLPLIVSN  LVNIVSADFFGLGFTEYASVMV 180
IVIAMLLALGFSKGTTLAFVMAAGFIADTASLPLIVSNLVNIVSADFFGLGF EYASVMV

Sbjct 1521 IVIAMLLALGFSKGTTLAFVMAAGFIADTASLPLIVSN  LVNIVSADFFGLGFREYASVMV 1342

Query 181 PVDIAAIIATLVMLHLFFRKDIPPTYDlallkapakai kdlaTFRTGWivlilllivgffv 240
PVDIAAI+ATLVMLHL+FRKDIP YD+ALLK+PA+AIKD ATF+TGW +VL+LLLVGFFV

Shjct 1341 PVDIAAIVATLVMLHLYFRKDIPQNYDMALLKSPAEAI KDPATFKTGWVVLLLLLVGFFV 1162

Query 241 IEPLGIPVSAIAAVGAVILFAVAKRGHAINTGKVLRGA PWQIVIFSLGMYLVVYGLRNAG 300
LEPLGIPVSAIAAVGA+ILF VAKRGHAINTGKVLRGAPWQIVIFSLGMYLVVYGLRNAG

Sbjct 1161 LEPLGIPVSAIAAVGALILFVVAKRGHAINTGKVLRGA PWQIVIFSLGMYLVVYGLRNAG 982

Query 301 LTEYLSGVLNVLADKGLWAATFGTGFLTAFLSSIMNNMPTVLVGALSIDGSTATGVIKEA 360
LTEYLSGVLNVLAD GLWAAT GTGFLTAFLSSIMNNMPTVLVGALSIGSTA+GVIKEA

Sbjct 981 LTEYLSGVLNVLADNGLWAATLGTGFLTAFLSSIMNNM PTVLVGALSIDGSTASGVIKEA 802

Query 361 MIFANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLSQKNMTIT WGYYFRTGIVMTLPVLFVTLAA 420
M++ANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLSQKNMTI+WGYYFRTGMTLPVLFVTLAA

Sbjct 801 MVYANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLSQKNMTIS WGYYFRTGIIMTLPVLFVTLAA 622

Query 421 LALRLSFTL 429
LALRLSFTL

Shjct 621 LALRLSFTL 595

> TodosTodos_rep_c668

Length=619

Score = 295 bits (756), Expect = 2e-99, Method: C ompositional matrix adjust.
Identities = 146/157 (93%), Positives = 154/157 (98 %), Gaps = 0/157 (0%)
Frame = +1

Query 273 KVLRGAPWOQIVIFSLGMYLVVYGLRNAGLTEYLSGVLNVADKGLWAATFGTGFLTAFLS 332
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KVLRGAPWQIVIFSLGMY+VVYGLRNAG TEYLSGVLN+LADKGLWRATGFLTAFLS

Sbjct 1 KVLRGAPWQIVIFSLGMYIVVYGLRNAGFTEYLSGVLNL LADKGLWAATFGTGFLTAFLS 180

Query 333 SIMNNMPTVLVGALSIDGSTATGVIKEAMIFANVIGCDL GPKITPIGSLATLLWLHVLSQ 392

S+MNNMPTVL+GALSIDGSTATGV+KEAMI+ANVIGCDLGPKITPIGBILLWLHVL+Q

Sbjct 181 SVMNNMPTVLIGALSIDGSTATGVVKEAMIYANVIGCDL GPKITPIGSLATLLWLHVLAQ 360

Query 393 KNMTITWGYYFRTGIVMTLPVLFVTLAALALRLSFTL
KNMTITWGYYFRTGIVMT+PVLFVTLAALA RLS TL

Shjct 361 KNMTITWGYYFRTGIVMTVPVLFVTLAALAWRLSVTL

> TodosTodos_c938

Length=1274

Score = 25.4 bits (54), Expect = 2.4, Method: Comp
Identities = 18/54 (33%), Positives = 25/54 (46%),

Frame = +3

Query 30 LGAVLALISGVVHFGDIPVVWNIVWNATATFIAVIIIS

LG LAL SG+ H GD+ V+++S L SG

Sbjct 1071 LGKELALQSGLAHKGDV--------------- VVMVS

> TodosTodos_c700
Length=565
Score = 23.9 bits (50), Expect = 6.0, Method: Comp
Identities = 13/21 (62%), Positives = 15/21 (71%),
Frame = -1
Query 406 GIVMTLPVLFVTLAALALRLS 426

GIV T+P+L T AA LRLS

Sbjct 256 GIVTTVPLLCFTAAATRLRLS 194

Lambda K H a alpha
0.328 0.142 0.438 0.792 4.96
Gapped

Lambda K H a alpha si

0.267 0.0410 0.140 1.90 42.6 43.6

Effective search space used: 94231456

Query= gi|149850122|emb|CAG29013.1| ArsC [Klebsiell
Length=141
Score E

Sequences producing significant alignments:

TodosTodos_rep_c42
TodosTodos_rep_c668
TodosTodos_c214

TodosTodos_c709

> TodosTodos_rep_c42
Length=2517
Score = 270 bits (689), Expect = 3e-87, Method: C

Identities = 129/141 (91%), Positives = 138/141 (98

429

471

ositional matrix adjust.

Gaps = 16/54 (30%)

LLLDESGFFEWAALHV 83
A++HV

GALVPSGTTNTASVHV 1184

ositional matrix adjust.

Gaps = 0/21 (0%)

gma

a pneumoniae]

(Bits) Value

270 3e-87
78.6 8e-20
231 29

216 9.2

ompositional matrix adjust.

%), Gaps = 0/141 (0%)
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Frame = -1

Query 1  MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGIEPTVILYLETPP SRDELLKLIADMGISVRALLR 60
MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSG EPT+l YLETPP+RDEL+KLIADMGISVRALLR

Sbjct 579 MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGTEPTIIHYLETPP TRDELVKLIADMGISVRALLR 400

Query 61 KNVEPYEELGLAEDKFTDDQLIDFMLQHPILINRPIVVT PLGTKLCRPSEVVLDILPDAQ 120
KNVEPYEELGLAEDKFTDD+LIDFMLQHPILINRPIVVTPLGT+LCRAS/VL+ILPDAQ

Shjct 399 KNVEPYEELGLAEDKFTDDRLIDFMLQHPILINRPIVVT PLGTRLCRPSEVVLEILPDAQ 220

Query 121 KAAFTKEDGEKVVDDSGKRLK 141
K AF+KEDGEKVVD++GKRLK

Shjct 219 KGAFSKEDGEKVVDEAGKRLK 157

> TodosTodos_rep_c668

Length=619

Score = 78.6 bits (192), Expect = 8e-20, Method: C ompositional matrix adjust.
Identities = 35/44 (80%), Positives = 40/44 (91%), Gaps = 0/44 (0%)

Frame = +1

Query 1 MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGIEPTVILYLETPP SRDEL 44
MSNITIYHNPACGTSRNTLEM+ N+G EPT+| YL+ PP+RDEL

Sbjct 487 MSNITIYHNPACGTSRNTLEMLHNNGNEPTIINYLDMPP TRDEL 618

> TodosTodos_c214

Length=1660

Score = 23.1 bits (48), Expect = 2.9, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 10/23 (43%), Positives = 14/23 (61%), Gaps = 0/23 (0%)
Frame = -2

Query 87 QHPILINRPIVVTPLGTKLCRPS 109
Q+P+ RP+ +P  LCRPS

Shjct 672 QNPVRKGRPLFSSPRLRILCRPS 604

> TodosTodos_c709

Length=926

Score = 21.6 bits (44), Expect = 9.2, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 12/28 (43%), Positives = 16/28 (57%), Gaps = 0/28 (0%)
Frame = -3

Query 113 LDILPDAQKAAFTKEDGEKVVDDSGKRL 140
LDl + Q AA E +VD +GK+L

Sbjct 909 LDISVNWQGAAKAYSFDEVIVDSNGKKL 826

Lambda K H a alpha

0.318 0.138 0.392 0.792 4.96

Gapped

Lambda K H a alpha si gma

0.267 0.0410 0.140 1.90 42.6 43.6

Effective search space used: 20513762
Database: contigs.fasta

Posted date: Sep 29, 2013 11:16 AM
Number of letters in database: 1,022,791
Number of sequences in database: 951

Matrix: BLOSUM62
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Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Neighboring words threshold: 13

Window for multiple hits: 40

3. tblastn para dominios conservados de arsenito

oxidasa

TBLASTN 2.2.27+
Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, A

Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller,

Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new g

protein database search programs”, Nucleic Acids Re

Database: contigs.fasta

951 sequences; 1,022,791 total letters

Query= cd03476: Rieske_ArOX_small

Length=126

*exkk No hits found **+**

Lambda K H a alpha

0.318 0.135 0.418 0.792 4.96

Gapped
Lambda K H a alpha si

0.267 0.0410 0.140 1.90 42.6 43.6

Effective search space used: 17026015

Query= TIGR02694: arsenite_ox_S arsenite oxidase, s

Length=129
Score E

Sequences producing significant alignments:

TodosTodos_c584
TodosTodos_c63
TodosTodos_c112
TodosTodos_c195
TodosTodos_rep_c698
TodosTodos_c339
TodosTodos_c324

TodosTodos_c194

> TodosTodos_c584
Length=1023
Score = 23.9 bits (50), Expect = 1.4, Method: Comp
Identities = 7/18 (39%), Positives = 12/18 (67%), G
Frame = -2
Query 92 VWGQATQNLPQIVLRVAD 109

+W + T +PQ++LRV

Sbjct 809 IWHRRTLTMPQLLLRVKQ 756

lejandro A.
and David J.
eneration of

s. 25:3389-3402.

gma

mall subunit

(Bits) Value

239 14
235 19
235 20
235 21
231 26
227 33
223 4.4

216 8.0

ositional matrix adjust.

aps = 0/18 (0%)
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> TodosTodos_c63

Length=1572

Score = 23.5 bits (49), Expect = 1.9, Method: Comp osition-based stats.
Identities = 7/13 (54%), Positives = 10/13 (77%), G aps = 0/13 (0%)
Frame = -3

Query 79 HFSVFDPEKGGQQ 91
HF +F PE+G Q+

Sbjct 916 HFHIFSPERGRQR 878

> TodosTodos_c112

Length=1368

Score = 23.5 bits (49), Expect = 2.0, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 7/14 (50%), Positives = 10/14 (71%), G aps = 0/14 (0%)
Frame = -1

Query 63 CPVSYSADNKTFNC 76
CP ++DN+TF C

Shjct 96 CPYRFVSDNRTFEC 55

> TodosTodos_c195

Length=1688

Score = 23.5 bits (49), Expect = 2.1, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 7/15 (47%), Positives = 13/15 (87%), G aps = 0/15 (0%)
Frame = -2

Query 16 KLNEPLDFNYPDASS 30
+L+EP +FN+PD ++

Sbjct 1624 RLSEP*EFNWPDKTA 1580

> TodosTodos_rep_c698

Length=2677

Score = 23.1 bits (48), Expect = 2.6, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 17/61 (28%), Positives = 27/61 (44%), Gaps = 4/61 (7%)
Frame = +1

Query 41 VEGGVGPDGDIVAFSTLCTHMGCPVSYSADNKTFNCPESVFDPEKGGQQVWGQATQNL 100
++GG P+DIVA LV A+ NP +DP+ +++ TN+

Sbjct 370 IDGGSAPENDIVAIRELRPTRLLIV--DATDMGLN-PGE  IRIIDPDDIA-EMFMMTTHNM 537

Query 101 P 101
P

Shjct 538 P 540

> TodosTodos_c339

Length=1226

Score = 22.7 bits (47), Expect = 3.3, Method: Comp ositional matrix adjust.
Identities = 9/38 (24%), Positives = 18/38 (47%), G aps = 0/38 (0%)
Frame = -2

Query 47 PDGDIVAFSTLCTHMGCPVSYSADNKTFNCPCHFSVFD 84
Gl S+CH +Y+A++FC ++ ++

Shjct 811 KQGVITCLSRVCLHEIHQIDYTAEAELFACNLYWPFYE 698



Anexo C. Alineamientos BLAST con elementos relacionados a la resistencia de arsénico

95

> TodosTodos_c324

Length=1708

Score = 22.3 bits (46), Expect = 4.4, Method: Comp
Identities = 6/14 (43%), Positives = 11/14 (79%), G
Frame = -2
Query 75 NCPCHFSVFDPEKG 88

+C C F++ DP++G

Sbjct 990 SCLCSFAIVDPQRG 949

> TodosTodos_c194

Length=1516

Score = 21.6 bits (44), Expect = 8.0, Method: Comp
Identities = 18/70 (26%), Positives = 26/70 (37%),

Frame = +2

Query 52 VAFSTLCTHMGC--PVSYSADNKTFNCPCHFSVFD---

V TC+ C ++ D T PCHF F

osition-based stats.

aps = 0/14 (0%)

ositional matrix adjust.

Gaps = 16/70 (23%)

---PEKGGQQVWGQATQNLPQI 103
W Q

Sbjct 1019 VTAGTACSYNDCLDRLEHHPDGLTTGFPCHFQCFHGKRVRRERHGPAHWFSCEQ----- 1183

Query 104 VLRVADNGDI 113
V +NG++

Shjct 1184 ---VENNGEV 1204

Lambda K H a alpha

0.317 0.140 0.435 0.792 4.96

Gapped
Lambda K H a alpha si

0.267 0.0410 0.140 190 426 43.6

Effective search space used: 17863360

Database: contigs.fasta
Posted date: Sep 29, 2013 11:16 AM
Number of letters in database: 1,022,791

Number of sequences in database: 951

Matrix: BLOSUM62
Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Neighboring words threshold: 13

Window for multiple hits: 40

gma
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1. Intreduction

Arsenic (As) is an element of natural origin that is widely
distributed in the atmosphere, hydrosphere and biosphere. Envi-
monmental As is associated mainly with two types of sources: a)
natural processes such as weathering, biological activity and vol-
canic emissions and b) human activities such as mining, industrial
processes, smelting of metals, production of pesticides and wood
preservatives, and use of fossil fuels. Although natural mineraliza-
tion and microbial activities increase the mohilization of As in the
environment, human activities exacerbate As contamination in soil
and in water supplies { Litter et al, 2009; Lage et al,, 2006),

Arsenic ingestion andjor inhalation at high concentrations may
cause various health problems, including diabetes, skin lesions,
gastrointestinal disorders, and genetic effects, espeaally due to its
carcinogenic effects (IARC. 2004). In general. the populations most
affected by As ingestion are those who live in countries with low
incomes where access to clean drinking water is limited. People
living in these countries must rely on groundwater exploitation to
meet their water supply needs (Bundschuh et al, 2008). In Latin
America, the estimated population at risk of As exposure exceeds 14

* Comesponding authar
E-mail addresses: dlalon
(5. Latomre], ecastil

(DL Alonso). smlatarre
Castillo), pidebiiunaleduco (.

front matter
SHEL

2013 Elsevier Ltd All rights resered.

million people, with hundreds of recorded cases of exposure in
countries such as Mexico, Chile and Argentina and potential risks of
contamination to populations in Guatemala, Nicaragua, Peru,
Bolivia, Brazil, Honduras, Cuba, El Salvador, Ecuador and Uruguay
(Litter et al, 2009; Bundschuh et al,, 2012a),

Many articles have been published on the problem of As in
Latin America. However, there is little information in the inter-
national literature on the presence of this toxic metalloid in
Colombia. For example, in a special edition of the joumnal Science
of the Total Environment {vol. 429, july 2012), several review arti-
cles compile the most up-to-date information on As in Latin
America. Nevertheless, only Bundschuh et al. (2012a) presents
specific values for As in Colombia. The absence of data on the
occurrence of As in Colombia is understandable because many of
the results of studies carried out in Colombia are only available in
2 limited number of databases of Colombian public and private
institutions. In addition, most of these study results are published
in Spanish, which limits their distribution and international
exposure. We conducted an extensive and in-depth literature re-
view of books, national and international journals, undergraduate
and graduate theses produced at Colombian universities, online
databases and libraries of academic institutions and Colombian
government agencies such as the Colombian Geological Survey
(formerly the Colombian Institute of Geology and Mining,
INGEOMINAS) and the Institute of Hydrology, Meteorology and
Environmental Studies of Colombia (IDEAM ),
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2. Overview of arsenic worldwide and in Latin America

It is estimated that tens of millions of people worldwide are at
risk of exposure to excessive As levels in contaminated water,
which constitutes a major public health problem (Smith and Smith,
2004 ). Arsenic contamination of groundwater has been reported
extensively in many countries, including Bangladesh, India, Viet-
nam, Mepal, Taiwan, China, United States, Spain, Argentina and
Chile{Mandal and Suzuli, 2002; Bundschuh et al., 2009). One of the
main diseases caused by the consumption of water and for food
contaminated with As is chronic endemic regional hydroarsenicism
{CERHA), which occurs after a vanable period of exposure to As
contents greater than 10 pg(L in drinking water (W HO, 1995), Latin
American countries inwhich As groundwater pollution studies and
risk assessments for CERHA in humans populations have been
conducted include Argentina, Chile, Mexico Guatemala, Micaragua,
Peru, Bolivia, Brazil and Umguay {Lillo, 2003; Micoll, 2006;
Bundschuh et al,, 2008),

Recently published reviews of the occurrence of As in Latin
America reveal a dramatic environmental problem of As water
contamination in 14 of the 20 Latin America countries, where hu-
man activities in mining areas are the principal cause of As pollu-
tion because they increase the mobilization of As in surface water
and groundwater (Bundschub et al, 2012a). Arsenic in water can
potentially enter the human food chain through bioaccumulation in
fish and seafood, cattle meat, milk and cheese, and edible plants.
Contaminated irrigation water can also contribute to accumulation
of As in agricultural soils, representing a health risk to local resi-
dents (Bundschub et al,, 2012b). Conventional treatments for As
remaoval, as well as newer and cheaper methods, suitable for use in
Latin America, have been recently compiled, and some of these
represent viable altematives for reducing As exposure risk for poor
and isolated populations of scattered regions of Latin America
(Litteret al., 2010).

3. Overview of arsenic in Colombia

Colombia is a country located in the northwestern part of South
America, with a land area of 1,141,748 km® and a marine extension
of 928,660 km?. The population of Colombia as of 2011 was
46,581,823 (National Administrative Department of Statistics —
Departamento Administrativo Macional de Estadistica — DANE,
2011), making it the fourth most populous country in the Amer-
ican continent, Most of the population is located in the central
(Andean) and northem (Caribbean) regions of the country.
Colombia is composed of 32 geographic regions {Departments) and
a Capital District (Bogotd D.C). In large areas of the country,
groundwater resources, which are prone to As contamination, are
used for human consumption due to deficiencies in the agueduct
system and/or lack of surface water {Callejas, 2007 ). Although there
have been a number of studies on the geology and hydrogeology of

Colombia, mainly carried out by the Colombian Geological Service
{INCGEOMINAS, 2004), scant research has been carried out on As
pollution of water in Colombia. It is known that As contamination
of groundwater in Colombian aquifers is of mixed origin (natural
and anthropogenic) and mainly affects the departments of Tolima
and Caldas, which are located in the central mountain ranges, and
Nariiio in the western Cordillera, which are areas of Neo-Tertiary
volcanism. In these areas, the As comes from deposits containing
arsenopyrite or other minerals with traces of As (Nicolli, 2006)

Since 2001 and 2003, the United States Environmental Protec-
tion Agency (US-EPA) and the World Health Organization {WHO),
respectively, have recommend a maximum allowable As level of
10 pg/L in drinking water (LIS-EPA, 2001 WHO, 2003), a threshold
level that Colombia adopted in 2007 as the maximum permissible
concentration of As in drinking water {Ministry of Social Welfare
and Ministry of Environment, Housing and Territorial Development
— Ministerio de la Proteccion Sodal v Ministeno de Ambiente,
Vivienda y Desarmllo Territorial, 2007} Other limits have been
established inColombian legislation for the maximum allowable As
level in irngation water (0.1 mg/L) and livestock drinking water
(0.2 mgL). Table 1 lists several maximum values currently estab-
lished in Colombian legislation with respect to the presence, levels
and toxicity of As in various matrices.

Ravenscroft (2007) reported a model based on a geographic
information system (CIS) database developed by the Environ-
mental Systems Research Institute (ESRI) to predict areas in the
world with As risk in groundwater, For Colombia, the model pre-
dicts As risk primarily for the northern intermountain basins,
where As may be mobilized by reductive dissolution, affecting a
population of 1,480,000, with lesser components of risk deriving
from and by alkali desorption (180,000 people) in drier areas and
from sulfide oxidation {250,000 people) in the intensely mineral-
ized volcanic terrain of the central mountains. The model predicts
that the population that is at risk from As pollution in alluvial
groundwater is approximately 1,664,092, which is equivalent to 5%
of the total population of Colombia,

3.1 Arsenic in minerals, soils and sediments

Most of the mineralogical, geochemical and hydrmogeological
studies of soils and sediments in Colombia date to the second half of
the rwentieth century. The existing information has been the result
of investigations by INGEOMINAS, which has also produced local-
ization maps for those areas where studies have been conducted.
That information is available online in the SICAT database of the
Colombian Geological Survey (hittp:| wwwsgogov.co) and in the
"Catalog of mineral deposis, prospects and manifestations in
Colombia” (Mutis, 1983} In addition, a report by [NGEOMINAS
(1987) showed that As is usually present in the form of arsenopy-
rite associated with veins of ore minerals in several Departments,
mostly along the central and westem Cordillera of Colombia {sites:

Table 1
Maximum arsenic levels in different matrices estahlished by the Colombian legislation.
Matrix type Limit walue Reference
Water used in Agriculture 01 meg/L Decree 1594 from 1984 (Ministerio de Agricultura, 1984)
Flora and faiuna preservation 0.1 mgfL
in cold or warm freshwaters,
and in estuarine or marine waters
Water used for livestock 02 mgflL
Drinking water, for human 001 mgfL

and domestic use

Waste water disposal 00 mgfl
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Mineralogical
data (M)

Solils and
Sediments data (S)

71

5 LY, wateraata (W)

Hg. 1. Sites in Colombia where studies of asenic have been reported. Mumbers M1 —M6 (dark shaded amas): egions where the presence of arsenopyrite has been reported;
numbers §1-512 (square white lines on dark shaded areas): sites where studies of As hawe been reported in soil and sediment samples (see Table 2 for details); numbers W1-W5
(dash white lines shaded areas): sites where sindies of As have been reported in surface water samples (see Table 3 for details). Adapted from a map of Colombia (Google Maps" L



Anexo D. Publicaciones y participaciones en eventos

99

DL Alonsoer al ¢ Emviromnental Pollutdon 156 (2014) I72- 251 275

M1, Narifio; M2, Cauca; M3, Tolima; M4, Caldas; and M5, Antioguia;
Fig. 1), Recently, Angel and Fierro {2012 ) studied the presence of As
in the Vetos-Colifomia mining district (Santander Department),
known for gold and silver vein-type mineralizations, in the eastern
Cordillera of Colombia {site M6, Fig. 1) They demonstrated thar
sulfur minerals found in this area (pyrite, rosickyite, arsenopyrite,
erniggliite and semseyite) contained a higher proportion of As than
those minerals containing gold in their structure.

The following information about the presence of As in soils and
sediments in Colombia has been organized by geographic region
(Departments). The information is summarized in Table 2 and Fig. |
{sites51—513 ). The references referred to by the term SICAT (1—15),
corresponding to the studies cited below, are listed in the
Supplementary Material,

In 2005, Gonzdlez et al. (SICAT-1) reported As levels of LO-
4.0 mg/ke in fine active sediments (site 51, Fig. 1) in the southwest
zone of the department of Antiogquia, mainly in the municipalities of
Umrae and Vigia del Fuerte. To produce the Geochemical Atlas of
Colombia, Prieto et al. { SICAT-2) sampled large areas of the central,
northern and eastem regions of Colombia in 2005. The highest As
levels, in the range of 13.7-35.3 mgfkg, were found in the De-
partments of Antioguia, Bolivar, Bovacd, Cundinamarca  and
Santander {sites 52a—52e and 53, Fiz. L As part of the same study,
Vargas et al, (5ICAT-3) studied a large area of the Department of
Santander {site 53, Fiz. 1) to obtain information about the local As
levels. They reported maximum As levels of 40.7 mg/kg in soils and
136 mg/fkg in stream sediments.

Several studies have been conducted in the Department of Tol-
ima. In 1975 and 1985, Lozano et al. {(5ICAT-4) and INGEOMINAS
(SICAT-5), respectively, reported on As levels in soils and sediments

Table 2
Arsenic studies in soil and sediment samples of Colombia.

in this Department. Their results for the municipality of Cajomarca
are particularly noteworthy (site 54, Fiz. 1 ). The first study reported
As levels in the range of 200-3000 mg/kg in the heavy fraction of
stream sediments located near mining rones. The second study
reported As levels of 0.93—148 mg/kg in soils located near a gold
mining project in the municipality of Son Antonfo. In 2003, Cama-
choet al {51CAT-6) conducted an extensive study of varous sectors
of the Atoco zone (site 55, Fig. 1) and found As levels of 0.7—45.2 mg/
kg

Giliza et al. (SICAT-7) conducted geochemical mapping in the
upper basinof the Bogotd River (site 56, Fig 1) in the Cundinamarca
Department and found As levels of 1.2—8.6 mg/kg in soil and 16—
10.5 mg/kg in sediments.

Studies conducted in the southern and westemn parts of
Colombia in the 1970's found As levels in pan-concentrate sedi-
ments, and most of these As levels were high. Ledn etal. (SICAT-8)
reported As levels of 70-5000 mg kg at a site known as El Bordo in
the Cowca Department (site 57, Fig. 1), Lozano et al. (S1CAT-4) found
As levels of 2005000 mg/kg around mining areas at Salento in the
Ouindioc Department (site S8 Fiz. 1). Kassem et al, {SICAT-9) re-
ported As levels of 1000—-10,000 mg/kg for the upper basin of the
Ouindio River (site 58, Fiz. 1). Pérez and Lozano { SICAT-10) reported
As levels of 200-7000 mgfkg detected in the municipalities of
Samand and Pensitvania in the Coldos Department (site 59, Fiz 1)
Although these levels are considered high, it should be noted they
were determined using qualitative pre-concentration procedures
that have low reproducibility. Moreover, no recent similar studies
are available for comparison with the results of the cited studies.

Perdomo et al, {1998 studied the sediments of the Ciénago
Grande de Santa Marta swamp (site S10, Fig, 1) on the Caribbean

Department  Site Sample type Analytical As range Az mean 5D
method — (mg/kg) (mgjkg)
Anticguia Urrao and Vigia del Fuerte Stream sediments AAS 1.0—40 i § 0g
Center and noTthwest Flondplain sediment AFE 13.7-353 50 nd
Southeast Flondplain sediment AFS 13.7-353 50 nd
Ealfvar South Flopdplain sediment AFS 13.7-353 50 nd
Boyvaca Midwest and northeast Flondplain sediment AFS 13.7-353 50 nd
Cundinamarca  Morthwest Flopdplain sediment AFS 13.7-353 50 nd
Zipaquird, Chocontd and  Sails IMAN 1286 59 nd
Valle de Ubaté Stream sediments NAA 16-105 83 nd
Santander Southwest Flondplain sediment AFS 13.7-353 50 nd
Barrancabermeja— Haorizon A soils INAA <05-344 5.62 nd
California—Malaga Horizon € =oils INAA <5407 764 nd
Stream sediments INAA <05-136 132 nd
Tolima Cajamamca Pan-concentrate sediments AES 2005000 nd nd
San Antonio Soils [ul] 093148 T2 nd
Ataco Zone, Tapias Soils i0-323 nd nd
Ataco Zone, Mo Meche Soils nd 07188 nd nd
Ataco Zone, CerroCopete Sails nd 10452 nd nd
Cauca El Bordo Pan-concentrate sediments AES TO-5000 nd nd
Quindio Salento Fan-concentrate sediments AES 2005000 nd nd
Pan-concentrate sediments md 1000—10,000 nd nd
Caldas Samand and Pensilvania Pan-concentrate sediments AES <200-7000 nd nd
Marmato Mining District  Stream sediments nd 101400 nd nd
Magdalena Santa Marta Sediments AAS 00150087 0.044 0027
Chocod Cogui Fine sediments AAS T-83 nd nd
Ichéand Comitd rivers Sediments AES 1—i0 nd nd
M 1-24 6 nd 4 738 SKAT-13
Quibdd Stream sediments AAS <10 nd nd nd 196 SKAT-1 512
# See reference SICAT database.
" Refer to Fiz, | nd: not described.

“ AAS: Atomic Absorption Spectrosco py.

< AFS: Atomic Fluoescence Spectmscopy.

# INAA: Instrumental Meuton Activation Analysis.
! AES: Atomic Emission Spectimgraphy.

% {M: Colorimetric Methed.
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coast of Colombia and found maximum As concentrations of
0.087 mg/kg in the dry season and 0.059 mgfkg in the rainy sea-
son. Other studies have reported the following As levels in sedi-
ments near the Pacific coast: 7—83 mgfkg at the Cogui River (site
11, Fig. 1; SICAT-11), 1-40 mgfkg at the Comito River and icho River
(site 12, Fig. 1; SICAT-12; SICAT-13), and less than 1.0 mg/kg in the
municipality of Quibdd in the Chocd Department (site 12, Fig, 1;
SICAT-1)

An examination of the above-mentioned findings indicates that
sites in the Departments of Tolima and Santander, which are located
around mining areas, contained As levels up to 148 and 41 mglke,
respectively (Table 2). These values are high in comparison to
values obtained in studies of similar soils of Brazil { 15— 100 mg/kg),
Canada (19 mg/ke) and the USA(10—-100 mg/kg) { Deschamps et al,
2002, Given the current mining boom in Colombia, more studies
are necessary to evaluate As levels near mining areas.

32. Arsenic in surfoce water and ground water

Although groundwater is one of the major sources of drinking
water on the planet, Colombia uses preferentially surface water,
which satisfies most of the national demand, as the main source of
drinking water, However, in some areas, small amounts of water are
drawn from aquifers of recent deposits and Tertiary and Cretaceous
sedimentary units through wells ranging in depth from 50 to
300 m, This practice is customary in areas where the flow of surface
water is not constant, when surface water availability is limited or
where deficiencies in the water distribution system exist {Cacua,
2004; INCEOMINAS, 2004; Callejas, 2007) The following infor-
mation {summarized in Table 1) complements the few studies re-
ported by Bundschuh et al. (2012a) on the presence of As in
Colombian water resources.

In 1997, Gonzalez and Vargas (51CAT-14 ) reported high levels of
As and heavy metals in phreatic water samples from sites of intense
irrigation of horticultural crops in several municipalities of the
Sabana de Bogotd in the Cundinamarca Department {site W1, Fiz 1),
The arsenic content in the groundwater ranged from 14 to 255 pg/L,
suggesting a need to take control measures to prevent further
quality degradation of agricultural soils in the region. In 2005,
Espinosa and Giliza (SICAT-15) reported As contents of 0.03—
273 pg/L in surface water supplies in the municipalities of Zipa-
quird, Chocontd and Valle de Ubaté (site W2, Fig. 1),

Sarmiento et al. (1999a) carried out studies in the municipality
of Sibaté, where the Muiia reservoir is located (site W3, Fig. 1), This
area, south of Bogota, has suffered increasing amounts of urban and
industrial waste discharge, which have been associated with res-
piratory and dermatological diseases and skin cancer in the Sibaté

population. These authors reported As contents of 32-52 pgL
(mean + 50: 41.8 + 5.3 pg/L: n = 16) in the water used by people
living near the Muiig reservoir. This concentration range exceeds
the maximum allowable level specified in Colombian legislation for
drinking water {10 pg(L; Table 1}

Cacua (2004) evaluated the quality of two groundwater wells
located in Bucaramanga (site W4, Fig, 1) in the Santander Depart-
ment and found As levels of 3.0—4.0 ug/L. Based on these levels,
Cacua concluded that these two wells could be used as sources of
drinking water. In 2005, Vargas et al (SICAT-3) analyzed surface
water samples from a large area located between the municipalities
of Barrancabermeja, Suratd and Mdlaga (site W5, Fig. 1) and re-
ported As contents @nging from less than 0.03 to 3.54 pg/L. In an
analysis of the environmental effects of gold mining, Angel and
Fierro (2012) used various parameters to evaluate the water qual-
ity in the upper basin of the Suratd River near the municipality of
Califernia (site W6, Fiz. 1) and reported As concentrations up to
13 pg/L, which again is above the As limit specified in Colombian
legislation for drinking water.

Bundschuh et al. (2012a) reported high levels of As in the water
of the Marmato River in the Marmato mining district { site $9, Fig. 1)
to the northwest of the Caldas Department. The amount of As in the
river's sediments was found to vary seasonally (dry season, 10—
850 mg/kg: wet season, 440—1400 mg/kg). The levels suggest that
acid mine drainage can be identified as one of the main sources of
contamination of surface water in the area, influencing large cities,
such as Cali, where a high percentage of the population dependson
water from the river.

In general, the few available studies mentioned above indicate
that at the locations studied, As is present in water at levels that,
despite being low, exceed in several cases the maximum national
recommended level of As allowed in water used for drinking, imi-
gation, livestock and aguatic life (Table 1), Therefore, taking into
account the regions evaluated, it can be inferred that the occur-
rence of As in these water resources can be attributed to human
activities, Nevertheless, research is required to obtain further evi-
dence to confirm potential contamination predicted by the
Ravenscroft (2007 ) model for many of these areas.

33 Amenic in the agricultural sector

Information about As in the Colombian agricultural sector is
very limited. The studies available on this subject are mainly related
to the Cundinamarca Department and particularly to the Sabana de
Bogotd, whichincludes the city of Bogotd {Fiz. 2). Horticul ture is one
of the main agricultural activities in this area. Its soils are contin-
ually exposed to water from the highly contaminated Bogo ti River

Table 3
Arsenic studies in suface water and groundwater samples of Colombia.
Department Site Analytical As range As mean a0 Median n Reference’ Site
method {ug/L) fugfL) (ugfL) onmap
Cundinamarca Madrid, Cota, Chia, Cajicd, Zipaguir, ICP-AES” 14255 LES ] 5432 a0 16 wi
Muosquera, Funza and Soacha
Zipaguira, Choconta and Valle de Ubaté 1CP-h1S 003273 03z md 021 a5 w2
Sibaté AASHG 32-52 418 53 41 16 W3
Santander Bucaramanga AASHG 3040 35 0s nd 2 Wi
Barrancabarmeja, Sumta and Milaga 1CP-h1S =03 -3 54 005 md 04 56 W5
Califarnia nd <130 nd nd nd i W

" See reference SICAT database

® Refer to Fiz | nd: not described.

© 1CP-AES: Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrascopy.
9 1CP-MS: Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry.

¥ AAS-HG: Atomic Absorption Spectmoscopy-Hydride Generation.
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Fig. 2 Sites in the Department of Cundinamarca { Colombia) where agricultuml studies reported the determination of total arsenic in examined samples. Numbers 1 to 15
cormespond t the locations whem the studies were made (see Table 4 for detaik). Cleared area in Colombian map (bottom right ) represents the enlarged region shown in fgure

Adapted from a map of Colombia ( Google Maps®™L

and its effluents, which is used for irrigation purposes. A summary
of the information available on the total As content in agricultural
samples is presented in Table 4, and the sites from which the
samples were collected are shown in Fig. 2

In 1997, Gonzalez and Vargas (SICAT-14) conducted a risk
assessment study inwhich the concentrations of As, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Mn, Mo, Ni, Pb and Zn in soils from the Sabana de Begotd were
determined by aqua regia extraction. The various municipalities
from which soils were sampled are shown in Fig. 2 and listed in
Table 4: Bojocd and Madnid {site 1), Bosa (site 2), Soacho (site 3),
Mosquera (site 4), Cota (site 5), Funzo ( site 6), Engativd {site 7), Chia
(site B), Cajicd (site 9) and Zipaguird (site 10). The maximum As
concentrations found were 3.2 mg/kg in the northern area (Zipa-
quird) and 12.0 mgfkg in the southern area(Soacha) {SICAT- 14). The
results showed that the areas of highest As concentration were
located in the southem part of the Sabana de Bogotd, where the
Bogotd River receives contamination loads from the industrial and
urban areas of the city, as well as waste from the upstream leather
industry (SICAT-14),

In 2000, the Bogota District Health Secretariat (Secretaria
Distrital de Salud de Bogota, 2000) assessed the contamination
levels of As, Cd, Gr, Hz and Pb at vegetable plantations in Bosa (site
2, Fiz 2)irigated with domestic waste water from the surrounding
neighborhoods, rainwater, and Tunjuelito River water. The authors
reported that among the samples analyzed, only 2.6% and 5.9% of
lettuce and chard, respectively, had As levels above 0.14 mg/kg. The
As fevels in the soils sampled varied from 0.5 to 1.3 mg/kg—much
lower than the levels reported for other soils from the Sobana de
Bogotd,

Miranda et al. (2008 studied a large zone of horticultural crops
and analyzed the presence of some pollutants such as As in irr-
gation water, soil and plant tissue (lettuce, celery, cabbage and
broccoli) in the municipalities of Seacha and Mosguera (sites 3 and
4, respectively; Fiz. 2). The As levels found were less than 3.0 pg/L
for irrigation water, up to 1.7 mgfkg for soil, and 0.02—0.19 mg/kg
{(wetweight )in planttissue, The authors concluded that, in general,
the As contents in these samples were not excessive, although the
As levels found in cabbage were higher than the world average.
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Table 4
Agricultural studies of arsenic in the Sabang de Begotd (Department of Cundinamara).
Site Sample type Analytical As mnge Az mean 5D Median 1« Rekrance’ Site on map”
method imghks)  (majke) (matkg)
Bojaca — Madrid Agricultural soil ICT-AES 1.1-62 257 134 295 0 SICAT-14 1
Bosa Agricultural soil ICP-AES 02-120 215 249 11 21 SICAT-14 z
Agriculumml soil AAS-HG 0513 nd nd nd 10 Secretarda Distrital
Vegetables ARS-HG 007013 nd nd nd T2
Agricultural seil ANS-HG 098169 1.3 05 nd z
Vepetables AAS-HG 01160190 0158 o3 (156 T
Seacha Agricultural seil JCP-AES 02120 22 5 11 bl 3
Agriculturl soil AAS-HG 135175 1.51 o 142 3
Agricultural seil JCP-AES 365490 396 048 375 12
Vepetables AAS-HG QOZ0-0190 0055 Q047 oS 15
Vegetables 1CP-AES 0002-0011  0.004 0004 0003 9
Irigation water AAS-HG <3 pgil nd nd nd 3
Mosgquera Agricultural soil 1CP-AES 14-5.1 32 L1 33 19 &
Irrigation water AAS-HG <3 ug/L nd nd nd 3
Agricultural soil AAS-HEG 1.35-1.75 1.51 021 142 3
Vemetables AAS-HG 0200190 0055 a4y Qo5 15
Agricultural soil AAS-HG 093-3.70 205 091 iz 16
and AAS-GF”
Irrigation water AAS-HG <50 pg/L nd nd nd B
and AAS-CF
Cota Agricultural soil ICP-AES 02-80 27 18 22 pal 5
Agricultumml soil AAS-HG 1.10-254 166 066 140 4
Vegetables AAS-HG 0.116-0.199  0.158 003 ke T
Funza Agricultuml soil ICP-AES 14-5.1 32 11 33 14 6
Engativi — La Florida  Agricultural soil ICP-AES 02-43 24 1.3 g 5 i
Chia Agricultunml soil ICP-AES 02-72 21 149 20 17 &
Cajica Agricultural soil ICP-AES 10-42 2.0 10 0 n L
Zipagquird Agricultunml soil ICP-AES 02-32 15 1 12 17 10
Ricaurte Agricultuml soil AMAS-HG 254 nd nd nd 1 11
Agricultuml soil nd 25-145 71 31 72 3
Irrigation water nd 20-53 pgfl 317 76 Ex 25
Vepetables ANS-HG Q1160199 0158 003 0156 T
Rice, plantain and grasses  nd 023195 072 037 065 7
Girardot, Agua de Agricultural soil nd 25-145 71 i 72 3 iz
Diws and Tocaima Irigation water nd 20-53 pgil 317 76 7 25
Rice plantain and grasses  nd 023-195 072 037 065 7
Bopotd Agricultural sail nd 58-1215 81 18 B1 12« 13
Tenjo Agricultumal =oil ICP-AES 255-3.86 32 oz 318 6 ello 3 14
Vegetables ICP-AES 00030024 0006 0009 0003 a Bello ar
Sibaté WYegetables AAS 042 -540 216 180 127 12 Sarmient 15

* See reference SICAT database

& Refer to Fig. 2 nd: not described.

©1CP-AES: Inductively Coupled Plasma-Atemic Emission Spectroscopy.
4 AAS-HC: Atomic Absorption Spectmecopy-Hydride Ceneration.

¥ AAS-GF: Atomic Absorption Spectmoscopy-Graphite Fumace.

! AAS: Atomie Absorption Spectmosoopy.

However, the As levels detected in cabbage are below the Chilean
National Standard for As in plants for human consumption
(0.50 mg/kg) and below the levels reported in other Latin American
countries, such as Bolivia { Bundschuh et al., 2012b)

Theirrigation district called Lo Romada, which covers 6400 ha in
the vicinity of the municipalities of Moesguera and Seacha (site 4,
Fig. 2), was studied by Mufoz (2008). Agricultural soils and ire-
zation water used in the cultivation of vegetables (broccoli, cauli-
flower and lettuce), were evaluated. As levels of 093—-3.70 mg/kg
were detected for the soils and levels up to 5.0 pg/L were detected
in the irrigation water.

Barragzan (2008) used Tessier's extraction procedure to analyze
the As mobile fractions in agricultural soils in the Cundinamarca
Department in municipalities near the Bogotd River, such as Bosa,
Cota and Ricaurte (sites 2, 5 and 11, respectively, in Fiz. 2). Ac-
cording to the author, a direct relationship was found between the
As absorption by the plants and the As contents in the iron and
manganese oxide fractions. The total As contents in the soils were
0.98-2.54 mglkg, and those in the plants were 0.116—0.199 mg/

kg. Although the levels detected are below the limits for As in
agricultural soils and plant tissues, this study is important because
it 15 one of the few conducted in Colombia that evaluated As
bioavailability in soils using various extraction procedures and
examined the relation of As bioavailability to the As concentration
in plants.

Between 1996 and 1998, Allaro et al. (2002) monitored the
levels of As, Cd, Hz and Pb in the lower basin of the Bogotd River
(Ricaurte, site 11; Girardot, Agua de Dios and Tocaima, site 12; Fig. 2 ).
The region evaluated comprises approximately 2000 ha of rice,
300 ha of banana and 4200 ha of pasture that are irrigated with
water from the Bogotd River. The authors reported that consumers
of products from this region, such as rice, are at risk of chronic
intoxication by As and heavy metals. The As contents in rice grains
from this region ranged from 046 to 0.58 mg/kg, exceeding the
maximum recommended level (0.30 mgfkg: WHO, 2012) and the
levels reported for other countries (Bangladesh, Cambodia and In-
dia; Wang et al., 2013). However, the metalloid contents in the soils
sampled (2.5-14.5 mg/kg) are considered to be within acceptable
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2. Realizacion de un articulo sobre el desarrollo d e

este trabajo de investigacion

A partir del presente trabajo de investigacion se esta realizando la elaboracion de un
articulo cientifico titulado: “Presence of arsenic resistance genes in a colombian

metagenome”

3. Presentacion oral en congreso internacional

Exposicion de la ponencia titulada “Arsenic resistance genes from a Colombian
microbial metagenome ” en “V International Conference on Environmental, Industrial and
Applied Microbiology — BioMicroWorld 2013” desarrollada en Madrid (Espafia), los dias 2,
3y 4 de Octubre de 2013.

Arsenic resistance genes from a Colombian microbiahetagenome

S. Latorre! andP. F. B. Brandad

'GERMINA Group, Institute of Biotechnology, Faculby Sciences, Universidad Nacional de Colombia,
Bogota, Colombia

‘GERMINA Group (Grupo de Estudios para la RemediagioMitigacién de Impactos Negativos al
Ambiente), Department of Chemistry, Faculty of &cies, Avenida Carrera 30 N° 45-03, Universidad
Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Arsenic is a metalloid associated with severe aveffects on the environment and human
health. Its presence in different countries sucBasgladesh and India has stimulated a global
prevention interest from international organizasidike the World Health Organization [1].
Recent studies alert about the presence of arserliatin America, although the knowledge
about its occurrence in Colombia is very scarce FRjwever, geological and environmental
studies published at national level in this counteyeal that arsenic distribution can be
potentially large, particularly in mining areas amdregions surrounding contaminated river
basins, which in some cases report arsenic coratems exceeding limits established by law

3].

This work aimed to search genes involved in arsesistance in the metagenome of the Bogota
River, Colombia, in order to provide knowledge be existence of possible different metabolic
interactions with this metalloid in this environmieBNA from soil, sediment and water samples
of the middle basin of the Bogota River were padfin order to make a fosmid based library of
more than 50,000 clones. DNA fragments of aboukKBOwere cloned in pCC2FOS vector in
order to obtain coverage of 2,000 Mb of the metagem samples. Functional screenings were
performed to evaluate the phenotypic responseetlbnes to sodium arsenate concentrations
of 20 and 50 mM. Nine clones showed a positive aasp by growing in 20 mM arsenate and
two clones could grow up to 50 mM concentratiorsriiml DNA of the clones was purified and
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a mixed Sanger and Pyrosequencing strategy wasrpex@l in order to obtain the sequences of
the metagenomic fragments. Further, Open Readiagnés were searched to identify candidate
genes for the arsenic resistance activity and theg®ns were compared with genomic public
databases. Potentially new mechanisms and genleticepts of metabolic interaction with

arsenic have been found in the microbial metagenuftiee Bogota River. The newly described

genes could be useful for future biotechnologiggblizations such as arsenic bioremediation
strategies or the development of biosensor detizdstect this contaminant in the environment.

Keywords: Arsenic; resistance genes; metagenomics; Colombia.
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4. Presentacion de poster en congreso internacional

Presentacion de poster titulado “Busqueda de genes de resistencia a arsénico en el
metagenoma microbiano del Rio Bogota” en “V Congreso Internacional de Microbiologia
Industrial”, desarrollado en Bogota los dias 8, 9 y 10 de Mayo de 2013. A continuacién se

presenta el resumen consignado en el libro de memorias.
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5. Aceptacion de presentaciéon oral en congreso

nacional

Aceptacion a la realizacidén de presentacion oral de la ponencia titulada “Deteccién
por metagendmica de genes de resistencia a arsénico en el Rio Bogota” en el “Primer
Congreso Colombiano de Bioguimica y Biologia Molecular — C2B2", que se llevara a
cabo en Bogota.
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DETECCION POR METAGENOMICA DE GENES DE RESISTENCIA A ARSENICO EN
EL RIO BOGOTA

Sergio M. Latorre Ochod. Pedro F. B._ Brand&d.

! Grupo de investigacion GERMINA, Facultad de CiesciUniversidad Nacional de Colombia.
smlatorreo@gmail.com

2 Grupo de investigacion GERMINA, Facultad de CiasgciUniversidad Nacional de Colombia.
pfdeb@unal.edu.co

El arsénico es un metaloide asociado a impactoatiwveg al ambiente y a la salud humana. Es
considerado por instituciones como la Agencia hdeional para la Investigacion del Cancer
(IARC), como carcinogénico para los seres humanos.

En paises como Bangladesh e India, los nivelesd@minacion por este metaloide han hecho de
este problema una de las principales preocupacideesalud publica. En América Latina, se
tienen registros de niveles toxicos en la regidncdao sur. Sin embargo, en Colombia, es adn
muy reciente la publicacidn de trabajos de revigjéa alertan sobre la potencialidad de riesgo que
existe sobre el pais, en el que no existen medidagentivas ni regulatorias para enfrentar los
riesgos potenciales de contaminacion.

En el presente trabajo se realiz6 una busquedartesgle resistencia a arsénico en el metagenoma
microbiano de la Sabana de Bogota, con especiabiénén la cuenca media del Rio Bogotd, por
ser esta zona un significativo depésito de contantas provenientes de la actividad industrial,
agricola y doméstica.

Partiendo de muestras ambientales de suelos, s@dsng aguas, se realizaron extracciones de
ADN metagendmico. Con la utilizacién del vectorattenacionpCC2FOSy de la célula hospedera
E. coli EPI-300 se realiz6 la generacion de una libreria de amakamente 50.000 clones con
una cobertura aproximada de 2000 Mb.

Con el fin de identificar expresion fenotipica @sistencia a arsénico, se implementé un barrido
funcional con concentraciones de 20 mM y 50 mMrdéradco, que arrojaron como resultado once
clones con resistencia al metaloide.

Una estrategia de pirosecuenciacién permiti6 ifleati las secuencias de los clones resistentes.
Con la ayuda de algoritmos y paquetes bioinforroétse logro la identificacion de los gemesA,
arsB, arsC, arsDy arsRdel operon encargado de la reduccion del arsenato.

Con la identificacion de estos elementos genéti@tualmente se realizan experimentos
conducentes a la implementacion biotecnologica ameila creacion de biosensores que puedan
ser implementados a futuro en diferentes ecosistecoa el fin de generar mecanismos de
deteccién de arsénico sencillos y de bajo costo.

Palabras clave: Arsénico, metagendmica, Rio Bogotdioprospeccion.

Area tematica: Ambiental.
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