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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 concentración en varios ecosistemas de la Sabana 

de Bogotá, especialmente en la cuenca media del Río Bogotá. La alta utilización de 

pesticidas en los terrenos hortícolas, así como la descarga de aguas de desecho 

industrial y doméstico han generado condiciones in situ de resistencia y adaptación 

microbiana a la presión de selección natural de varios contaminantes, metales pesados y 

metaloides. 

 

En este trabajo se realizó una búsqueda de genes involucrados en la resistencia a 

arsénico, presentes en las comunidades bacterianas endémicas de distintos ambientes 

de la Sabana de Bogotá, mediante un enfoque metagenómico. Se construyó una librería 

metagenómica de aproximadamente 50.000 clones a partir de muestras de suelos y 

sedimentos de la Sabana de Bogotá. Mediante un tamizaje que empleó arsenato como 

agente de selección, se logró la identificación de 11 clones de resistencia a altas 

concentraciones de arsénico y se identificaron genes reportados del operón ars, que 

están involucrados en la reducción de este metaloide. 

 

 

 

Palabras clave: Arsénico, Genes de resistencia, Metagenómica, Sabana de Bogotá, 

Biotecnología 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 

científicas, técnicas y administrativas para la investigación en cuestiones ambientales. En 

este trabajo se incluyó el uso de muestras ambientales (suelos, sedimentos y aguas), 

concretamente de la Sabana de Bogotá, Colombia. Por esta razón se cumplió con los 

requerimientos del Decreto 309 de 2000, expedido por el Ministerio del Medio Ambiente, 

por el cual se reglamenta la investigación científica sobre diversidad biológica. Para la 

ejecución del presente proyecto se utilizaron la recolección de muestras ambientales 

para lo cual se requiere de permisos por parte de las autoridades gubernamentales y 

ambientales competentes. En este sentido, se solicitó a través de la Vicerrectoría de 

Investigación de la Universidad Nacional de Colombia, los respectivos permisos los 

cuales fueron aprobados e incluyeron: 1) certificado de la no presencia de comunidades 

indígenas o negras en el área de influencia del proyecto (resolución No. 117 del 19 de 

octubre de 2011 expedida por el Ministerio del Interior); 2) trámite de contracto marco de 

acceso a recursos genéticos para inclusión del proyecto y certificado de inclusión del 

proyecto ”Búsqueda de genes resistentes a arsénico en el metagenoma microbiano de la 

Sabana de Bogotá” en el permiso marco de estudio con fines de investigación científica 

en diversidad biológica 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 generó impacto negativo apreciable en el ambiente, ya que fue realizado a 

nivel de laboratorio. La mayoría de pruebas y manipulación de las muestras se 

adelantaron en el Laboratorio de Microbiología Ambiental y Aplicada del Departamento 

de Química, de la Universidad Nacional de Colombia, y por esta razón se acataron todas 

las normas emitidas para el trabajo en este lugar y para la disposición de residuos que se 

generaron en el proyecto. Además, los reactivos tóxicos conocidos o material biológico 

contaminante fueron desechados ajustándose a las normas nacionales y a estándares 

internacionales. Los investigadores que hacen parte de este proyecto no tienen conflictos 

de interés derivados de la investigación propuesta. 



 

Introducción 
 

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en la corteza terrestre. Su 

disposición se da por fenómenos naturales como la meteorización, actividad volcánica y 

actividad microbiana, así como por acción antrópica, principalmente por la minería y la 

realización de varios procesos industriales. Su especiación y dinámica es variada 

dependiendo de las variaciones de los potenciales redox del medio exterior, así como por 

la presencia de otros elementos como azufre y algunos metales. 

 

Como agente tóxico y de prioridad mundial ha sido ampliamente monitoreado y estudiado 

en la región Indochina y en menor medida en la región Ibérica así como en el cono sur de 

América Latina. No obstante, aún es escasa la información de la presencia, 

concentraciones y dinámica del metaloide en varios países del mundo, incluyendo 

Colombia. 

 

Recientes trabajos de revisión sugieren un panorama de riesgo potencial en gran parte 

del territorio colombiano, magnificado por la agudización de la explotación minera en 

varias regiones montañosas y por los procesos crecientes de densificación demográfica 

en las principales ciudades. 

 

La Sabana de Bogotá se convierte en una región en la que convergen riesgos 

potenciales de contaminación, dada la existencia de contaminantes en la cuenca del Río 

Bogotá y los desechos domésticos e industriales que generan condiciones de riesgo de 

toxicidad por varios metales pesados y metaloides como el arsénico. Además por la 

característica de sus suelos ácidos, los que generan condiciones de adsorción y 

retención para las especies solubles de arsénico. 
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Este panorama no ha estado acompañado de adelantos en mecanismos de vigilancia y 

políticas públicas conducentes a la eliminación de estos compuestos tóxicos, toda vez 

que sus inversiones son altas y sus riesgos aún no han sido cuantificados. 

 

La bioremediación de ambientes contaminados aparece como una herramienta que ha 

demostrado reducir significativamente los costos de inversión y de operación en 

comparación con otras técnicas tradicionales. Por ello, su desarrollo e investigación son 

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

 

La búsqueda e identificación de los mecanismos genéticos de los procesos de 

bioremediación es el primer paso necesario para posibles diseños biotecnológicos 

encaminados a la solución de este tipo de problemáticas. 

 

Un importante antecedente del presente trabajo, es el trabajo desarrollado por Carrillo 

(2012), quien a partir de 11 aislamientos de la Sabana de Bogotá y 17 del departamento 

de Cesar en Colombia, con resistencia fenotípica a arsénico, identificó la presencia de 

una región conservada (gen arsB), la cual está presente en los mecanismos descritos de 

reducción microbiana del arsenato en arsenito. Este trabajo abre una perspectiva para la 

utilización de herramientas y técnicas que permitan la búsqueda 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, razón por la que es promisoria la identificación de 

nuevas bases genéticas que expliquen de manera suficiente la relación de los 

microorganismos con el metaloide y puedan generar caminos para el diseño de 

soluciones. 

 

Tecnologías como la metagenómica, la secuenciación masiva ácidos nucléicos y el 

desarrollo de paquetes y algoritmos bioinformáticos ayudan a resolver gran parte de la 

búsqueda necesaria de estos mecanismos genéticos, debido a la recuperación masiva 

de información genética y sus relaciones, a la cual no es posible acceder a través de 

aislamientos de organismos individuales; enfoque que privilegian las técnicas clásicas de 

bioprospección. 
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El objetivo central del presente trabajo fue la identificación de genes de resistencia a 

arsénico en el metagenoma microbiano de muestras ambientales de la Sabana de 

Bogotá. 

 

Para ello fue necesario: 1) generar librerías metagenómicas a partir de distintas muestras 

ambientales de la Sabana de Bogotá, 2) identificar y seleccionar in vitro clones con 

resistencia a arsénico en las librerías metagenómicas, 3) obtener las secuencias de los 

clones que confieren resistencia a arsénico en los clones seleccionados y, 4) analizar las 

secuencias obtenidas mediante herramientas bioinformáticas. Esta Tesis se presenta en 

cuatro secciones principales: la primera de ella realiza una revisión del marco teórico de 

los aspectos centrales en el desarrollo de esta tesis; posteriormente se presentan los 

materiales y métodos, resultados y discusión, sucesivamente. Finalmente se presentan 

las principales conclusiones y recomendaciones del trabajo de investigación. 
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1. Estado del Arte 

1.1 Generalidades del arsénico 

El arsénico es un elemento con distribución amplia en la biósfera, atmósfera e hidrósfera. 

Se estima que comprende alrededor de 5 x 10 -4 % de la corteza terrestre. El arsénico 

proviene tanto de fuentes naturales como de tipo antrópico. La actividad volcánica, la 

meteorización de las rocas y la acción microbiana sobre las mismas, constituyen la 

principal fuente de disponibilidad natural del arsénico. Además, actividades como la 

minería, la fundición de metales, diversos tipos de procesos industriales y la utilización de 

plaguicidas, constituyen en gran medida, el aporte del ser humano a la dinámica de este 

metaloide. El arsénico se encuentra naturalmente en asociaciones con el Azufre, así 

como a otros minerales, entre los que se destacan Manganeso, Hierro, Cobalto, Níquel, 

Plata y Estaño. 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 Protección Ambiental de los Estados 

Unidos y la Organización Mundial de la Salud, que han reglamentado en varios países la 

reducción en el nivel máximo permitido en aguas para consumo humano pasando en la 

mayoría de casos de 50 a 10 µg/L (Mirza et al., 2010; Páez-Espino et al., 2009). 

Actualmente, el arsénico se encuentra clasificado como un elemento carcinogénico del 

grupo I o carcinogénico humano por la Agencia Internacional de Investigaciones en 

Cáncer y por la Organización Mundial de la Salud (WHO & IARC, 1998; 2004). 

 

La problemática mundial del riesgo del arsénico móvil tiende a aumentar, pues son varias 

las actividades humanas e industriales que producen como desecho tóxico, cargas 

considerables del metaloide en formas biodisponibles. De las actividades más 

importantes al respecto son el desarrollo de la minería, la quema de combustibles fósiles, 
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el uso de pesticidas y herbicidas en cultivos y la utilización de preservantes de maderas, 

entre otros. Dichas actividades tienen un efecto directo sobre la contaminación en 

cuerpos hídricos debido a la liberación del arsénico en formas solubles. Así mismo, el 

fenómeno de contaminación se extiende en suelos aledaños y con vocación agrícola 

(Mirza et al., 2010). 

 

Se ha demostrado que la forma más común de intoxicación por arsénico es por medio de 

la dieta diaria, así como por la ingestión de aguas contaminadas con el metaloide. Los 

estudios toxicológicos, demuestran que tanto el arsénico en su forma pentavalente como 

trivalente, son rápidamente absorbidos por el tracto gastrointestinal en animales (Phan et 

al., 2010). La ingestión permanente de arsénico está relacionada a procesos de 

intoxicación crónica, los cuales pueden desencadenar en daños al sistema nervioso 

central, hígado, piel, y apariciones de tipos de cáncer como hiperqueratosis, arsenicosis y 

cáncer de piel e hígado (Li et al., 2010; Litter et al., 2010). Los reportes indican que son 

las regiones y países más pobres del planeta, quienes sufren con mayor severidad el 

impacto de problemas por intoxicación por arsénico debido a las condiciones naturales y 

antrópicas que hacen que se encuentre preferencialmente en especies solubles y por lo 

tanto disponibles (Litter et al., 2010). 

 

Dada la múltiple valencia del arsénico, este se puede encontrar en varios estados. Los 

estados redox más estables son: -3 (Gas arsino, AsH3), -1 (Alquil arsénico), 0 (Arsénico 

elemental), +3 (Arsenitos) y +5 (Arsenatos), siendo los dos últimos estados los más 

comunes en soluciones acuosas. La forma reducida trivalente (arsenito) es común en 

aguas con condiciones anóxicas, mientras que la forma pentavalente (arsenato) es más 

común en aguas oxigenadas. El paso entre estas dos formas es termodinámicamente 

favorecido en condiciones óxicas, pero dependiendo su tiempo de transición de las 

condiciones específicas (Sullivan et al., 2010). De manera similar, las formas trivalentes y 

pentavalentes son las más comunes en los suelos, en los cuales tienden a asociarse 

preferentemente a aquellos con contenidos elevados en óxidos de Fe, Mn y Al, 

principalmente por el As(V). La afinidad de adsorción tanto de arsenitos como arsenatos, 

tiende a aumentar en suelos con valores de pH ácidos (Corsini et al., 2010). De esta 

manera, el arsénico puede estar biodisponible en cuerpos hídricos, así como en suelos 

agrícolas, aumentando la posibilidad de intoxicación 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 fenómenos 

bioquímicos principales: 1) a la reactividad del ion arsenito con los grupos tioles 

presentes en varias de las proteínas y enzimas de importancia metabólica, generándose 

por medio de esta reacción, especies reactivas de oxígeno 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 específicos para fósforo a los diferentes tipos de células (Páez-Espino et al., 

2009). 

 

 

 

Las tecnologías tradicionales y más utilizadas hasta hoy en la remoción y detoxificación 

de cuerpos de agua contaminados se basan en aproximaciones físico-químicas, muchas 

de las cuales resultan tener costos muy elevados para la implementación y generalmente 

tasas de eficiencia muy bajas, dejando de esta manera sin salidas reales y prácticas a 

varios países de regiones como Latino América en donde el problema parece ser más 

significativo de lo que se creía. La combinación de varios métodos, así como la 

implementación de sistemas biológicos para programas de descontaminación, parecen 

tener un futuro promisorio, sobretodo en lugares que no cuentan con altos recursos de 

inversión (Litter et al., 2010). 

 

1.2 Arsénico en el mundo y América Latina 

Dadas las características tóxicas 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 exposición a este metaloide a partir de las fuentes 

hídricas (Smith & Smith, 2004), pues están expuestas al consumo prolongado de aguas 

con niveles mayores a 10 µg/L, límite establecido por la Organización Mundial de la 

Salud (WHO & IARC, 2004). 

 

Los principales países que albergan esta población en riesgo directo son Bangladesh, 

India, Vietnam, Nepal, Taiwan, China, Estados Unidos, España Argentina y Chile. No 

obstante la problemática es más compleja en aquellos países en vía de desarrollo en los 
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que no existe inversión significativa para el desarrollo de medidas efectivas de monitoreo 

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

 

También, estudios en la región de América Latina, revelan que 14 de los 20 países tienen 

riesgos crecientes de exposición y contaminación con este metaloide, debido 

principalmente al aumento de las actividades mineras, las que generan movilidad del 

arsénico hacia formas solubles en los cuerpos hídricos superficiales y subterráneos 

(Bundschuh et al., 2012). 

 

Algunos de los países en donde se han reportado niveles de concentración altos y 

riesgos potenciales de contaminación por arsénico en América Latina son Argentina, 

Chile, México, Guatemala, Nicaragua, Perú, Bolivia, Brasil y Uruguay (Bundschuh et al., 

2008). La revisión de literatura para el caso de América Latina, es aún muy escasa para 

algunos países, entre ellos Colombia, país para el cual no existen reportes significativos 

de presencia de arsénico a partir de fuentes geológicas. 

 

1.3 Arsénico en Colombia 

Aunque existen estudios y reportes significativos sobre la presencia de arsénico en 

Colombia, la mayoría de estos no se encuentran referenciados en la literatura 

internacional, toda vez que los estudios hechos son realizados a escalas muy locales y la 

mayoría de ellos con fines de prospección y diagnóstico mineralógico en vastas regiones 

del país. Ejemplo de ello es la ausencia de la mayoría de esta información en los 

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

 

La mayoría de reportes y de estudios realizados en el país, no se han centrado en el 

arsénico como problema específico 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 económica como en el caso del oro. 
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No obstante en el reciente artículo de revisión titulado “Environmental ocurrence of 

arsenic in Colombia: A review”  (Alonso et al., 2014), se muestra una perspectiva más 

amplia de la distribución del arsénico en el país y discute sus implicaciones y potenciales 

riesgos al medio ambiente y la salud humana. A continuación se expone la síntesis del 

trabajo de búsqueda y recolección realizado. 

 

En 2007, Ravenscroft realizó un estudio de modelación de regiones con riesgo potencial 

de altos contenidos de arsénico en aguas subterráneas del país. Mediante predicciones 

basadas en sistemas de información geográfica, se señala que alrededor de 1’664.902 

personas, lo que equivale a un 5% de la población nacional, estarían en riesgo potencial 

de intoxicación en las zonas montañosas y valles de la región norte del país. 

 

Nicolli (2006), señala la existencia de fenómenos de liberación de arsénico asociado a 

mineralesde arsenopirita en cuerpos hídricos de los departamentos de Tolima, Caldas y 

Nariño, principalmente por la minería llevada a cabo en esta región del país, 

principalmente de tipo aurífera. 

 

La Figura 1 muestra las zonas del país 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 señaladas, los departamentos de Chocó, Santander, Caldas y Tolima, 

tienen reportes en los que se señalan niveles de arsénico mayores a 40 mg/kg en suelos 

y sedimentos. Así 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 Bogotá ha sido significativo el número de trabajos 

realizados, en los cuales se relaciona la presencia o el efecto del arsénico con diferentes 

matrices biológicas, entre las que se destacan suelos, sedimentos y cultivos vegetales. 

La figura 2 muestra la ubicación geográfica de los trabajos reportados en las bases de 

datos y literatura nacional. 

 

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

 

La mayoría de estudios realizados en la Sabana de Bogotá, 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, así como valores de 0,58 mg/kg 

en cultivos de arroz que exceden los máximos 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 Secretaría Distrital de Salud y el Hospital 

Pablo VI de Bosa (2000) en el que en un muestreo de 57 parcelas de cultivo agrícola 

aledañas a los ríos Tunjuelito y Bogotá, se encontró 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 mayoría de los casos de nivel 

fitotóxico (Figura 2, punto 2) (Barragán, 2008). 

 

Finalmente, los estudios y diagnósticos realizados en el país no son conducentes en el 

sentido de presentar un panorama de riesgo para el medio ambiente y la salud humana, 

toda vez que la mayoría de ellos han estado orientados hacia la descripción mineralógica 

de arsénico y solo algunos de ellos relacionan este metaloide con otras matrices 

biológicas como alimentos y suelos agrícolas. 

 

La falta de monitoreo sobre las especies de arsénico es una limitante para la realización 

de diagnósticos de biodisponibilidad y riesgos toxicológicos. No obstante, dos elementos 

son necesarios a tener en cuenta: i) la alta concentración demográfica en la zona de la 

Sabana de Bogotá, genera un factor potencial de riesgo dado que existen acumulación 

de fuentes antrópicas de arsénico, como por ejemplo, la utilización intensiva de 

agrotóxicos sobre los cultivos de hortalizas en los suelos de la cuenca media del Río 

Bogotá, ii) el creciente boom minero que ha priorizado la política colombiana, es un factor 

de riesgo potencial debido a la liberación antrópica de arsénico asociado a fuentes 

minerales como la arsenopirita, mineral que es abundante en las minas auríferas del 

país. 

 

1.4 Metabolismo microbiano del arsénico 

Debido a la alta toxicidad de algunas especies del arsénico, este elemento actúa en el 

medio ambiente como un agente de selección natural, el cual es determinante para 

procesos de evolución en varios organismos, los cuales han generado mecanismos de 

interacción metabólica con el metaloide. Dichos mecanismos de metabolismo se han 

encontrado en plantas, levaduras y en organismos procariotas. A continuación se 

exponen los mecanismos más relevantes de interacción microbiana con el arsénico. 
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Las principales transformaciones que realizan las células bacterianas sobre el arsénico 

se resumen en cuatro tipos: metilación, demetilación, oxidación y reducción. Al respecto, 

algunas especies realizan estos procesos con el objetivo de detoxificación, más 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 así que 

varias especies procariotas han logrado sobrevivir bajo condiciones de presión de 

arsénico, mediante la utilización de diferentes mecanismos fisiológicos y bioquímicos 

(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(III) 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 (Páez-Espino et al., 

2009) (Figura 3, mecanismo #1). 

 

Para el caso de la reducción del arsenato, algunas bacterias pueden utilizarlo como 

mecanismo de detoxificación o como forma de obtención de energía. En el primer caso, 

se ha estudiado el operón ars como el responsable de sintetizar proteínas capaces de 

convertir el As(V) a As(III), el cual es expulsado al exterior de la célula permitiendo su 

supervivencia en un medio externo con presión del metaloide (Corsini et al., 2010) 

(Drewniak et al., 2010) (Figura 3, mecanismo #2). El segundo caso, la presencia de una 

ruta disimilatoria de reducción le permite a la célula (generalmente bajo condiciones 

anóxicas) ganar energía mediante el acople del proceso reductivo del arsénico a la 

oxidación de materia orgánica (Corsini et al., 2010) (Figura 3, mecanismo #5). 

 

Por otro lado, el proceso de oxidación del As(III) es considerado un proceso de 

descontaminación del medio, pues el arsenito es considerado más tóxico que el 

arsenato. Este proceso es llevado a cabo principalmente por bacterias heterotróficas y 

quimioautotróficas. El mismo requiere de la utilización de una enzima arsenito oxidasa 

que cataliza el paso de As(III) 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 

utilización de canales de fosfato. 2) Mecanismo de reducción del arsenato mediado por el operón ars y 

expulsión de arsenito. 3) Captura de arsénico en forma de arsenito al interior de la célula. 4) Oxidación del de 

arsenito mediada por genes tipo aox. 5) Reducción de arsenato mediada por genes tipo arr. 6) Mecanismos 

de metilación del arsénico y expulsión de arsénico en forma orgánica al exterior de la célula. Tomado de 

Páez-Espino et al. (2009). 

 

El mecanismo de resistencia a arsénico más estudiado en microorganismos es el 

correspondiente al operón ars. Este operón fue descrito inicialmente como una región 

relacionada exclusivamente a plásmidos bacterianos (Hedges & Baumberg, 1973; Novick 

& Roth, 1968; Silver et al., 1981). Sin embargo, su presencia se ha observado en más de 

50 organismos entre arqueas, bacterias, levaduras y algunos otros eucariotas sugiriendo 

una evolución convergente de este carácter 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 (Ordóñez et 

al., 2005), entre otras (Silver y Phung 2005). 
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El operón 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 específica 

para arsenito (ArsB). ArsC es una molécula pequeña (entre 13 a 15 kDa), que cataliza la 

reducción de As(V) a As(III) al interior del citoplasma. Posteriormente a la reducción del 

As(V), la bomba de eflujo ArsB específica para As(III) 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). Además de estos dos componentes principales, el sistema 

Ars puede contener ATPasas (ArsA), elementos regulatorios (ArsR, ArsD), entre otros 

(Mateos et al., 2006). La proteína reguladora ArsR y la bomba de expulsión 

transmembranal ArsB confieren resistencia a arsenito, y el operón ars completo confiere 

resistencia tanto al arsenito como al arsenato. El gen arsA codifica una proteína ArsA 

intracelular, ATPasa, que se enlaza como un dímero a la proteína ArsB de la membrana 

permitiendo que esta bomba de expulsión de arsenito funcione quimiosmoticamente 

(ArsB sola) o como una ATPasa (complejo ArsAB). El gen arsD es sugerido como 

codificador de un corepresor ArsD del operón arsRDABC adicional a ArsR (Silver & 

Phung 1996). La organización del sistema de resistencia Ars es muy diverso en los 

microorganismos, en el cual varía tanto el tipo de gen presente dentro del operón, como 

el orden en que se organizan dichos genes (Butcher et al., 2000; Chauhan et al., 2009; 

Páez-Espino et al., 2009; Silver & Phung, 2005; Stolz et al., 2006). 

 

Otro mecanismo de interacción con el arsénico, se ha encontrado en bacterias que 

realizan la reducción del arsenato utilizándolo en la cadena de transporte de electrones 

para el proceso de respiración celular. Genes del tipo arr han sido descritos en 

organismos como Chrysiogenes arsenatis y Bacillus selenitireducens en los cuales estas 

unidades genéticas codifican heterodímeros con una subunidad larga con actividad 

catalítica (ArrA) y una subunidad pequeña 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 obtención de arsenato, mediante la 

utilización de arsenito oxidasas. Estas enzimas son codificadas por genes de tipo aox, 

también conocidos en algunos reportes como genes aro y aso, los cuales están 

organizados en operones (Figura 3, mecanismo #4). La proteína, es un heterodímero con 

una subunidad catalítica (AoxB) y una subunidad asociada (AoxA), que la caracteriza la 
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presencia de un clúster de tipo Rieske 2Fe-2S, así como una secuencia líder de tipo TAT 

(Stolz et al, 2006). 

 

1.5 Bioremediación del arsénico 

Las tecnologías convencionales para remoción de arsénico del ambiente son 

principalmente de tipo físico químico, destacándose: la coagulación-filtración, el 

intercambio iónico, la adsorción en alúmina activada y procesos de ósmosis inversa.Si 

bien cualquiera de ellas tiene alta eficiencia de remoción, también tienen limitaciones en 

términos de sus altos costos de inversión y mantenimiento, así como por el requerimiento 

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

 

Frente a esta limitación, los procesos biológicos han aparecido como una alternativa 

importante, principalmente por sus bajos costos de operación requeridos. De esa forma, 

la inmovilización, degradación o transformación de las sustancias contaminantes 

mediante la actividad de microorganismos, para producir productos no tóxicos o al menos 

con menor toxicidad, hace de la bioremediación una herramienta que cobra mayor 

importanciaactualmente (Gadd, 2000). 

 

La biosorción es el fenómeno más estudiado para biorremediación de varios metales 

pesados. La biomasa capaz de participar en estos procesos es fácilmente extraíble y es 

por ello que la búsqueda de este tipo de microorganismos es un campo de investigación 

en constantecrecimiento, así como el estudio de sistemas biosorbentes. Un  ejemplo de 

esto es la utilización de consorcios microbianos o sistemas mixtos formados por 

microorganismos y macromoléculas (polímeros) sorbentes, que podrían incrementar los 

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

 

La utilización de microorganismos como biosorbentes de metales pesados y metaloides 

ofrece una alternativa potencial a los métodos ya existentes para la detoxificación y 

recuperación de metales tóxicos o valiosos, presentes en aguas. Muchas levaduras, 

hongos, algas, bacterias y cierta flora acuática 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 bioremediación de arsénico, han sido reportados el uso de 

plantas debido a la presencia de fitoquelatinas que son inducidas en presencia del 

agente tóxico (Schmoger et al. 2000), y en el uso de microorganismos para sobre-

expresar genes responsables por la acumulación intracelular del metaloide (Kostal et al. 

2004, Sauge-Merle et al. 2003) o su acumulación 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 sobreexpresión 

de proteínas retenedoras de arsénico como la ArsR, la cual es la responsable del 

reconocimiento de arsénico en el medio exterior y regulación del operón ars, y la 

mutación de los canales de expulsión 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). 

 

 
Figura 4.  Modelo de bioremediación de arsénico propuesto para C. glutamicum. A) Ingreso de arsénico al 

interior de la célula; B) Mutación de canales responsables para la expulsión de arsenito; C) Sobreexpresión 

de proteínas retenedoras de arsénico (Mateos et al., 2006). 

 



Estado del Arte     18 

La utilización de bacterias para la biosorción 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 biorremediación del arsénico en ambientes contaminados (Yan et al, 2010). 

Trabajos como el de Mateos y colaboradores (2006) sugieren que la combinación de los 

procesos de transformación de arsénico utilizados por las bacterias por medio de 

técnicas de transformación genética, pueden dar lugar a organismos modelos de 

biorremediación con efectividad para la remoción y acumulación de arsénico de aguas 

contaminadas. Un ejemplo de ello es el trabajo realizado por Villadangos y colaboradores 

(2010), en el cual se realizó un ensayo de biorremediación, con la utilización de mutantes 

de bacterias corineformes. Dichas bacterias modificadas genéticamente tienen la 

capacidad de retención de arsenato, debido a la inactivación de los genes arsC1 y arsC2, 

los cuales codifican las enzimas necesarias para la reducción del arsenato en arsenito, 

para su posterior expulsión celular. 

 

1.6 Metagenómica 

La mayor parte de la riqueza natural es desconocida. Aún existen descubrimientos de 

nuevas especies de animales y plantas en vastas regiones del planeta y ello se hace más 

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 algún tipo de técnica bioquímica o molecular, principalmente por el 

poco conocimiento actual sobre requerimientos físicos, químicos, ambientales y 

nutricionales de los microorganismos, lo que hace que la gran mayoría no sean 

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

 

La gran dimensión de un 95% desconocido aún en el mundo microbiano, implica a su vez 

un desconocimiento generalizado sobre las rutas metabólicas, relaciones e interacciones 

especie – especie y en general la base genética que se encuentra detrás de este tipo de 

relaciones. Así, de la misma manera como son desconocidas las especies, son inmensas 

las posibilidades para la búsqueda e identificación de nuevos genes y rutas metabólicas 

de ambientes específicos (Turnbaugh & Gordon, 2008). 
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La metagenómica es principalmente un enfoque procedimental, que haciendo uso de los 

avances en las técnicas de extracción y purificación de ácidos nucléicos, realiza un 

aislamiento generalizado de un ambiente específico, dando la posibilidad de capturar la 

diversidad genómica que se encuentran determinadas por la presión de selección que 

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

 

Es por ello que la metagenómica se convierte en una herramienta que posibilita el acceso 

a la gran mayoría de la riqueza de información microbiana de un medio ambiente 

específico, en el que existen relaciones metabólicas determinadas por la selección 

natural. El aislamiento de dicha información se logra evitando la condicionante de la 

realización de técnicas de cultivo específico, por lo que hace de ella una técnica de 

carácter masivo, que se basa en la extracción de los ácidos nucléicos totales de una 

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

 

En el desarrollo de la metagenómica como herramienta general se podrían discriminar 

dos grandes aproximaciones sobre las que se han desarrollado los desarrollos 

investigativos; ellas son a un nivel genotípico y a un nivel fenotípico. La primera de ellas 

explora las bases genómicas del funcionamiento de una comunidad específica en un 

medio ambiente. La segunda aborda una búsqueda o prospección en función de la 

expresión proteica de la comunidad microbiana (Figura 5). 

 

Los desarrollos investigativos que se basan en el genoma suelen tener tres tipos de 

aproximaciones: de diversidad ecológica, a nivel de existencia de regiones genéticas 

específicas con funcionalidades determinadas y a nivel de exploración total bien sea del 

ADN o ARN. Para el caso de la exploración de ecología microbiana en un determinado 

ambiente, la amplificación de los genes ribosomales 16S y 18S para el caso de 

procariotas y eucariotas, respectivamente, suele acompañarse mediante técnicas 

electroforéticas que señalan una idea cualitativa de la diversidad, así como mediante 

secuenciación específica de este tipo de regiones conservadas. También, la 

identificación de regiones genéticas específicas mediante el diseño de primers hace de la 

metagenómica una herramienta para la búsqueda de elementos genéticos relacionados  

a funciones conservadas específicas. Finalmente, la secuenciación masiva logra generar 

una imagen general no solo de la diversidad microbiana del microcosmos, sino de las 

posibles interacciones que allí 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 están en expresión en un mome

bajo unas condiciones específicas, 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 expresión protéica del ARN q

transcrito. Este tipo de aproximaciones resulta muy adecuado en los enfoques de 

bioprospección, toda vez que es posible encontrar funcionalidades específicas, pero con 

bases genéticas diferentes, las cuales sería imposible identificar con el

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 selección de la funcionalidad esperada (Desai 

 

Figura 5.  Aproximación general de la metagenómica.

 

No obstante, las aproximaciones metagenómicas de bases genéticas y de expresión 

funcional no son contradictorias entre sí. Por el contrario estas aproximaciones suelen 

ser complementarias debido a que la identificación de regiones genéticas tiene que ser 

verificada a nivel de expresión fenotípica y así mismo, la presencia de una función 

específica debe comprenderse y abordarse desde sus bases genéticas con el fin de 

explicar la totalidad del fenómeno de estudio.

 

La construcción de librerías metagenómicas logra la arti

genómicos y fenotípicos, pues logran organizar una muestra específica de ADN o ARN 
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ADN, o las regiones codificantes y que están en expresión en un momento determinado, 

bajo unas condiciones específicas, 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 expresión protéica del ARN que está siendo 

transcrito. Este tipo de aproximaciones resulta muy adecuado en los enfoques de 

bioprospección, toda vez que es posible encontrar funcionalidades específicas, pero con 

bases genéticas diferentes, las cuales sería 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 selección de la funcionalidad esperada (Desai et al., 2012). 

Aproximación general de la metagenómica. 

las aproximaciones metagenómicas de bases genéticas y de expresión 

funcional no son contradictorias entre sí. Por el contrario estas aproximaciones suelen 

ser complementarias debido a que la identificación de regiones genéticas tiene que ser 

nivel de expresión fenotípica y así mismo, la presencia de una función 

específica debe comprenderse y abordarse desde sus bases genéticas con el fin de 

explicar la totalidad del fenómeno de estudio. 

La construcción de librerías metagenómicas logra la articulación de los enfoques 

genómicos y fenotípicos, pues logran organizar una muestra específica de ADN o ARN 
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bajo unas condiciones específicas, cuando se parte del ARN (Handelsman, 2004). 

Los desarrollos investigativos basados en la funcionalidad son dirigidos principalmente a 

ue está siendo 

transcrito. Este tipo de aproximaciones resulta muy adecuado en los enfoques de 

bioprospección, toda vez que es posible encontrar funcionalidades específicas, pero con 

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 

 

las aproximaciones metagenómicas de bases genéticas y de expresión 

funcional no son contradictorias entre sí. Por el contrario estas aproximaciones suelen 

ser complementarias debido a que la identificación de regiones genéticas tiene que ser 

nivel de expresión fenotípica y así mismo, la presencia de una función 

específica debe comprenderse y abordarse desde sus bases genéticas con el fin de 

culación de los enfoques 

genómicos y fenotípicos, pues logran organizar una muestra específica de ADN o ARN 

Función

Ensayos 

funcionales



21 Búsqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogotá 

en vectores de clonación, con el fin de ser utilizados posteriormente, bien sea para 

ensayos de secuenciación, amplificación de genes específicos o ensayos funcionales. 

Para ello, los procesos de extracción de los ácidos nucléicos, la selección del vector de 

clonación y el diseño del barrido funcional son pasos fundamentales para el logro 

satisfactorio de un proceso de bioprospección metagenómica. La construcción de 

librerías metagenómicas es una herramienta que permite una búsqueda masiva, 

relativamente rápida y de bajos costos, en comparación con otros enfoques de búsqueda 

de genes funcionales como por ejemplo la búsqueda mediante amplificación molecular 

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

 

La extracción de ADN como primer paso de la construcción de las librerías 

metagenómicas, es quizá el de mayor importancia y determinante en el desarrollo de la 

librería. Varios autores han señalado la importancia y necesidad de obtención de ADN de 

alta calidad y con la remoción de agentes inhibidores y contaminantes como ácidos 

húmicos (Di Bella et al., 2013). 

 

Los ácidos húmicos y fúlvicos se caracterizan por su composición heterogénea y por la 

formación de complejos con diferentes metales que comúnmente se encuentran en 

suelos y sedimentos. Es por ello que su presencia en diferentes procedimientos 

moleculares puede considerarse como inhibitoria, debido a la formación de complejos 

con metales que en la mayoría 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 función de lograr altos contenidos de ADN 

de alto peso molecular con remoción de la mayoría de agentes inhibitorios que  aseguren 

una alta calidad de los ácidos nucléicos. En general, los protocolos utilizan una 

combinación de columnas de separación, con la utilización de técnicas electroforéticas 

para lograr una separación de los ácidos húmicos (Courtois et al., 2001; Hurt et al., 2001; 

Lloyd-Jones & Hunter, 2001; Santosa, 2001). 

 

Posteriormente, la selección de los vectores de clonación, constituye un determinante 

para la caracterización de la librería metagenómica, en tanto el vector restringe el tamaño 

promedio de los insertos a ser utilizados. Las librerías construidas con la utilización de 

plásmidos permiten la inserción de fragmentos metagenómicos pequeños (entre 2kb y 



Estado del Arte     22 

5kb), los cuales están asociados tanto a elementos cromosómicos como plasmídicos del 

metagenoma estudiado. Otros enfoques han privilegiado la utilización de vectores de 

grandes tamaños como cósmidos, fósmidos y BAC's, los cuales permiten que los 

elementos regulatorios y de expresión propios de los genes tengan una mayor 

probabilidad de resultar completos e íntegros luego del proceso de clonación. No 

obstante, la utilización de este tipo de vectores es restringida a la integración de ADN 

exclusivamente cromosómico (Kakirde et al., 2010).  

 

Posteriormente la selección del organismo hospedero, es un elemento determinante en la 

construcción de la librería metagenómica, dado que existe una estrecha relación entre la 

maquinaria genómica de un organismo con sus mecanismos de regulación, expresión y 

traducción proteica (Taupp et al., 2011). Por ejemplo, es conocido que la mayoría de 

genes codificados por actinomicetos, no se expresan fácilmente en E. coli, debido a su 

diferencia significativa de contenido de G+C (Strohl, 1992). Ello genera un límite objetivo 

en el tipo de genes que se pueden expresar en un hospedero específico y por lo tanto 

cualquier hospedero utilizado en la construcción de una librería metagenómica tendrá un 

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

 

1.7 Metagenómica y bioremediación 

La búsqueda de microorganismos, genes, enzimas y redes metabólicas que catalizan 

procesos de degradación de compuestos contaminantes o xenobióticos ha sido 

impulsada por el desarrollo de la metagenómica y en particular por los diseños que esta 

ha permitido mediante los enfoques de barridos funcionales, pues permiten encontrar a 

nivel fenotípico elementos genéticos expresados en condiciones particulares de 

contaminación simuladas in vitro. 

 

Como ejemplo de ello, Daniel (2004) presenta una revisión sobre la utilización de la 

metagenómica en la identificación de nuevas enzimas y genes para aplicaciones 

industriales y de remediación, sobre las que las estrategias basadas en aproximaciones 

funcionales han sido mayoritarias para la identificación de nuevos mecanismos. 

 

También, la revisión hecha por Calcagno (2005), enfatiza en las ventajas y versatilidad de 

la metagenómica en el campo de la remediación de ambientes contaminados y la 

prospección de genes relacionados con la degradación de compuestos tóxicos. 



23 Búsqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogotá 

 

El trabajo de Eyers et al. (2004), presenta una revisión de dos estrategias ampliamente 

utilizadas en la búsqueda de genes y rutas metabólicas relacionadas con procesos de 

remoción bacteriana de agentes xenobióticos y contaminantes. La primera de ellas se 

centra en la búsqueda de regiones genómicas que potencialmente codifican genes 

involucrados en rutas metabólicas de detoxificación mediante la amplificación de 

regiones y dominios conservados; el segundo enfoque, conocido como tamizaje o barrido 

funcional, parte de la exploración e identificación de la capacidad descontaminante de un 

individuo, para desde allí conducir un proceso de identificación y caracterización a nivel 

genético. 

 

En general, la metagenómica  aporta la base genética sobre la cual los microorganismos 

metabolizan e interactúan con los compuestos xenobióticos, razón por la cual, la 

búsqueda de genes de resistencia a diversos tipos de contaminantes es una de las 

aproximaciones comúnmente utilizadas como base para futuros desarrollo 

biotecnológicos en el campo de la bioremediación. 

 

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 identificó un 

nuevo gen de resistencia a arsénico. La aproximación utilizada en este trabajo consistió 

en la creación de una librería metagenómica de 413.000 clones con la utilización de 

plásmidos como vectores de clonación y un tamaño promedio de insertos de ADN 

metagenómico de 3kb. De dos clones que presentaron resistencia a arsénico se logró el 

aislamiento e identificación de un nuevo gen (arsN) que participa junto a los genes que 

componen el operón ars, en la mediación de la reducción del arsenato en arsenito. 

 

Finalmente, Achour et al. (2007), diseñaron un set de primers degenerados con el fin de 

evaluar diversidad del componente arsB del operón bacteriano ars en varios aislamientos 

de bacterias resistentes a arsénico. La implementación de estos primers pueden ayudar 

a dilucidar si los fenotipos positivos para un tipo de resistencia a arsénico, están ligados a 

algún tipo de operones descritos previamente. 
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1.8 Metagenómica y ensayos funcionales 

La identificación de mecanismos involucrados en las rutas metabólicas a nivel de 

expresión fenotípica, depende en gran medida de la resolución del ensayo funcional, es 

decir, de la posibilidad de identificación, certeza y reproducibilidad del ensayo mismo. Por 

ello, el diseño del tamizaje funcional debe contar con esas características para que 

permitan identificar fácilmente los fenotipos deseados, máxime cuando las librerías 

metagenómicas construidas tienen tamaños considerables, que hacen inviables 

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

 

El trabajo descrito por Simeonova et al. (2004) establece un método que, basado en la 

reacción 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 visualización de los 

cambios del estado de oxidación generados a partir de un organismo, teniendo en cuenta 

que uno de los principales retos es masificar y estandarizar esta técnica en función de la 

evaluación de miles de clones característicos de las librerías metagenómicas. 

 

También, Chauhan et al. (2009), implementa un tamizaje funcional que tiene como 

principio la selección positiva de clones a una alta concentración 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 detección y tamizaje funcional sobre el que se logran encontrar dos clones 

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

 

1.9 Metagenómica y secuenciación 

El desarrollo de la metagenómica está directamente relacionado con el desarrollo de las 

nuevas técnicas de secuenciación masiva (High Throughput Sequecing). La gran 

cantidad de material genético que se encuentra en un estudio metagenómico, debe 

acompañarse con tecnologías que posibiliten su lectura e identificación (Qin et al., 2010). 

 

La innovación hacia la secuenciación de segunda generación, generó un rápido 

despliegue de datos genómicos, haciendo en horas lo que en la secuenciación tradicional 

por el método de Sanger tardaba meses (Di Bella et al., 2013). 
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Entre las tecnologías emergentes, el sistema 454 FLX+ (Roche®) se destaca por ser una 

tecnología basada en el principio de la pirosecuenciación, el cual mediante una reacción 

de PCR, identifica cada adición de nucleótidos con una reacción mediada por la 

luciferasa, la cual genera un patrón específico para cada nucleótido que posteriormente 

es captada por un sensor (Nowrousian, 2010). 

 

Una de las desventajas de este sistema es la aparición de extensiones homopoliméricas, 

debido a la forma en que el sistema detecta la incorporación de los nucleótidos. El 

resultante son regiones con presuntas mutaciones de inserciones / deleciones (Kunin et 

al., 2010). No obstante, debido a la extensión de lectura del sistema 454 FLX+ (Roche®), 

alrededor de 700 bases, es recomendable para el ensamblaje de fragmentos 

metagenómicos, pues está por encima de la extensión generada por el resto de las 

tecnologías de segunda y tercera generación desarrolladas hasta el momento (Di Bella et 

al., 2013). 

 

Otras tecnologías desarrolladas de segunda generación son: el sistema HiSeq 2000/2005 

(Illumina®) 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 5500xl W SOLiD (Life Technologies®) el que, a partir de una reacción de 

ligación, 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 Ion PGM (Life 

Technologies®) el que, con base al principio de detección protónica, genera lecturas 

entre 100 – 200 pares de bases con una lectura total por corrida de hasta 2 Gb (Rusk, 

2011). 

 

Sin embargo, la secuenciación por terminación de didesoxirribonucleótidos desarrollada 

por Sanger et al. (1997) aún es ampliamente utilizada en el campo de la metagenómica. 

Por un lado para la identificación a nivel de especie utilizando la región conservada del 

gen 16S ARNr (Cole et al., 2009), pero también para la realización de un marcaje 

específico con el fin de utilizar de manera complementaria la secuenciación por el 

método de Sanger y otras alternativas de secuenciación masiva. 
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1.10 Herramientas bioinformáticas para la búsqueda de 
genes 

Analizar la gran cantidad de información proveniente de la secuenciación masiva se 

convierte, naturalmente en el principal reto que la metagenómica enfrenta. El desarrollo 

de la capacidad de análisis computacional mediante algoritmos ágiles y certeros es una 

necesidad que debe acompañar de manera paralela el desarrollo del acceso a la 

información genética masiva (Handelsman, 2004). 

 

La ventaja que ofrece la metagenómica de dar un amplio panorama de la diversidad 

genómica de un ambiente particular, es a su vez su principal reto y cuello de botella en el 

análisis y esclarecimiento de tal cantidad de datos. En primer lugar la metagenómica 

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

 

Las tecnologías de segunda y tercera generación de secuenciación 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 metabólicas existentes en un ambiente específico, se 

eleva la probabilidad de formación de quimeras genómicas. 

 

Las lecturas más grandes, generadas por los sistemas 454 (Roche®) que se encuentran 

entre 400 y 1000 pares de bases, reducen significativamente la probabilidad de 

generación 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 

metagenómicas. 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 pirosecuenciación. Esta herramienta bioinformática 

ha desarrollado una optimización para el ensamblaje específico de lecturas provenientes 

de sistemas de Roche®, incluyendo paquetes para el trabajo específico de los formatos 

de este tipo de secuencias. Algunos trabajos recientes han hecho uso de este algoritmo 
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para el ensamblaje de este tipo de secuencias (Ekström et al., 2013; Hook et al., 2014; 

Xavier et al., 2012). 

 

Existen sin embargo, algunos enfoques de análisis metagenómico que obvian el proceso 

de ensamblaje y realizan un proceso de asignación funcional directamente sobre las 

lecturas generadas a partir de los sistemas de secuenciación masiva. Por esencia, este 

tipo de enfoques suelen perder genes de interés y funciones asociadas, pues el tamaño 

corto de las lecturas no permite la identificación de tales regiones con la mayoría de 

algoritmos existentes. Por ello, entre más grandes sean los fragmentos de lecturas, 

mayor es la probabilidad de identificar funcionalidad, así que se hace deseable un 

proceso previo de ensamblaje con el fin de generar contigs y a su vez regiones más 

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

 

El segundo reto bioinformático, es la asignación funcional sobre los contigs o scaffolds 

generados, bien sea para la identificación de genes o la asignación de funciones y rutas 

metabólicas. En general existen dos posibilidades: la primera de ellas, consiste en la 

búsqueda de genes a partir de las propiedades intrínsecas de las secuencias, 

principalmente en la identificación de marcos abiertos de lecturas o ORF's (del inglés 

Open Reading Frames); la segunda estrategia es mediante la utilización de algoritmos de 

alineamiento como BLAST y BLASTX, con el fin de realizar búsquedas de similaridad en 

las bases de datos genómicas. 

 

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 

identificación de genes potenciales sin ningún tipo de información adicional más que las 

características internas de la secuencia; son algoritmos de novo. 

 

También, es posible realizar un proceso de anotación en función de la búsqueda de 

patrones similares de las secuencias con las bases de datos existentes. En general, el 

proceso consiste en la utilización de un algoritmo de alineamiento múltiple con el fin de 

ubicar regiones similares en bases de datos específicas y herramientas específicas para 

la anotación 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 último desarrollo de procesos de anotación, ha estado centrado en la automatización y 

combinación de los dos enfoques anteriormente descritos, muchos de ellos para el fácil 

acceso en línea. Algunos de los más 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 región Indochina y en menor medida en la región Ibérica así como 

en el cono sur de América Latina. Aún son escasos los reportes a nivel de la literatura 

universal que señalen la magnitud de la presencia y problemática del arsénico en 

Colombia. 

 

No obstante, el reciente trabajo de revisión desarrollado por Alonso et al. (2014), es 

ilustrativo frente a los estudios realizados de presencia del metaloide en el país, 

resaltando particularmente las zonas de departamentos como Chocó, Tolima, Santander 

y Caldas, dada la importante liberación mineralógica desde las fuentes de arsenopirita 

hacia formas solubles de arsenato y arsenito. Dinámica que tiende a agudizarse dadas 

las dinámicas antrópicas en aumento relacionadas con la explotación minera a gran 

escala. 

 

Así mismo, se señala la zona de la Sabana de Bogotá como un punto en el que 

convergen riesgos potenciales de contaminación dada la existencia de contaminantes en 

la cuenca del Río Bogotá 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 región del país se encuentra 

ubicada en zonas de la cuenca media de la Sabana de Bogotá, la que se caracteriza por 

tener suelos son pH’s ácidos, sobre los que se aumenta la afinidad de adhesión y 

retención por parte de los minerales y coloides de los suelos y sedimentos. 
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No obstante el riesgo potencial creciente en el país, no ha sido acompañado por un 

monitoreo permanente que conduzca al diseño de suficientes mecanismos de 

descontaminación, en gran medida por los altos costos de inversión de infraestructura, 

monitoreo y costos operacionales que supone la presencia de arsénico en cuerpos 

hídricos, suelos y sedimentos de importancia. Así mismo, la mayoría de tecnologías 

convencionales desarrolladas hasta el momento, aunque logran resultados satisfactorios 

de remoción de arsénico, aún mantienen costos muy elevados. Es por ello que las 

alternativas biotecnológicas son adecuadas pues suponen menos costos operacionales 

que las tecnologías tradicionales. 

 

Para el desarrollo de procesos de bioremediación se hace necesaria la búsqueda de la 

base genética y metabólica que soporta los procesos de descontaminación microbiana. 

Al respecto, es amplia la diversidad de mecanismos metabólicos microbianos descritos 

en relación al arsénico, razón 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 metagenómica, la secuenciación masiva y la 

utilización de herramientas de análisis bioinformático, son centrales para el 

aprovechamiento de la gran diversidad biológica y metabólica existente en un ambiente 

con una presión de selección natural de contaminantes. 

 

Por ello, el presente trabajo tiene por objetivo central la identificación de genes de 

resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de muestras ambientales de la 

Sabana de Bogotá, por lo que se plantearon como objetivos específicos: 1) generar 

librerías metagenómicas a partir de distintas muestras ambientales de la Sabana de 

Bogotá, 2) identificar y seleccionar in vitro clones con resistencia a arsénico en las 

librerías metagenómicas, 3) obtener las secuencias de los genes que confieren 

resistencia a arsénico en los clones seleccionados y, 4) analizar las secuencias 

obtenidas mediante herramientas bioinformáticas. 



 

 

 

2. Materiales y Métodos 

2.1 Muestreo 

Se seleccionaron dos puntos de muestreo en la cuenca media del Río Bogotá, en un 

área comprendida entre el municipio de Mosquera (Cundinamarca) y la localidad de Bosa 

en Bogotá. A continuación se presentan las coordenadas de los predios seleccionados 

para la realización del muestreo: 

 

� Finca Santa Ana: 4°38'N, 74°14'W 

� Finca Santa Anita: 4°38'N, 74°37'W 

 

La Figura 6 muestra una ubicación general de los sitios de muestreo con respecto a la 

Sabana de Bogotá. Allí se puede apreciar la influencia de Río Bogotá y del Río Tunjuelo 

en el área seleccionada. La Figura 7 permite ver con mayor detalle, la ubicación de los 

sitios de muestreo con respecto al cauce del Río Bogotá. Los predios seleccionados 

corresponden a fincas con uso exclusivo de explotación agrícola con utilización intensiva 

de plaguicidas. 

 



31 Búsqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogotá 

 
Figura 6.  Sitios de muestreo de este trabajo. Río Bogotá (color violeta) y Río Tunjuelo (color azul) 

 

 
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. Así 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 metagenómicos (Figura 8) 

y la otra, de alrededor 1 kg para los procedimientos analíticos de contenido total de 

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

 

2.1.2 Muestras de sedimentos 

Las muestras de sedimentos fueron tomadas del cauce del Río Bogotá (Figura 7). Allí, 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 

máquina dragadora, la cual estaba siendo utilizada en labores de remoción de 

sedimentos del Río (Figura 9). De igual manera, las muestras fueron separadas en dos 

unidades para ser utilizadas en los procedimientos metagenómicos y analíticos. 
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Figura 9.  Extracción de sedimentos del Río Bogotá. 

 

2.1.3 Muestras de agua 

Con la ayuda de un equipo de recolección 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.  Recolección de muestras de agua del Río Bogotá. 

 

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 frío a su interior. Luego del proceso de muestreo, 

las muestras fueron llevadas hacia las instalaciones del Departamento de Química de la 

Universidad Nacional de Colombia – sede Bogotá. 

 

Las muestras destinadas a los procedimientos analíticos fueron llevadas al Laboratorio 

de Química Analítica en donde se realizó un pre-secado de las muestras de suelos y 

sedimentos a lo largo de un día 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 Agronomía con el fin de realizar el proceso de deshidratación 

durante 24 horas a una temperatura de 65 °C. 

 

Para la realización de los procedimientos metagenómicos, 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 Análisis de muestras 

Las muestras tomadas de las diferentes matrices ambientales, fueron analizadas en el 

Laboratorio de Análisis Químico del Departamento de Química de la Universidad 

Nacional de Colombia. Mediante la técnica de Absorción Atómica con Generación de 

Hidruros, se realizó una cuantificación de arsénico total para cada una de las muestras 

(Alonso, 2014). 

 

2.2 Extracción de ADN 

Dos kits comerciales fueron utilizados para optimizar el proceso de extracción y 

purificación 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. Así mismo, para las muestras de agua, se utilizaron volúmenes 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 así como su alto peso molecular, se realizaron 

algunos cambios en el protocolo sugerido (Anexo A). Brevemente, los pasos de agitación 

(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 agitación suave. El volumen final 

de 5 mL de ADN fue reconcentrado adicionando 0,2 mL de NaCl 5 M y 10,5 mL de etanol 

absoluto seguido de una centrifugación durante 30 min a 2500x g y una resuspensión 

final en 200 µl. 

 

Para las muestras de agua del Río Bogotá se utilizó el Kit Meta-G-Nome™ DNA Isolation 

Kit (Epicentre®), siguiendo las recomendaciones del protocolo. 
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2.3 Selección de tamaños y purificación del ADN 

Se realizó una electroforesis a 30 V constantes y con una concentración de agarosa de 

1,5 % sobre las muestras de ADN provenientes de suelos y sedimentos. Una alícuota de 

ADN de referencia (40 kb) fue cargada junto a una alícuota del ADN metagenómico, 

seguida del resto de esta misma muestra. Ni las muestras cargadas, ni la agarosa fueron 

teñidas con agentes intercalantes, con el fin de preservar la integridad del ADN 

metagenómico. Este procedimiento también aseguró la total remoción de impurezas y 

contaminantes como ácidos húmicos provenientes de la materia orgánica de las 

muestras. 

 

Posteriormente se realizó una disección del gel de los dos primeros carriles, que 

contenían las alícuotas de la muestra de referencia, así como de una pequeña alícuota 

de la muestra metagenómica. Esta sección fue bañada en una concentración de bromuro 

de etídio y expuesta a luz UV, con el fin de visualizar tanto el sitio promedio de 

fragmentos de 40 kb, como la presencia de ADN metagenómico de la alícuota. Las 

secciones de gel fueron unidas y se realizó el corte de la región en la que migraron los 

fragmentos con este peso molecular. 

 

Finalmente, se utilizó el Kit de recuperación y purificación UltraClean™ GelSpin DNA 

Purification Kit (MO-BIO®) con el fin de recuperar el ADN metagenómico seleccionado a 

partir de la electroforesis. El proceso realizado siguió las recomendaciones del protocolo 

establecido por el producto. 

 

2.4 Arreglo de extremos de los fragmentos de ADN 

La fosforilación y arreglo de los extremos de los fragmentos de ADN metagenómico fue 

realizada bajo las indicaciones sugeridas por el protocolo y con las siguientes 

condiciones y concentraciones: 

 

 8 µL  Buffer de reparación 10X 

 8 µL dNTP's 2,5mM 

 8 µL ATP 10mM 

 52 µL ADN de alto peso molecular (80 ng / µL) 

 4 µL Mix enzimático de reparación 
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El volumen total de la reacción fue 80 µL. La temperatura de reacción fue de 16 °C y su 

tiempo de 1 hora. Finalmente, la reacción 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 fosforilación y con el 

objetivo de reconcentrar el ADN, se utilizó nuevamente el Kit de recuperación y 

purificación UltraClean™ GelSpin DNA Purification Kit (MO-BIO®) y luego de ello se 

resuspendió el ADN purificado en 12 µL agua estéril y desionizada. 

 

2.5 Ligación 

La clonación de los fragmentos de ADN metagenómico de peso seleccionado, purificados 

y con extremos fosforilados, fue realizada con el vector de clonación pCC2FOS 

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

concentraciones: 

 

 1 µL  Buffer de ligación (10X Fast-Link Ligation Buffer) 

 1 µL  ATP 10mM 

 3,35 µL Vector pCC2FOS (Epicentre®) 

 6 µL  ADN metagenómico de alto peso molecular 

 1µL  Ligasa 

 

La reacción de ligación se llevó a cabo a una temperatura constante de 16 °C durante 16 

horas y posteriormente a una temperatura de 70 °C d urante 10 minutos con el fin de 

desactivar la ligasa. 

 

2.6 Empaquetamiento 

El producto de ligación fue empaquetado utilizando 50 µL 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 infección. 
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2.7 Infección 

El contenido total del producto de empaquetamiento se utilizó para la infección de células 

E. coli EPI300-T1®, las cuales fueron pre-tratadas con suplementos de MgSO4 y Maltosa 

durante 16 horas, con el fin de activar los receptores para la infección. 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 óptica (600 nm) entre 0,8 y 1,0, fueron infectadas 

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

 

2.8 Librería metagenómica 

Alícuotas del producto final de 1 mL fueron sembradas en cajas de polietileno de 22 cm x 

22 cm con medio LB + Cloranfenicol (12,5 µg/mL) e incubadas durante 24 horas. Las 

colonias resultantes fueron seleccionadas y organizadas en microplacas de 384 pozos 

[con medio LB + Cloranfenicol (12,5 µg/mL) + Glicerol (20 %)] con la implementación del 

sistema robótico Q-Pix (Genetix®), el cual a partir de un sistema de toma de imágenes 

acoplado a un brazo mecánico, realiza un proceso de organización automatizada de 

colonias en cajas de polietileno. Luego del proceso de organización de las librerías, las 

cajas fueron incubadas a 37 °C durante 20 horas par a los análisis de tamizaje funcional y 

su posterior almacenamiento. 

 

2.9 Validación de umbrales 

Con el fin de validar la metodología empleada por Chauhan et al. (2009), se tomó una 

concentración de 50 mM como umbral de referencia, añadiendo a esta una concentración 

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 cromosómica a arsenato debido a la presencia del operón ars; como control 
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negativo se utilizó el genotipo AW3110, la cual tiene una mutación en el operón 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 creación de la librería metagenómica. Además, se 

utilizó 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 utilizó medio LB, con suplemento de Cloranfenicol 

(12,5 µg/mL) y sin la adición de arsénico, seleccionando cuatro de las cajas de la librería 

metagenómica, con el fin de determinar que la inhibición de crecimiento a los clones es 

debido al efecto del arsénico en el medio de cultivo. Las cajas fueron dispuestas a 37°C 

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 logró sembrar por caja de polietileno el correspondiente a seis cajas de la 

librería metagenómica, 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 características. 

Así mismo, los clones seleccionados, o clones positivos a resistencia a arsenato de 

sodio, fueron guardados a una temperatura de -70 °C  en un medio líquido LB, con 20 % 

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

A partir de la información 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 reducción bacteriana de arsénico. Las secuencias de los 

primers son: 

 

darsB1F: 5’ – GGTGTGGAACATCGTCTGGAAYGCNAC – 3’ 

darsB1R: 5’ – CAGGCCGTACACCACCAGRTACATNCC – 3’ 

 

Se realizó una amplificación por PCR de los clones que presentaron resistencia a 

arsénico en el tamizaje funcional, siguiendo las condiciones optimizadas por Carrillo 

(2012), variando la adición de ADN bacteriano por un pequeño fragmento de colonia 

bacteriana (Colony PCR). Las tablas 3 y 4 resumen las condiciones generales del 

proceso de amplificación del fragmento del gen arsB. 

 

Tabla 3 . Concentraciones finales de reactivos para la amplificación por PCR de un fragmento del gen arsB 

(Carrillo, 2012). 

Reactivo Concentración en  
reacción de PCR final  

Buffer Enzima 
Taq (Bioline) 1X 

MgCl2 1,5 mM 
dNTP's 0,2 mM 

Primer F 0,2 µM 
Primer R 0,2 µM 

Taq Polimerasa 0,1 U/µL 
 

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

2012). 

Número de ciclos  Temperatura  Tiempo  
1 94 ºC 5 min 

10 
94 ºC 45 s 

57-52 ºC (TD* - 0,5 ºC/ciclo) 45 s 
72 ºC 30 s 

20 
94 ºC 45 s 
52 ºC 45 s 
72 ºC 30 s 

1 72 ºC 7 min 
* TD: Touchdown 
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Así mismo, se utilizaron los primers P52F y P323R (Bachate et al., 2009) los cuales 

amplifican una región del sistema de la arsenato reductasa (ArsC). Se realizó el 

procedimiento de amplificación siguiendo el protocolo optimizado de Carrillo (2012). Las 

secuencias de los primers son: 

 

P52F:  5’ – AGCCAAATGGCAGAAGC – 3’ 

P323R: 5’ – GCTGGRTCRTCAAATCCCCA – 3’ 

 

2.12 Preparación de ADN fosmídico 

Se realizó un crecimiento para cada uno de los clones positivos en 50 ml de medio 

líquido LB + Cloranfenicol (12,5 µg/mL) + solución de autoinducción para la generación 

de múltiples copias del fósmido 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 fosmídico, los 

tiempos de espera con la solución de acetato de potasio y ácido acético fueron reducidos 

a 3 minutos. 

 

Así mismo, se realizó 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 realizó la extracción mediante lisis 

alcalina.  

 

Finalmente, se realizó la contratación del servicio de Macrogen Inc. (Corea del Sur), con 

el fin de realizar un nuevo proceso de extracción y purificación de ADN fosmídico de los 

clones positivos por separado, así como un proceso de extracción 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 secuenciación masiva. 

 

2.13 Estrategia de secuenciación 

Se realizó una estrategia combinada utilizando los métodos de Sanger y 

pirosecuenciación, 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 creación de otra librería 

para la realización del proceso de pirosecuenciación. No obstante, la secuenciación 

sobre dicha mezcla genera lecturas de la totalidad de los fragmentos fosmídicos, sin 

identificar al clon específico del cuál proviene. 

 

Por ello, se planeó una complementación de la pirosecuenciación con fragmentos de 

secuencias por el método capilar. Teniendo en cuenta que los fragmentos de ADN 

metagenómico de cada uno de los fósmidos tiene un tamaño aproximado de 40.000 

pares de bases, los fragmentos de la secuenciación por Sanger actúan como 

identificadores para poder organizar las pirosecuencias en cada uno de los clones 

provenientes. A continuación se señalan los primers utilizados para el proceso de 

secuenciación por Sanger. Estos primers corresponden a los extremos de clonación del 

fósmido pCC2FOS (Epicentre®): 

 

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

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

 

2.14 Ensamblaje de las secuencias 

Los datos genómicos generados por el sistema 454 FLX+ (Roche®) son comprimidos en 

un archivo binario con extensión .sff. Con el fin de descomprimir los datos y realizar la 

conversión del archivo binario a un formato .fastq, se utilizó 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 nucleótidos, así 

como sus correspondientes valores de calidad Phred. Así mismo, la mayoría de 

algoritmos y paquetes bioinformáticos destinados a la realización de procesos de 

ensamblaje reconocen este formato como fuente de datos primaria. 

 

Se utilizó el algoritmo MIRA v. 3.9 (Chevreux et al., 1994; 2004) para realizar el proceso 

de ensamblaje. Se realizó un test de memoria con la utilización 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 configuración: 

 job = genome,denovo,accurate 

 technology = 454 

 

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

cada vez más grandes hasta la conformación de los scaffolds. 

 

2.15 Preparación de ORF’s 

Se realizó la traducción y la posterior identificación de ORF's a partir del set de scaffolds, 

mediante el programa getorf de la suite bioinformática EMBOSS (Rice et al., 2000) con 

los siguientes parámetros para la selección de uso codónico bacteriano y restricción de 

tamaño mínimo del marco de lectura: 

 $ getorf -table 11 -minsize 60 scaffolds.fasta 

 

2.16 Anotación funcional 

A partir de la preparación de los ORF’s, fueron implementados tres sistema de anotación 

funcional: i) mediante grupos ortólogos, ii) mediante dominios conservados, iii) mediante 

anotación jerarquizada. 

 

La anotación mediante grupos ortólogos 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 anotación jerarquizada de funciones y rutas metabólicas.  

 

La anotación mediante dominios conservados se realizó mediante un alineamiento 

múltiple 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 anotación jerarquizada fue realizada con la utilización de la plataforma 

virtual automatizada de MG-RAST (Meyer et al., 2009). 
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2.17 Búsqueda e identificación de genes de resisten cia a 
arsénico 

Con el fin de realizar la búsqueda de genes de resistencia a arsénico al interior de los 

scaffolds construidos, se creó una base de datos local con estas secuencias, utilizando el 

paquete bioinformático 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 expulsión arsB (ID. 

BAE77792.1) y el gen regulador del operón arsR (ID. BAE77793.1) del genoma de E. coli 

W3110. Se realizó un alineamiento con el algoritmo blastn (Zhang et al., 2000) con el fin 

de buscar el operón ars al interior de las secuencias. 

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

 

También se tomaron las secuencias de cada una de las proteínas que componen el 

operón arsRDABC en Klebsiella pneumoniae (emb|CAG29009.1; emb|CAG29010.1; 

emb|CAG29011.1; emb|CAG29012.1; emb|CAG29013.1). A partir de ellas se realizó un 

alineamiento utilizando el algoritmo tblastn (Altschul et al., 1997) con el fin de buscar 

alineamientos en la traducción proteica de la base de datos, partiendo de una secuencia 

de proteína para la búsqueda. 

$ 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 pequeña de la arsenito 

oxidasa. 



 

 

3. Resultados y Discusión 

3.1 Creación de una librería metagenómica 

3.1.1 Concentraciones de arsénico de las muestras a mbientales 

La Tabla 1 presenta el resultado de las mediciones analíticas 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 µg / L 

 

Los resultados analíticos muestran mayores concentraciones de arsénico en la matriz de 

los suelos. La intensa actividad agrícola en estas fincas que cuentan con un historial de 

explotación de más de cincuenta años, ha requerido de una alta utilización de plaguicidas 

de diverso origen. Muchos de estos plaguicidas contienen arsénico como componente, lo 

que ha ocasionado que este metaloide se acumule preferencialmente en este tipo de 

matriz, como por ejemplo el metanoarsonato monosódico el cual es utilizado como 

controlador de arvenses en Colombia. Corsini et al. (2010), han señalado que en suelos 

con valores ácidos de pH, la afinidad de las especies solubles de arsénico tiende a 

aumentar, debido a la asociación principalmente de los iones arsenato a minerales de Fe, 

Mn y Al. 
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El proceso de lixiviación y drenaje natural de los suelos genera un flujo que se dirige al 

cauce del Río Bogotá. No obstante, teniendo en cuenta la corriente hídrica, es explicable 

la baja concentración de arsénico total en la muestra recuperada del agua y un mayor 

contenido que ha sido depositado en los sedimentos del lecho del Río, debido a su 

afinidad por los elementos coloidales y demás minerales como hierro que forman nuevos 

compuestos asociados con el arsénico. 

 

3.1.2 Extracción y preparación de ADN de alto peso molecular 

La muestra inicial para la creación de la librería metagenómica, se efectuó en el sector de 

la cuenca media del Río Bogotá, caracterizado por los altos niveles de contaminantes 

provenientes de las descargas de los residuos urbanos, así como la lixiviación de los 

pesticidas utilizados en la producción hortícola que allí se realiza. El lecho del río ha 

aportado históricamente sedimentos a los suelos ribereños mediante un constante aporte 

de materia orgánica. 

 

De esta manera, altos contenidos de materia orgánica 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 manipulación de los ácidos 

nucléicos, desde su extracción y purificación, hasta las reacciones centrales para el 

proceso de generación de una librería genómica (Di Bella et al., 2013). 

 

La Figura 11 muestra el resultado de la comparación de las extracciones utilizando dos 

kits comerciales. Las lecturas realizadas por espectrofotometría, resultaron en 

concentraciones finales de ADN que oscilaron entre 5 ng / µl – 15 ng / µl (Figura 8, líneas 

5 y 6) para el kit Meta-G-Nome™ DNA Isolation Kit (Epicentre®) y concentraciones entre 

80 ng/µl – 190 ng/µl (Figura 8, líneas 3 y 4) para el kit PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit 

(MO-BIO®). 
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Figura 11.  Comparación de métodos de extracción. Línea 1, control positivo con adición de 100 ng de ADN 

lambda (tamaño molecular de 48,5kb); Línea 2, control positivo con adición de 20 ng de ADN Control 

(Epicentre®) (tamaño molecular de 40kb); Líneas 3 y 4, productos de extracción de ADN con PowerMax™ 

Soil DNA Isolation Kit (MO-BIO®), cada pozo con 5 µl; Líneas 5 y 6, productos de extracción de ADN con 

Meta-G-Nome™ DNA Isolation Kit (Epicentre®), cada pozo con 5µl. Gel de agarosa (1%); 80V constantes; 90 

minutos. 

 

Para la extracción de ADN proveniente de las muestras de agua del Río Bogotá se utilizó 

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), razón 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 creación de 

la librería, el barrido observado en los pozos 3 y 4 de la Figura 11, es consistente con 

degradación de los ácidos nucléicos, así como impurezas presentes en el ADN, 

provenientes de la materia orgánica, ácidos húmicos y fúlvicos presentes en las muestras 

de suelos y sedimentos. Por esta razón, 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 creación de la librería metagenómica está condicionado por el 

tamaño del vector de clonación, así como el tamaño óptimo para los insertos, fue 

necesaria la separación de ADN de alto peso molecular. El fósmido de clonación 

pCC2FOS (Epicentre®) (Figura 12), requiere insertos  de alrededor 40 kb de tamaño 

para la realización de una clonación exitosa. 

 

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

 

El proceso de electroforesis resultó adecuado para la remoción de los agentes 

inhibidores así como para la selección del tamaño adecuado del ADN requerido (Figura 

13). Las muestras fueron posteriormente purificadas, proceso luego del cual se obtuvo 

una concentración aproximada de 80 ng/µl, cantidad apropiada para la construcción de la 

librería metagenómica. Estos fragmentos fueron posteriormente fosforilados, requisito 

necesario para su proceso de ligación al vector de clonación dado que la enzima ligasa 

reconocerá solo fragmentos con extremos terminados y fosforilados. 
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Figura 13.  Gel de electroforesis mostrando la región donde se realizó la selección y corte de ADN 

metagenómico de alto peso molecular (40 kb aprox.) para construcción de librería metagenómica. Gel de 

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

 

El método implementado para extracción de ADN está basado en la separación por 

membranas y columnas. De esta manera el Kit PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO-

BIO®)  demostró ser efectivo en para este propósito. Al respecto, el trabajo realizado por 

Sagar et al. (2014) compara varios métodos de extracción de ADN de muestras de 

suelos, concluyendo que la tecnología ofrecida por MO-BIO® resulta ser la más eficiente 

en la remoción de ácidos húmicos. Sin embargo, dado que la remoción no es total, la 

realización de la electroforesis y la posterior elución de las bandas, mejoró la separación 

de los agentes inhibidores. El método por electroforesis es ampliamente señalado como 

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

 

3.1.3 Proceso de creación de la librería metagenómi ca 

Luego de la realización de los procesos de ligación, empaquetamiento e infección en la 

célula hospedera E. coli EPI300-T1®, fue creada la librería metagenómica de suelos y 

sedimentos de un ambiente de la Sabana de Bogotá, específicamente de la cuenca 

media del Río Bogotá. 
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La organización de la librería metagenómica se realizó en 130 cajas de polietileno de 384 

pozos cada una para un número de hasta 49.920 clones.  Teniendo en cuenta un tamaño 

teórico esperado de 40 kb por inserto metagenómico de cada clon, la metagenoteca 

representa una cobertura teórica aproximada de 2.000 Mb de genoma microbiano de 

este ambiente. La caracterización de la cobertura es un valor estimado, toda vez que no 

se realizó una medición 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 Bogotá luego de 

proceso de infección. 

 

Finalmente, la metagenoteca construida tuvo un tamaño aproximado de 2.000 Mb. Si se 

tiene en cuenta un tamaño aproximado de 4 Mb por genoma bacteriano (E. coli), la 

librería metagenómica logró una cobertura potencial teórica de alrededor 500 genomas 

de bacterias. 

 

Estudios con enfoques metagenómicos similares han utilizado tamaños de librerías 

metagenómicas que varían entre 23.400 clones con fósmidos  (Kim et al., 2010), 200.000 
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clones con plásmidos (Wang et al., 2010) y 92.000 clones con plásmidos (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 caracterización con mayor resolución de esta librería podría sugerir un 

valor de cobertura más aproximado, pues aunque se realizó un proceso de selección de 

tamaños se ADN metagenómico, estos pueden encontrarse entre un rango de 35 – 45 

kb. Se asume el valor de 40 kb como valor medio, sin embargo una caracterización más 

exhaustiva con la selección y digestión aleatoria de algunos clones, deberá ser realizada 

con el fin de estimar un valor empírico y no teórico. 

 

Así mismo, la selección de fragmentos de ADN metagenómico de alto peso molecular, 

delimitó la librería metagenómica a fragmentos de ADN cromosómico, toda vez que los 

tamaños seleccionados exceden el tamaño de ADN extracromosómico como por ejemplo 

ADN plasmídico. Por ello, el diseño de una librería metagenómica construida a partir de 

fósmidos como vector de clonación, deberá ser complementada con una librería de 

plásmidos con el fin de abarcar ADN plasmídico, en donde muchos de los mecanismos 

reportados de resistencia a arsénico podrían ser identificados. 

 

3.2 Ensayo de tamizaje funcional 

3.2.1 Validación 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 adición 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 

inhibición de crecimiento sobre el genotipo E. coli EPI300-T1®, el cual es utilizado como 

organismo hospedero para la creación de la librería metagenómica y por lo tanto,  es 

posible afirmar que cualquier variación de crecimiento de los clones en el desarrollo del 

proceso de barrido funcional, corresponderá a las nuevas funciones fenotípicas que 

aporta el ADN metagenómico en relación 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 (NaH2AsO4). 

GENOTIPO 

de E. coli  

LB + Arsenato de 

sodio (20 mM) 

LB + Arsenato de 

sodio (50 mM) 

LB LB + Arsenito de 

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 

 

 

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

resistencia a arsénico; AW3110 con mutación en operón ars – baja o nula resistencia a arsénico; EPI300-

T1® célula hospedera de la librería metagenómica): A) Ensayo con medio LB suplementado con arsenato de 

D C 

BA 

W3110 W3110 

W3110 W3110 

MG1655 MG1655 

MG1655 MG1655 

EPI300 EPI300 

EPI300 EPI300 

AW3110 AW3110 

AW3110 AW3110 
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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 organización de la librería, 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 básicas del medio de cultivo, no presentan 

factores inhibitorios sobre el crecimiento de los clones de la librería metagenómica 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 adición de arsénico. Incubación durante 24 horas a 37 °C. 

 

3.2.2 Tamizaje funcional 

Finalmente, de 50.000 clones evaluados, se identificaron mediante este procedimiento 9 

clones con resistencia a la concentración 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 fenotípica a 

arsenato de sodio (Figura 14). 

 

 

Figura 14.  Ensayo de tamizaje funcional. Se señalan dos clones con resistencia a una concentración de 50 

mM de arsenato de sodio. 

 

De una librería metagenómica de alrededor 50.000 clones, 11 de ellos exhibieron 

actividad de resistencia a una concentración 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 allí influyen varios factores: i) la 

capacidad del vector en relación a su tamaño y sitios de expresión, ii) el tipo de 

organismo hospedero utilizado, debido a la especificidad de su metabolismo natural, iii) el 

diseño del barrido funcional, teniendo en cuenta temperatura, condiciones de aerobiosis, 

luminosidad, etc. 
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Es por ello que la mayoría de trabajos con enfoques de barridos funcionales logran bajas 

tasas de recuperación de clones positivos. Ejemplo de ello es el trabajo de Wang et al. 

(2013), en el que a partir de una librería de 48.000 clones, identificaron 19 con actividad 

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

 

3.2.3 Ensayo de validación molecular 

A partir de la identificación de once clones resistentes a arsénico, se realizó una 

búsqueda molecular de elementos reportados, principalmente del operón ars. La Figura 

15 muestra la amplificación exitosa del gen arsB, el cual codifica para la bomba 

transmembranal de expulsión 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 reducción 

de arsenato a arsenito por medio del operón bacteriano ars. 

 

 

 

Figura 15. Amplificación de fragmento del gen arsB en los clones resistentes a arsénico. La línea 1 es un 

control negativo de procedimiento con agua desionizada y buffer de carga. Las líneas 2 – 11 representan 

diez clones resistentes a arsénico. La línea 12 representa un marcador de peso molecular de 1Kb (Axygen®). 
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No se encontró amplificación para el gen arsC el cual es el responsable de la conversión 

de arsenato a arsenito mediante la acción enzimática de la arsenato reductasa. Estos 

resultados sugieren, bien sea, la existencia de polimorfismos en el gen que hacen el 

proceso de amplificación por PCR poco específico con los primers utilizados, o la posible 

existencia de una nueva ruta metabólica de resistencia a arsénico alternativa a la 

reducción de arsenato a arsenito. 

 

3.3 Secuenciación de clones resistentes a arsénico y 
ensamblaje de secuencias 

3.3.1 Preparación del ADN fosmídico 

Las Figuras 16 y 17 muestran los resultados de las extracciones de ADN fosmídico 

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/µl, lo cual hizo estas muestras 

inviables para el proceso de secuenciación. 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/µl. 
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Figura 16.  Extracción de fósmidos 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 µl de 

ADN fosmídico de cada uno de los 11 clones positivos. 

 

 

Figura 17 . Extracción de fósmidos mediante el método Midiprep (Sambrook y Russell, 2001). Los carriles 1 y 

10 (arriba) y el carril 1 (abajo), corresponden a muestras de ADN de fago lambda. Los restantes carriles 

corresponden a 5 µl de ADN fosmídico de cada uno de los 11 clones positivos. 

 

La Figura 18 muestra el resultado de la extracción y purificación de ADN fosmídico de los 

11 clones positivos realizado mediante la contratación del servicio de extracción y 

purificación por Macrogen Inc. La concentración obtenida resultó suficiente para el 

posterior proceso de secuenciación. 

 

 

Figura 18.  Extracción de ADN fosmídico de los 11 clones con ADN metagenómico 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 Obtención de secuencias 

Fueron recibidas 22 secuencias Sanger, correspondientes a las secuencias de los 

extremos de los fósmidos de cada clon. Los resultados no arrojaron secuencias 

confiables, pues sus valores de calidad resultaron muy bajos y su electroferograma es 

típico de una lectura errada (Anexo B). Más del 70 % de las bases tienen valores de 

calidad Phred por debajo de 10, lo cual quiere decir que más del 70 % de las lecturas 

tiene una probabilidad de error de lectura de por lo menos 1 en 10 bases (Ewing & 

Green, 1998). 

 

Se recibió también el resultado de la secuenciación masiva por pirosecuenciación, 

arrojando como resultado 157.583 secuencias, que representan 7'113.435 bases en total. 

El tamaño promedio por lectura fue de 451 bases (Figura 19). Una submuestra aleatoria 

de los valores de calidad del total de las bases, señala 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 distribución de tamaño de las lecturas de secuencias por el sistema 454 FLX+ 

(Roche®). La mayoría de las lecturas se ubican en un rango (eje x) de 450 – 550 bases por lectura. Imágen 

de Macrogen Inc. 

 

 

 

La estrategia de secuenciación utilizada en el proyecto consistió en complementar las 

posibilidades de secuenciación masiva del sistema 454 FLX+ (Roche®) para la obtención 

del contenido genómico total de los 11 clones positivos a la resistencia a arsenato de 

sodio, con la posibilidad de utilización del sistema de secuenciación por el método de 

Sanger con el fin de ubicar y organizar las lecturas de pirosecuenciación con su clon de 

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

 

No obstante, las secuencias Sanger registraron valores muy bajos de calidad, que 

sugieren que no existe un proceso específico de secuenciación con los primers 

utilizados. Sin embargo el proceso de secuenciación por el método masivo 454 FLX+ 

(Roche®), registró valores de alta calidad de las secuencias. 
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Los resultados positivos para la secuenciación por el sistema 454 FLX+ (Roche®) y 

negativos para el sistema Sanger sugieren un daño en el mecanismo de acople de los 

primers a los extremos de clonación del vector. Añadiendo a ello la imposibilidad de 

conseguir cantidades suficientes de ADN fosmídico, es probable que exista un daño en el 

mecanismo mediado por la arabinosa, el cual es el inductor de la replicación de múltiples 

copias del fósmido. Tanto el mecanismo de replicación múltiple como el sitio de unión de 

los primers son adyacentes, lo que sugiere una región del vector de clonación 

defectuosa. 

 

A pesar que no fue posible la obtención de las etiquetas de los extremos del vector, las 

pirosecuencias aportan gran cantidad de información genética sobre la totalidad de los 

clones resistentes a arsénico encontrado, razón por la que se procedió a la realización 

del ensamblaje de dichas secuencias y la búsqueda e identificación de genes de 

resistencia a arsénico 

 

3.4 Análisis de secuencias y anotación funcional 

3.4.1 Ensamblaje de las secuencias 

De las 157.583 lecturas recibidas, se lograron ensamblar en la primera iteración del 

algoritmo utilizado, un resultado de 8.835 contigs con un tamaño promedio de 1.014 

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

Subarchivo  Número de lecturas  Contigs  generados  Tamaño 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 iteración 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 tamaño promedio de 1.116 pares de bases (Tabla 6). 

 

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

Subarchivo  Número de lecturas  Contigs  generados  Tamaño 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 iteración del algoritmo, fueron 

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

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

para la realización de los análisis y procedimientos bioinformáticos (Tabla 7) (Figura 20). 

 

Tabla 7.  Resumen del proceso final de ensamblaje 

Subarchivo  Número de lecturas  Scaffolds  generados  Tamaño medio de 

scaffolds  

 3.216 951 1.075 
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Figura 20 . Histograma de tamaño de scaffolds construidos. 

 

Debido a que los parámetros para el algoritmo MIRA fueron ajustados para el ensamblaje 
de novo de secuencias 454 las cuales son propensas a errores y a generación de 
quimeras, ello resultó en una mayor selectividad al momento de la creación de los contigs 
y posteriormente de los scaffolds, razón por la cual no se lograron ensambles de mayor 
longitud. No obstante, el tamaño medio de los scaffolds generados fue adecuado para los 
análisis bioinformáticos posteriores. 

3.4.2 Preparación e identificación de marcos abiert os de lectura 
(ORF) 

Se logró la identificación 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 Anotación jerarquizada ( MG-RAST) 

Se utilizó la plataforma virtual MG-RAST (Meyer et al., 2009) con el fin de realizar un 

proceso automatizado de anotación funcional jerarquizada de las secuencias 

organizadas en scaffolds. 
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Las anotaciones realizadas están relacionadas con especies bacterianas que en su 

mayoría pertenecen al phylum Proteobacteria, destacándose el orden de las 

Enterobacteriales, especies que sobreviven generalmente en sitios contaminados con 

altos contenidos de materia orgánica y poca disponibilidad de oxígeno como es el caso 

de la cuenca media del Río Bogotá, sus sedimentos y suelos aledaños (Figura 21). 

 

 
Figura 21. Principales especies relacionadas con la anotación funcional. 

 

Las principales categorías funcionales analizadas teniendo en cuenta las bases de datos 

COG y KO, están relacionadas al metabolismo celular y procesamiento de información 

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 búsqueda con las bases de datos de IMG, KEGG, PATRIC, 

SEED, SwissProt, TrEMBL, eggNOG. Los elementos encontrados, están relacionados 

con el mecanismo del operón ars, el cual es responsable de la reducción 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 FUNCIÓN 

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 mayoría 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 Anotación mediante grupos ortólogos 

Se realizó una selección de grupos ortólogos de KEGG relacionados de manera directa o 

indirecta con el metabolismo del arsénico (Figura 23). Los resultados señalan que existe 

anotación de secuencias relacionadas con sistemas de transporte, de secreción y de 

metabolismo microbiano en diversos ambientes. Estos resultados son congruentes con 

los ensayos funcionales, pues al existir una presión de selección mediada por altas 

concentraciones de arsénico en el entorno exterior, los microorganismos que utilicen 

preferencialmente mecanismos de interacción con el medio ambiente, detoxificación, 

transporte y secreción de compuestos tóxicos, tendrán las posibilidades de asegurar su 

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

numéricos representan el número de anotaciones realizadas para cada categoría. 

 

Inicialmente, las anotaciones funcionales por categorías funcionales mostraron una 

marcada tendencia de la prevalencia de genes microbianos relacionados con el medio 

ambiente. La categoría “Microbial metabolism in diverse environments” implementada por 

KEGG, incluye una gran variedad de funciones microbiológicas entre las que se 

encuentran funciones principales de los ciclos biogeoquímicos, pero también la expresión 

de la mayoría de metabolitos secundarios relacionados con rutas metabólicas de 

degradación de los compuestos tóxicos mayormente reportados y estudiados. Otras 

funciones con un número significativo de anotaciones, fueron aquellas relacionadas con 

mecanismos de secreción y transporte. 

 

3.4.5 Anotación mediante dominios conservados 

Se realizó un complemento a la búsqueda de funciones, realizando un alineamiento 

múltiple 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 información más detallada que distingue dominios 
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específicos, multidominios y superfamilias de proteínas encontradas. Fueron 

seleccionados 49 registros que están 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 E-Value Query 
ArsB_NhaD_permease 
superfamily superfamily cl17221 0.00155183 Q#18555 - >Scafflod_c31 
ArsB_NhaD_permease 
superfamily superfamily cl17221 0.00155183 Q#18555 - >Scafflod_c31[Scafflod_c310_9 [304 - 456]] 
ArsB_NhaD_permease 
superfamily superfamily cl17221 4.09943e-76 Q#34997  - >Scafflod_c64 
ArsB_NhaD_permease 
superfamily superfamily cl17221 4.09943e-76 Q#34997  - >Scafflod_c64[Scafflod_c641_12 [2 - 727]] 
ArsB_NhaD_permease 
superfamily superfamily cl17221 2.31487e-59 Q#36291  - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c668_8 [1 - 471]] 
ArsB_NhaD_permease 
superfamily superfamily cl17221 1.20026e-147 Q#3830  - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c42_104 [1926 - 595] (REVERSE SENSE)] 

ArsB_permease specific cd01118 2.31487e-59 Q#36291 - >Scafflod_rep 

ArsB_permease specific cd01118 1.20026e-147 Q#3830 - >Scafflod_rep 

ArsC multi-dom pfam03960  2.34794e-42 Q#3841 - >Scafflod_rep 

ArsC_ArsC specific cd03034 5.15748e-61 Q#3841 - >Sc afflod_rep 

HTH_ARSR specific cd00090 3.61048e-06 Q#19446 - >Sc afflod_c32 

HTH_ARSR specific cd00090 5.03901e-08 Q#32175 - >Sc afflod_c59 

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

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 0.00620022  Q#15357 - >Scafflod_c24[Scafflod_c247_48 [305 - 3]  (REVERSE SENSE)] 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 3.61048e-0 6 Q#19446 - >Scafflod_c32 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 3.61048e-0 6 Q#19446 - >Scafflod_c32[Scafflod_c326_30 [595 - 8 0] (REVERSE SENSE)] 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 5.03901e-0 8 Q#32175 - >Scafflod_c59 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 5.03901e-0 8 Q#32175 - >Scafflod_c59[Scafflod_c599_72 [261 - 1 ] (REVERSE SENSE)] 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 1.49022e-0 7 Q#34059 - >Scafflod_c62 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 1.49022e-0 7 Q#34059 - >Scafflod_c62[Scafflod_c624_27 [989 - 1 270]] 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 0.0059968 Q#34774 - >Scafflod_c63[Scafflod_c635_36 [989 - 189 ] (REVERSE SENSE)] 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 6.87584e-1 9 Q#3802 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c42_76 [2354 - 1938] (REVERSE SENSE)] 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 0.00426708  Q#6860 - >Scafflod_c92[Scafflod_c92_38 [450 - 1] ( REVERSE SENSE)] 

HTH_ARSR superfamily superfamily cl17220 0.00367027  Q#9565 - >Scafflod_c13[Scafflod_c139_18 [466 - 744 ]] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 3.50344e-13 Q#12433  - >Scafflod_c19[Scafflod_c196_56 [1372 - 38] (REVE RSE SENSE)] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 9.21819e-11 Q#12433  - >Scafflod_c19[Scafflod_c196_56 [1372 - 38] (REVE RSE SENSE)] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 5.96046e-67 Q#19161  - >Scafflod_c32[Scafflod_c321_20 [575 - 1069]] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 1.0475e-69 Q#20913 - >Scafflod_c35[Scafflod_c356_18 [3 - 656]] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 1.23977e-165 Q#2996 2 - >Scafflod_c55[Scafflod_c551_32 [780 - 1] (REVER SE SENSE)] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 5.35054e-147 Q#3397 5 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c623_42 [3 - 1949]] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 9.9271e-35 Q#33975 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c623_42 [3 - 1949]] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 1.53611e-85 Q#36667  - >Scafflod_c67[Scafflod_c677_20 [293 - 895]] 
Molybdopterin-Binding 
superfamily superfamily cl09928 6.40461e-81 Q#9273 - >Scafflod_c13[Scafflod_c133_18 [2 - 946]] 

MopB_CT superfamily superfamily cl09929 2.45302e-85  Q#12433 - >Scafflod_c19[Scafflod_c196_56 [1372 - 3 8] (REVERSE SENSE)] 

MopB_CT superfamily superfamily cl09929 5.92881e-67  Q#21853 - >Scafflod_c37[Scafflod_c377_10 [2 - 337] ] 

MopB_CT superfamily superfamily cl09929 2.28152e-56  Q#33975 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c623_42 [3 - 1949]] 
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MopB_CT superfamily superfamily cl09929 8.67205e-59  Q#9273 - >Scafflod_c13[Scafflod_c133_18 [2 - 946]]  
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 5.11239e-19 Q#30300  - >Scafflod_c55[Scafflod_c558_41 [108 - 1] (REVERS E SENSE)] 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 0.000239179 Q#31266  - >Scafflod_c58[Scafflod_c582_30 [1358 - 1435]] 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 5.07641e-51 Q#3211 - >Scafflod_c34[Scafflod_c34_56 [2094 - 1711] (REVE RSE SENSE)] 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 7.2123e-31 Q#3553 -  >Scafflod_c39[Scafflod_c39_85 [581 - 3] (REVERSE S ENSE)] 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 1.12946e-49 Q#35646  - >Scafflod_c65[Scafflod_c651_39 [897 - 1] (REVERS E SENSE)] 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 8.56793e-39 Q#35646  - >Scafflod_c65[Scafflod_c651_39 [897 - 1] (REVERS E SENSE)] 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 4.73956e-24 Q#36296  - >Scafflod_rep 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 4.73956e-24 Q#36296  - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c668_13 [475 - 618]] 
Thioredoxin_like 
superfamily superfamily cl00388 5.15748e-61 Q#3841 - >Scafflod_rep[Scafflod_rep_c42_115 [588 - 157] (R EVERSE SENSE)] 

 

 

A nivel de dominio específico y superfamilia, existe la identificación del componente arsB, 

el cual codifica para la expulsión del ion arsenito mediante la membrana celular hacia el 

exterior, por lo que está catalogado como una permeasa. Este gen está acoplado al 

mecanismo de reducción del arsenato, por lo que generalmente está acompañado por el 

gen arsC. 

 

En efecto, la búsqueda de dominios encontró registros del dominio conservado para el 

gen arsC, el cual es responsable de codificar la arsenato reductasa, mecanismo que se 

encarga de hacer la reducción del ión arsenato a arsenito. Así mismo, las arsenato 

reductasas hacen parte de la superfamilia de las thioredoxinas. 

 

También, una parte estructural del complejo del operón ars fue identificada. Esta 

corresponde al gen arsR el cual funciona como regulador genético, que en presencia de 

compuestos de arsénico activa la expresión 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 están asociadas a los cofactores 

de molibdeno utilizados en enzimas oxidoreductasas como la arsenito oxidasa (Figura 3, 

mecanismo #4). 

 

Se logró identificar mediante anotaciones, cinco funciones estrechamente relacionados 

con el metabolismo del arsénico: tres de ellos como parte constitutiva del operón ars, otra 

anotación que sugiere la presencia de la familia thioredoxina, de la cual el operón ars 

hace parte y por último una anotación relacionada con el metabolismo de las 

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

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

 

3.5 Búsqueda e identificación de genes de resistenc ia a 
arsénico 

A partir de la búsqueda de genes de resistencia a arsénico reportados mediante el 

algoritmo blstn, se encontró la existencia de los genes arsR, arsB y arsC, los cuales son 

la base necesaria para el funcionamiento del operón ars fueron identificados al interior de 

las secuencias (Figura 24 y Anexo C1). 

 

También, a partir de la implementación del algoritmo tblastn, se identificaron los genes de 

resistencia a arsénico arsR, arsD, arsA, arsB y arsC del operón ars tipo de Klebsiella 

pneumoniae (Figura 24 y Anexo C2). 

 

En el caso de la subunidad del sitio rieske, no existió ningún alineamiento y para la 

subunidad pequeña de la arsenito oxidasa, se encontraron alineamientos con valores E 

desde 1,4 hasta 8, lo que sugiere que son alineamientos de carácter aleatorio y su 

hallazgo en la base de datos de dominios conservados se debe a la asociación aleatoria 

con los sitios de regulación metabólica de arsénico (Anexo C3). 

 



71 Búsqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogotá 

 
Figura 24.  Operón bacteriano de resistencia a arsénico ars. Tomado de Diesel et al. (2009). 

 

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

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

representado en los once clones que presentaron resistencia a arsénico. 

 

Consistentes con las anotaciones funcionales, los alineamientos específicos validaron la 

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

identificados inicialmente, sino que se encontraron además los genes complementarios 

arsA y arsD los cuales hacen más eficiente el proceso de reducción del ion arsenato a 

arsenito y su posterior expulsión 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 búsqueda e identificación de genes de 

resistencia a arsénico en el metagenoma microbiano de la Sabana de Bogotá y 

especialmente del Río Bogotá. 

 

Los retos que suponía la realización de una librería metagenómica de un sitio 

contaminado como la cuenca media del Río Bogotá, fueron desarrollados principalmente 

en la selección y estandarización de un método de extracción y purificación de ácidos 

nucléicos, así como en el proceso de la selección a partir de un barrido funcional. 

 

De esta manera, se logró comprobar la alta eficiencia del método de extracción a partir 

del kit comercial PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO-BIO®) que logró cantidades 

suficientes para los procesos de la creación de la librería metagenómica. Así mismo, las 

modificaciones realizadas sobre el protocolo establecido del kit comercial, lograron evitar 

la fragmentación de los ácidos nucléicos en virtud de garantizar fragmentos de alto peso 

molecular. 

 

La realización de la electroforesis como paso posterior a la extracción de los ácidos 

nucléicos logró la separación de agentes inhibidores como ácidos húmicos y fúlvicos, así 

como otros contaminantes provenientes de los ambientes particulares, toda vez que la 

gran mayoría de estos residuos fueron eliminados por medio de la selección de los 

tamaños específicos de alto peso molecular. 

 

La realización de la librería metagenómica logró la generación de más de 50.000 clones 

con fragmentos metagenómicos de un ambiente contaminado de la Sabana de Bogotá. 
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La cobertura teórica lograda fue de aproximadamente 2.000 Mb. No obstante, se requiere 

de una mayor caracterización molecular con el fin de determinar un valor empírico más 

ajustado al resultado final de la librería. 

 

La realización del tamizaje funcional con altos contenidos de arsenato de sodio, permitió 

discriminar aquellos clones que presentaron resistencia fenotípica al ión arsenato. La 

técnica resultó adecuada para el manejo de grandes cantidades de clones de la librería 

metagenómica. A partir de ello, fueron recuperados once clones con resistencia 

fenotípica a arsénico, nueve de ellos a un umbral de 20 mM de arsenato de sodio y dos 

restantes a una concentración de 50 mM. 

 

El proceso de secuenciación masiva logró generar más 157.583 secuencias. Luego de la 

realización de un proceso de ensamblaje se lograron 951 scaffolds con un tamaño 

promedio de 1.075 pares de bases. Las secuencias ensambladas resultaron adecuadas 

para los procesos de anotación funcional e identificación de genes de resistencia a 

arsénico. 

 

Las condiciones de selección que ofrece el ambiente de la cuenca media del Río Bogotá, 

como baja concentración de oxígeno, acumulación en sedimentos y suelos de 

contaminantes y alta e intensiva utilización de plaguicidas, propician el desarrollo y la 

supervivencia de microorganismos que han generado mecanismos de resistencia a tales 

condiciones, destacándose 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 Bogotá. Los genes encontrados corresponden 

al arsB, arsC y arsR, arsA y arsD todos ellos como parte constitutiva del operón ars. 

 

4.2 Recomendaciones 

La librería metagenómica generada es una fuente de datos genómicos que deberá ser 

aprovechada a futuro. Por ello, es necesario el desarrollo de trabajos investigativos que 

se centren en el análisis de datos masivos los cuales pueden provenir a partir de una 

secuenciación masiva de la totalidad de la librería establecida. La identificación de genes, 
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funciones y poblaciones microbianas en relación 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 reducción de este ion, estuvo en relación al tipo de barrido funcional 

realizado. Por otro lado, no se logró la identificación de genes que median relaciones de 

oxidación del ion arsenito a arsenato. La amplia diversidad genómica de esta función 

biológica hace que nuevos enfoques para la identificación específica de esta actividad, 

deban ser utilizados. El sustrato para el tamizaje funcional fue el ion arsenato, por lo cual, 

la actividad encontrada de reducción de este ion, estuvo en relación al tipo de barrido 

funcional realizado. 

 

Así mismo, es necesaria la identificación 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 adaptación de 

secuencias de marcaje (tags) que permitan el vínculo entre las secuencias generadas y 

los clones de los cuales provienen. 

 

Los genes de resistencia a arsénico identificados hasta el momento, permitirán la 

continuación de la investigación en miras al desarrollo de aplicaciones biotecnológicas 

enfocadas hacia procesos de biodetección y biorremediación de ambientes 

contaminados de arsénico. 

 

El desarrollo de biosensores para la detección de arsénico es una posibilidad de 

aplicación biotecnológica. En países en los que hay carencia de de monitoreo sobre 

contaminación potencial de arsénico como en el caso de Colombia (Alonso et al., 2013), 

el desarrollo de este tipo de tecnologías podría ser un aporte valioso para un diseño de 

monitoreo del metaloide a bajo costo de operación. 

 

La utilización del mecanismo de regulación del operón ars brinda las posibilidades, para 

que por medio de la adaptación con un gen reportero, se puedan realizar detecciones de 

manera rápida y a bajo costo a partir del diseño de un biosensor (French et al., 2011). 

Este tipo de estudios están siendo desarrollados actualmente en el grupo de 

investigación. 
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A. Anexo: Protocolo modificado para 
extracción de ácidos nucléicos de 
alto peso molecular con PowerMax™ 
Soil DNA Isolation Kit (MOBIO®) 

1. Precalentar un baño termoestatado a 70°C. 
2. Agregar 15 ml de PowerBead Solution al tubo rotulado como PowerBead Tube, el cual 
contiene las partículas o beads 
3. Agregar 10 g de muestra (suelo o sedimento) al PowerBead Tube. 
4. Agregar 1.2 ml de la Solución C1 al PowerBead Tube. 
5. Agitar con vortex durante 5 segundos. 
6. Calentar el tubo en el baño termoestatado a 70°C , durante 5 minutos. 
7. Retirar el tubo del baño y mezclar el tubo por inversión suave, durante 5 minutos. 
8. Repetir los pasos 6 y 7 tres veces. 
9. Centrifugar el tubo a 2500 x g y4°C durante 6 minutos. 
10. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 50ml. Descartar el pellet. 
11. Agregar 5ml de la Solución C2 y mezclar por inversión. 
12. Incubar a 4°C durante 1 hora. 
13. Centrifugar a 2500 x g y 4°C durante 6 minutos. 
14. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 50ml. Descartar el pellet. 
15. Agregar 4ml de la Solución C3 y mezclar por inversión. 
16. Incubar a 4°C durante 1 hora. 
17. Centrifugar a 2500 x g y 4°C durante 6 minutos. 
18. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 50ml. Descartar el pellet. 
19.  Agregar 30ml de la solución C4 y mezclar por inversión. 
20. Llenar el filtro del tubo Spin Filter con la solución. Centrifugar a 2500 x g durante 2 
minutos y descartar la solución. Hacer este mismo proceso hasta pasar todo el contenido 
a través del filtro. 
21. Agregar 10ml de la Solución C5 al filtro y centrifugar a 2500 x g durante 3 minutos. 
Descartar la solución. 
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 Solución C6 sobre el 
filtro. 
24. Descartar el filtro. 





 

B. Anexo: Electroferograma ejemplo 
de secuencias Sanger 

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

1. Blastn para operón ars (genes arsB, arsC, arsR) 
 
BLASTN 2.2.28+ 
 
Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb 
 
Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA sequences", J 
Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14. 
 
 
Database: scaffolds.fasta 
 
951 sequences; 1,022,791 total letters 
 
 
Query= lcl|AP009048.1_cdsid_BAE77791.1 [gene=arsC] [protein=arsenate 
 
reductase] [protein_id=BAE77791.1] 
 
[location=complement(3989753..3990178)] 
 
Length=426 
Score     E 
 
Sequences producing significant alignments:                          (Bits)  Value 
 
 
TodosTodos_rep_c42                                                   787    0.0   
 
> TodosTodos_rep_c42 
 
Length=2517 
 
Score =  787 bits (426),  Expect = 0.0 
 
Identities = 426/426 (100%), Gaps = 0/426 (0%) 
 
Strand=Plus/Minus 
 
 
Query  1    ATGAGCAACATTACCATTTATCACAACCCGGCCTGCGGCACGTCGCGTAATACGCTGGAG  60 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  579  ATGAGCAACATTACCATTTATCACAACCCGGCCTGCGGCACGTCGCGTAATACGCTGGAG  520 
 
 
Query  61   ATGATCCGCAACAGCGGCACAGAACCGACTATTATCCATTATCTGGAAACTCCGCCAACG  120 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  519  ATGATCCGCAACAGCGGCACAGAACCGACTATTATCCATTATCTGGAAACTCCGCCAACG  460 
 
 
Query  121  CGCGATGAACTGGTCAAACTCATTGCCGATATGGGGATTTCCGTACGCGCGCTGCTGCGT  180 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  459  CGCGATGAACTGGTCAAACTCATTGCCGATATGGGGATTTCCGTACGCGCGCTGCTGCGT  400 
 
 
Query  181  AAAAACGTCGAACCGTATGAGGAGCTGGGCCTTGCGGAAGATAAATTTACTGACGATCGG  240 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  399  AAAAACGTCGAACCGTATGAGGAGCTGGGCCTTGCGGAAGATAAATTTACTGACGATCGG  340 
 
 
Query  241  TTAATCGACTTTATGCTTCAGCACCCGATTCTGATTAATCGCCCGATTGTGGTGACGCCG  300 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  339  TTAATCGACTTTATGCTTCAGCACCCGATTCTGATTAATCGCCCGATTGTGGTGACGCCG  280 
 
 
Query  301  CTGGGAACTCGCCTGTGCCGCCCTTCAGAAGTGGTGCTGGAAATTCTGCCAGATGCGCAA  360 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  279  CTGGGAACTCGCCTGTGCCGCCCTTCAGAAGTGGTGCTGGAAATTCTGCCAGATGCGCAA  220 
 
 
Query  361  AAAGGCGCATTCTCCAAGGAAGATGGCGAGAAAGTGGTTGATGAAGCGGGTAAGCGCCTG  420 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  219  AAAGGCGCATTCTCCAAGGAAGATGGCGAGAAAGTGGTTGATGAAGCGGGTAAGCGCCTG  160 
 
 
Query  421  AAATAA  426 
 
|||||| 
 
Sbjct  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= lcl|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     ATGTTACTGGCAGGCGCTATCTTTGTCCTGACCATCGTATTGGTTATCTGGCAGCCGAAA  60 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1881  ATGTTACTGGCAGGCGCTATCTTTGTCCTGACCATCGTATTGGTTATCTGGCAGCCGAAA  1822 
 
 
Query  61    GGTTTAGGCATCGGCTGGAGTGCAACGCTCGGCGCAGTACTGGCGTTAGTTACGGGCGTG  120 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1821  GGTTTAGGCATCGGCTGGAGTGCAACGCTCGGCGCAGTACTGGCGTTAGTTACGGGCGTG  1762 
 
 
Query  121   GTCCATCCGGGTGATATTCCGGTGGTGTGGAATATCGTCTGGAACGCGACGGCTGCGTTT  180 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1761  GTCCATCCGGGTGATATTCCGGTGGTGTGGAATATCGTCTGGAACGCGACGGCTGCGTTT  1702 
 
 
Query  181   ATCGCCGTCATTATCATCAGCCTGCTGCTGGATGAGTCCGGCTTTTTTGAATGGGCGGCG  240 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  1701  ATCGCCGTCATTATCATCAGCCTGCTGCTGGATGAGTCCGGCTTTTTTGAATGGGCGGCG  1642 
 
 
 
Query  241   CTGCACGTCTCACGCTGGGGTAATGGTCGTGGTCGCTTGCTGTTTACCTGGATTGTCCTG  300 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1641  CTGCACGTCTCACGCTGGGGTAATGGTCGTGGTCGCTTGCTGTTTACCTGGATTGTCCTG  1582 
 
 
Query  301   CTCGGTGCTGCCGTTGCCGCCCTGTTTGCCAATGATGGCGCGGCGCTTATTTTGACACCG  360 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1581  CTCGGTGCTGCCGTTGCCGCCCTGTTTGCCAATGATGGCGCGGCGCTTATTTTGACACCG  1522 
 
 
Query  361   ATTGTCATCGCCATGCTGCTGGCTTTAGGGTTCAGTAAAGGCACTACGCTGGCGTTCGTG  420 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1521  ATTGTCATCGCCATGCTGCTGGCTTTAGGGTTCAGTAAAGGCACTACGCTGGCGTTCGTG  1462 
 
 
Query  421   ATGGCGGCCGGATTCATTGCCGATACCGCCAGCCTGCCGCTTATTGTCTCCAACCTGGTG  480 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1461  ATGGCGGCCGGATTCATTGCCGATACCGCCAGCCTGCCGCTTATTGTCTCCAACCTGGTG  1402 
 
 
Query  481   AATATCGTTTCCGCTGATTTCTTTGGCCTCGGCTTTCGCGAATACGCCTCGGTGATGGTG  540 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1401  AATATCGTTTCCGCTGATTTCTTTGGCCTCGGCTTTCGCGAATACGCCTCGGTGATGGTG  1342 
 
 
Query  541   CCGGTGGATATCGCCGCGATTGTTGCCACGCTGGTGATGTTACATCTCTATTTTCGCAAA  600 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1341  CCGGTGGATATCGCCGCGATTGTTGCCACGCTGGTGATGTTACATCTCTATTTTCGCAAA  1282 
 
 
Query  601   GATATTCCGCAGAACTACGATATGGCGCTGCTGAAATCTCCCGCAGAAGCGATCAAAGAT  660 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1281  GATATTCCGCAGAACTACGATATGGCGCTGCTGAAATCTCCCGCAGAAGCGATCAAAGAT  1222 
 
 
Query  661   CCTGCTACGTTCAAAACTGGCTGGGTTGTTTTACTGCTTCTGCTGGTGGGATTTTTCGTC  720 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1221  CCTGCTACGTTCAAAACTGGCTGGGTTGTTTTACTGCTTCTGCTGGTGGGATTTTTCGTC  1162 
 
 
Query  721   CTGGAACCGCTCGGCATTCCGGTGAGCGCCATTGCAGCTGTGGGCGCGCTGATATTATTT  780 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1161  CTGGAACCGCTCGGCATTCCGGTGAGCGCCATTGCAGCTGTGGGCGCGCTGATATTATTT  1102 
 
 
Query  781   GTCGTCGCTAAACGCGGTCATGCGATTAATACGGGTAAAGTCCTGCGCGGTGCCCCCTGG  840 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1101  GTCGTCGCTAAACGCGGTCATGCGATTAATACGGGTAAAGTCCTGCGCGGTGCCCCCTGG  1042 
 
 
Query  841   CAGATTGTCATCTTCTCGCTCGGCATGTATCTGGTGGTTTATGGCCTGCGCAATGCCGGA  900 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1041  CAGATTGTCATCTTCTCGCTCGGCATGTATCTGGTGGTTTATGGCCTGCGCAATGCCGGA  982 
 
 
Query  901   TTAACGGAATATCTTTCTGGCGTACTCAACGTGCTGGCGGATAACGGCCTGTGGGCCGCG  960 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  981   TTAACGGAATATCTTTCTGGCGTACTCAACGTGCTGGCGGATAACGGCCTGTGGGCCGCG  922 
 
 
Query  961   ACGCTCGGCACCGGATTCCTCACCGCCTTCCTCTCTTCTATTATGAACAATATGCCGACG  1020 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  921   ACGCTCGGCACCGGATTCCTCACCGCCTTCCTCTCTTCTATTATGAACAATATGCCGACG  862 
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Query  1021  GTACTGGTTGGCGCGTTGTCCATTGATGGCAGCACGGCATCTGGCGTTATCAAAGAAGCG  1080 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  861   GTACTGGTTGGCGCGTTGTCCATTGATGGCAGCACGGCATCTGGCGTTATCAAAGAAGCG  802 
 
 
Query  1081  ATGGTTTATGCCAATGTGATTGGCTGCGATTTGGGACCGAAAATTACCCCAATTGGTAGC  1140 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  801   ATGGTTTATGCCAATGTGATTGGCTGCGATTTGGGACCGAAAATTACCCCAATTGGTAGC  742 
 
 
Query  1141  CTGGCTACGCTACTCTGGCTGCACGTACTTTCGCAGAAGAATATGACTATCAGCTGGGGA  1200 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  741   CTGGCTACGCTACTCTGGCTGCACGTACTTTCGCAGAAGAATATGACTATCAGCTGGGGA  682 
 
 
Query  1201  TATTACTTCCGTACAGGGATTATCATGACCCTGCCTGTGCTGTTTGTGACGCTGGCTGCG  1260 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  681   TATTACTTCCGTACAGGGATTATCATGACCCTGCCTGTGCTGTTTGTGACGCTGGCTGCG  622 
 
 
Query  1261  CTGGCGCTACGTCTCTCTTTCACTTTGTAA  1290 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  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= lcl|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 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  2288  ATGTCATTTCTGTTACCCATCCAATTGTTCAAAATTCTTGCTGATGAAACCCGTCTGGGC  2229 
 
 
Query  61    ATCGTTTTACTGCTCAGCGAACTGGGAGAGTTATGCGTCTGCGATCTCTGCACTGCTCTC  120 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  2228  ATCGTTTTACTGCTCAGCGAACTGGGAGAGTTATGCGTCTGCGATCTCTGCACTGCTCTC  2169 
 
 
Query  121   GACCAGTCGCAGCCCAAGATCTCCCGCCACCTGGCATTGCTGCGTGAAAGCGGGCTATTG  180 
 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  2168  GACCAGTCGCAGCCCAAGATCTCCCGCCACCTGGCATTGCTGCGTGAAAGCGGGCTATTG  2109 
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Query  181   CTGGACCGCAAGCAAGGTAAGTGGGTTCATTACCGCTTATCACCGCATATTCCAGCATGG  240 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  2108  CTGGACCGCAAGCAAGGTAAGTGGGTTCATTACCGCTTATCACCGCATATTCCAGCATGG  2049 
 
 
Query  241   GCGGCGAAAATTATTGATGAGGCCTGGCGATGTGAACAGGAAAAGGTTCAGGCGATTGTC  300 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  2048  GCGGCGAAAATTATTGATGAGGCCTGGCGATGTGAACAGGAAAAGGTTCAGGCGATTGTC  1989 
 
 
Query  301   CGCAACCTGGCTCGACAAAACTGTTCCGGGGACAGTAAGAACATTTGCAGTTAA  354 
 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1988  CGCAACCTGGCTCGACAAAACTGTTCCGGGGACAGTAAGAACATTTGCAGTTAA  1935 
 
 
Lambda      K        H 
 
1.33    0.621     1.12  
 
 
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 operón arsRDABC de K. Pneumoniae  
 
TBLASTN 2.2.27+ 
 
 
Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A. 
 
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. 
 
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of 
 
protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. 
 
 
Database: contigs.fasta 
 
951 sequences; 1,022,791 total letters 
 
 
Query= gi|149850118|emb|CAG29009.1| ArsR [Klebsiella pneumoniae] 
 
 
Length=117 
 
Score     E 
 
Sequences producing significant alignments:                          (Bits)  Value 
 
 
TodosTodos_rep_c42                                                   182    5e-56 
 
TodosTodos_c185                                                     26.2    0.23  
 
TodosTodos_c475                                                     24.6    0.65  
 
TodosTodos_c477                                                     23.9    1.1   
 
TodosTodos_c910                                                     23.5    1.6   
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TodosTodos_c541                                                     21.6    6.1   
 
 
 
 
 
> TodosTodos_rep_c42 
 
Length=2517 
 
 
Score =  182 bits (463),  Expect = 5e-56, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 86/116 (74%), Positives = 99/116 (85%), Gaps = 0/116 (0%) 
 
Frame = -2 
 
 
Query  1     MPEIASLQLFKILSDETRLGIVLLLREMGELCVCDLCTALEQSQPKTSRHLAMLRESGLL  60 
 

   M  +  +QLFKIL+DETRLGIVLLL E+GELCVCDLCTAL+QSQPK SRHLA+LRESGLL 
 
Sbjct  2288  MSFLLPIQLFKILADETRLGIVLLLSELGELCVCDLCTALDQSQPKISRHLALLRESGLL  2109 
 
 
Query  61    LDRKQGKWVHYRLSPHIPSWAALVIEQAWLSQQDDVQAIARKLASANCSGSGKAVC  116 
 

   LDRKQGKWVHYRLSPHIP+WAA +I++AW  +Q+ VQAI R LA  NCSG  K +C 
 
Sbjct  2108  LDRKQGKWVHYRLSPHIPAWAAKIIDEAWRCEQEKVQAIVRNLARQNCSGDSKNIC  1941 
 
 
> TodosTodos_c185 
 
Length=2566 
 
 
Score = 26.2 bits (56),  Expect = 0.23, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 9/23 (39%), Positives = 15/23 (65%), Gaps = 0/23 (0%) 
 
Frame = -1 
 
Query  7     LQLFKILSDETRLGIVLLLREMG  29 
 

   LQL K+L  E  +G++ +  +MG 
 
Sbjct  1975  LQLIKVLQKEMSMGVIFITHDMG  1907 
 
 
> TodosTodos_c475 
 
Length=696 
 
 
Score = 24.6 bits (52),  Expect = 0.65, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/27 (37%), Positives = 16/27 (59%), Gaps = 0/27 (0%) 
 
Frame = +1 
 
 
Query  28   MGELCVCDLCTALEQSQPKTSRHLAML  54 
 

  + ++  CDL   +EQ  P+T+  LA L 
 
Sbjct  55   VAKISECDLTATIEQRGPQTADELATL  135 
 
 
> TodosTodos_c477 
 
Length=710 
 
 
Score = 23.9 bits (50),  Expect = 1.1, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 9/21 (43%), Positives = 13/21 (62%), Gaps = 0/21 (0%) 
 
Frame = +3 
 
Query  54   LRESGLLLDRKQGKWVHYRLS  74 
 

   R S LL+D +   WV YR++ 
 
Sbjct  120  FRGSRLLMDFRNSSWVRYRIA  182 
 
 
> TodosTodos_c910 
 
Length=1391 
 
Score = 23.5 bits (49),  Expect = 1.6, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 13/40 (33%), Positives = 23/40 (58%), Gaps = 8/40 (20%) 
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Frame = -2 
 
Query  37   CTALEQSQPKTSRHLAMLRESGLLLDRKQGK------WVH  70 
 

  C+A+  +QP+TS  + +L  + +  DR+Q K      WV+ 
 
Sbjct  142  CSAV--AQPETSSQIRLLSAASIGDDRRQSKNCFAS*WVN  29 
 
 
> TodosTodos_c541 
 
Length=596 
 
Score = 21.6 bits (44),  Expect = 6.1, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 11/47 (23%), Positives = 20/47 (43%), Gaps = 1/47 (2%) 
 
Frame = +3 
 
Query  45   PKTSRHLAMLRESGLLLDRKQGKWVHYRLSPHIPSWAALVIEQAWLS  91 
 

  P  +RH    R       +K G+ +H+++ P    W A  +   W + 
 
Sbjct  381  PALARHRKSPRPD-HFPHQKDGRRIHFQIRPAPRGWCAPGVGTVWRT  518 
 
 
Lambda      K        H        a         alpha 
 
0.322    0.133    0.407    0.792     4.96  
 
Gapped 
 
Lambda      K        H        a         alpha    sigma 
 
0.267   0.0410    0.140     1.90     42.6     43.6  
 
Effective search space used: 14843498 
 
 
Query= gi|149850119|emb|CAG29010.1| ArsD [Klebsiella pneumoniae] 
 
 
Length=120 
Score     E 
 
Sequences producing significant alignments:                          (Bits)  Value 
 
TodosTodos_rep_c713                                                 24.6    0.53  
 
TodosTodos_c665                                                     24.3    1.00  
 
TodosTodos_c746                                                     23.5    1.8   
 
TodosTodos_c251                                                     22.3    4.3   
 
TodosTodos_c58                                                      22.3    4.3   
 
TodosTodos_c403                                                     22.3    4.6   
 
TodosTodos_c224                                                     21.2    9.4   
 
 
> TodosTodos_rep_c713 
 
Length=581 
 
 
Score = 24.6 bits (52),  Expect = 0.53, Method: Compositional 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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 11/21 (52%), Positives = 14/21 (67%), Gaps = 0/21 (0%) 
 
Frame = -3 
 
Query  61    AKAFLEASGAEGLPLLLLDGE  81 
 

   A AF E S  + LPLL++DG  
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Sbjct  1215  AMAFAEGSANDWLPLLMVDGH  1153 
 
 
> TodosTodos_c746 
 
Length=951 
 
 
 
Score = 23.5 bits (49),  Expect = 1.8, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/20 (50%), Positives = 11/20 (55%), Gaps = 0/20 (0%) 
 
Frame = +3 
 
Query  83   VMAGRYPKRAELARWFGIPL  102 
 

  V+ G YP    L RWF  PL 
 
Sbjct  888  VLLGAYPMVLLLTRWFEKPL  947 
 
 
> TodosTodos_c251 
 
Length=1171 
 
 
Score = 22.3 bits (46),  Expect = 4.3, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/23 (43%), Positives = 12/23 (52%), Gaps = 0/23 (0%) 
 
Frame = +1 
 
 
Query  83   VMAGRYPKRAELARWFGIPLEKV  105 
 

   MAG+YP R +LA  F   L    
 
Sbjct  838  AMAGQYPHRTKLAISFTRALSST  906 
 
 
> TodosTodos_c58 
 
Length=2123 
 
 
Score = 22.3 bits (46),  Expect = 4.3, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/23 (43%), Positives = 13/23 (57%), Gaps = 0/23 (0%) 
 
Frame = -1 
 
Query  74    PLLLLDGETVMAGRYPKRAELAR  96 
 

   P    DG+T MAG  P+R   A+ 
 
Sbjct  2060  PAFSPDGDTGMAGSAPERRRTAK  1992 
 
 
> TodosTodos_c403 
 
Length=1586 
 
Score = 22.3 bits (46),  Expect = 4.6, Method: Composition-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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 14/37 (38%), Positives = 19/37 (51%), Gaps = 0/37 (0%) 
 
Frame = -3 
 
Query  60    KAKAFLEASGAEGLPLLLLDGETVMAGRYPKRAELAR  96 
 

   K+ A L  S A  L +L      +   R+P+RAE AR 
 
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    sigma 
 
0.267   0.0410    0.140     1.90     42.6     43.6  
 
 
Effective search space used: 15351325 
 
 
Query= gi|149850120|emb|CAG29011.1| ArsA [Klebsiella 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    0.42  
 
TodosTodos_c221                                                     27.7    0.65  
 
TodosTodos_c522                                                     26.9    1.0   
 
TodosTodos_c271                                                     26.6    1.1   
 
TodosTodos_c75                                                      26.6    1.5   
 
TodosTodos_rep_c5                                                   25.8    2.6   
 
TodosTodos_rep_c949                                                 25.8    2.8   
 
TodosTodos_rep_c8                                                   25.8    2.9   
 
TodosTodos_rep_c950                                                 25.8    2.9   
 
 
> TodosTodos_c693 
 
Length=1084 
 
Score = 32.0 bits (71),  Expect = 0.029, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 15/41 (37%), Positives = 23/41 (56%), Gaps = 0/41 (0%) 
 
Frame = +2 
 
 
Query  71   LSALEIDPQDAAQQYRARIVDPIKGLLPDDVVNSISEQLSG  111 
 

  ++A E+ PQ+A + YR R V P    + DDV+ +   Q  G 
 
Sbjct  650  MNAFELTPQEAEEWYRGRDVYPQAAPVADDVLVTFQHQPIG  772 
 
 
> TodosTodos_c460 
 
Length=977 
 
Score = 28.1 bits (61),  Expect = 0.42, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 13/36 (36%), Positives = 19/36 (53%), Gaps = 0/36 (0%) 
 
Frame = +3 
 
 
Query  329  LIMLMGKGGVGKTTMAAAIAVSLADKGFDVHLTTSD  364 
 

  +I+++G  GVGKTT    +A     +G  V L   D 
 
Sbjct  801  VILMVGVNGVGKTTTIGKLARQFEQQGKSVMLAAGD  908 
 
 
> TodosTodos_c244 
 
Length=853 
 
Score = 28.1 bits (61),  Expect = 0.42, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 21/61 (34%), Positives = 31/61 (51%), Gaps = 11/61 (18%) 
 
Frame = +3 
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Query  330  IMLMGKGGVGKTTMAAAIAVSLADKGFDVHL-TTSDPAAHLSTTLNGSLKNLQVSRINPH  388 
 

  +++ G  G+GKTT+A  +A  +      V+L TTS P    +  L   L NL+     PH 
 
Sbjct  27   LLIFGPPGLGKTTLANIVANEMG-----VNLRTTSGPVLEKAGDLAAMLTNLE-----PH  176 
 
 
Query  389  D  389 
 
D 
 
Sbjct  177  D  179 
 
 
> TodosTodos_c221 
 
Length=1247 
 
 
Score = 27.7 bits (60),  Expect = 0.65, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 20/69 (29%), Positives = 32/69 (46%), Gaps = 3/69 (4%) 
 
Frame = +2 
 
 
Query  328   GLIMLMGKGGVGKTTMAAAIAVSLADKGFDVHLTTSDPAAHLSTTLNGSLKNLQVSRINP  387 
 

   G + L+ +GG+ +    A  A     +G   +L     AAH +  L  +L+  +VSRI   
 
Sbjct  929   GALWLVDEGGLSQQLSQAVWAGFRRPRG---NLVAQSLAAHGNNPLAATLRGRRVSRIAV  1099 
 
 
Query  388   HDETERYRQ  396 
 
H   +R R  
 
Sbjct  1100  HPARQRERH  1126 
 
 
> TodosTodos_c522 
 
Length=749 
 
 
Score = 26.9 bits (58),  Expect = 1.0, Method: Compositional 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+ ++     EI 
 
Sbjct  488  DVEYQAAASEWRARVVDALKSRAP---VAAPSQSVATGAVNEI  369 
 
 
> TodosTodos_c271 
 
Length=645 
 
 
Score = 26.6 bits (57),  Expect = 1.1, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 11/41 (27%), Positives = 23/41 (56%), Gaps = 0/41 (0%) 
 
Frame = -2 
 
 
Query  430  QAFSRVIREAGKRFVVMDTAPTGHTLLLLDATGAYHREIAR  470 
 

  +  ++ +RE+ +   ++ T P  +  LLL++    H +IAR 
 
Sbjct  353  ELMAKTLRESAEPVTIVSTGPQTNVALLLNSHPELHSKIAR  231 
 
 
> TodosTodos_c75 
 
Length=757 
 
Score = 26.6 bits (57),  Expect = 1.5, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 16/54 (30%), Positives = 25/54 (46%), Gaps = 0/54 (0%) 
 
Frame = -3 
 
Query  515  ERAGIHPWGWIINNSLSIAQTQSPLLCQRALQERPQIEVVKNQHASRIALVPVM  568 
 

  +RA    + W   N    A   +  LCQR +  + +IE V    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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%), Gaps = 0/18 (0%) 
 
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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%), Gaps = 0/18 (0%) 
 
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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%), Gaps = 0/18 (0%) 
 
Frame = +3 
 
 
Query  151   RLLQLPGAWSSFIESNPD  168 
 

   RLL +P +WS   +SNPD 
 
Sbjct  3963  RLLAIPTSWSRVADSNPD  4016 
 
 
> TodosTodos_rep_c950 
 
Length=5824 
 
 
Score = 25.8 bits (55),  Expect = 2.9, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 10/18 (56%), Positives = 13/18 (72%), Gaps = 0/18 (0%) 
 
Frame = +3 
 
 
Query  151   RLLQLPGAWSSFIESNPD  168 
 

   RLL +P +WS   +SNPD 
 
Sbjct  3960  RLLAIPTSWSRVADSNPD  4013 
 
 
 
Lambda      K        H        a         alpha 
 
0.317    0.132    0.376    0.792     4.96  
 
 
Gapped 
 
Lambda      K        H        a         alpha    sigma 
 
0.267   0.0410    0.140     1.90     42.6     43.6  
 
 
Effective search space used: 133219550 
 
 
Query= gi|149850121|emb|CAG29012.1| ArsB [Klebsiella 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                                                     25.4    2.4   
 
TodosTodos_c700                                                     23.9    6.0   
 
 
> TodosTodos_rep_c42 
 
Length=2517 
 
 
Score =  698 bits (1801),  Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 403/429 (94%), Positives = 420/429 (98%), Gaps = 0/429 (0%) 
 
Frame = -1 
 
 
Query  1     MLLAGAIFVLTIVLVIWQPKGLGIGWSATLGAVLALISGVVHFGDIPVVWNIVWNATATF  60 
 

   MLLAGAIFVLTIVLVIWQPKGLGIGWSATLGAVLAL++GVVH GDIPVVWNIVWNATA F 
 
Sbjct  1881  MLLAGAIFVLTIVLVIWQPKGLGIGWSATLGAVLALVTGVVHPGDIPVVWNIVWNATAAF  1702 
 
 
Query  61    IAVIIISLLLDESGFFEWAALHVSRWGNGRGRLLFTYIvllgaavaalfandgaalILTP  120 
 

   IAVIIISLLLDESGFFEWAALHVSRWGNGRGRLLFT+IVLLGAAVAALFANDGAALILTP 
 
Sbjct  1701  IAVIIISLLLDESGFFEWAALHVSRWGNGRGRLLFTWIVLLGAAVAALFANDGAALILTP  1522 
 
 
Query  121   IVIAMLLALGFSKGTTLAFVMAAGFIADTASLPLIVSNLVNIVSADFFGLGFTEYASVMV  180 
 

   IVIAMLLALGFSKGTTLAFVMAAGFIADTASLPLIVSNLVNIVSADFFGLGF EYASVMV 
 
Sbjct  1521  IVIAMLLALGFSKGTTLAFVMAAGFIADTASLPLIVSNLVNIVSADFFGLGFREYASVMV  1342 
 
 
Query  181   PVDIAAIIATLVMLHLFFRKDIPPTYDlallkapakaikdlaTFRTGWivlilllvgffv  240 
 

   PVDIAAI+ATLVMLHL+FRKDIP  YD+ALLK+PA+AIKD ATF+TGW+VL+LLLVGFFV 
 
Sbjct  1341  PVDIAAIVATLVMLHLYFRKDIPQNYDMALLKSPAEAIKDPATFKTGWVVLLLLLVGFFV  1162 
 
 
Query  241   lEPLGIPVSAIAAVGAVILFAVAKRGHAINTGKVLRGAPWQIVIFSLGMYLVVYGLRNAG  300 
 

   LEPLGIPVSAIAAVGA+ILF VAKRGHAINTGKVLRGAPWQIVIFSLGMYLVVYGLRNAG 
 
Sbjct  1161  LEPLGIPVSAIAAVGALILFVVAKRGHAINTGKVLRGAPWQIVIFSLGMYLVVYGLRNAG  982 
 
 
Query  301   LTEYLSGVLNVLADKGLWAATFGTGFLTAFLSSIMNNMPTVLVGALSIDGSTATGVIKEA  360 
 

   LTEYLSGVLNVLAD GLWAAT GTGFLTAFLSSIMNNMPTVLVGALSIDGSTA+GVIKEA 
 
Sbjct  981   LTEYLSGVLNVLADNGLWAATLGTGFLTAFLSSIMNNMPTVLVGALSIDGSTASGVIKEA  802 
 
 
Query  361   MIFANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLSQKNMTITWGYYFRTGIVMTLPVLFVTLAA  420 
 

   M++ANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLSQKNMTI+WGYYFRTGI+MTLPVLFVTLAA 
 
Sbjct  801   MVYANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLSQKNMTISWGYYFRTGIIMTLPVLFVTLAA  622 
 
 
Query  421   LALRLSFTL  429 
 

   LALRLSFTL 
 
Sbjct  621   LALRLSFTL  595 
 
 
> TodosTodos_rep_c668 
 
Length=619 
 
Score =  295 bits (756),  Expect = 2e-99, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 146/157 (93%), Positives = 154/157 (98%), Gaps = 0/157 (0%) 
 
Frame = +1 
 
Query  273  KVLRGAPWQIVIFSLGMYLVVYGLRNAGLTEYLSGVLNVLADKGLWAATFGTGFLTAFLS  332 
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  KVLRGAPWQIVIFSLGMY+VVYGLRNAG TEYLSGVLN+LADKGLWAATFGTGFLTAFLS 

 
Sbjct  1    KVLRGAPWQIVIFSLGMYIVVYGLRNAGFTEYLSGVLNLLADKGLWAATFGTGFLTAFLS  180 
 
 
Query  333  SIMNNMPTVLVGALSIDGSTATGVIKEAMIFANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLSQ  392 
 

  S+MNNMPTVL+GALSIDGSTATGV+KEAMI+ANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVL+Q 
 
Sbjct  181  SVMNNMPTVLIGALSIDGSTATGVVKEAMIYANVIGCDLGPKITPIGSLATLLWLHVLAQ  360 
 
 
Query  393  KNMTITWGYYFRTGIVMTLPVLFVTLAALALRLSFTL  429 
 

  KNMTITWGYYFRTGIVMT+PVLFVTLAALA RLS TL 
 
Sbjct  361  KNMTITWGYYFRTGIVMTVPVLFVTLAALAWRLSVTL  471 
 
 
> TodosTodos_c938 
 
Length=1274 
 
 
Score = 25.4 bits (54),  Expect = 2.4, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 18/54 (33%), Positives = 25/54 (46%), Gaps = 16/54 (30%) 
 
Frame = +3 
 
Query  30    LGAVLALISGVVHFGDIPVVWNIVWNATATFIAVIIISLLLDESGFFEWAALHV  83 
 

   LG  LAL SG+ H GD+                V+++S  L  SG    A++HV 
 
Sbjct  1071  LGKELALQSGLAHKGDV----------------VVMVSGALVPSGTTNTASVHV  1184 
 
 
> TodosTodos_c700 
 
Length=565 
 
Score = 23.9 bits (50),  Expect = 6.0, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 13/21 (62%), Positives = 15/21 (71%), Gaps = 0/21 (0%) 
 
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    sigma 
 
0.267   0.0410    0.140     1.90     42.6     43.6  
 
 
Effective search space used: 94231456 
 
 
Query= gi|149850122|emb|CAG29013.1| ArsC [Klebsiella pneumoniae] 
 
Length=141 
 
Score     E 
 
Sequences producing significant alignments:                          (Bits)  Value 
 
 
TodosTodos_rep_c42                                                   270    3e-87 
 
TodosTodos_rep_c668                                                 78.6    8e-20 
 
TodosTodos_c214                                                     23.1    2.9   
 
TodosTodos_c709                                                     21.6    9.2   
 
 
> TodosTodos_rep_c42 
 
Length=2517 
 
Score =  270 bits (689),  Expect = 3e-87, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 129/141 (91%), Positives = 138/141 (98%), Gaps = 0/141 (0%) 
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Frame = -1 
 
Query  1    MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGIEPTVILYLETPPSRDELLKLIADMGISVRALLR  60 
 

  MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSG EPT+I YLETPP+RDEL+KLIADMGISVRALLR 
 
Sbjct  579  MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGTEPTIIHYLETPPTRDELVKLIADMGISVRALLR  400 
 
Query  61   KNVEPYEELGLAEDKFTDDQLIDFMLQHPILINRPIVVTPLGTKLCRPSEVVLDILPDAQ  120 
 

  KNVEPYEELGLAEDKFTDD+LIDFMLQHPILINRPIVVTPLGT+LCRPSEVVL+ILPDAQ 
 
Sbjct  399  KNVEPYEELGLAEDKFTDDRLIDFMLQHPILINRPIVVTPLGTRLCRPSEVVLEILPDAQ  220 
 
 
Query  121  KAAFTKEDGEKVVDDSGKRLK  141 
 

  K AF+KEDGEKVVD++GKRLK 
 
Sbjct  219  KGAFSKEDGEKVVDEAGKRLK  157 
 
 
> TodosTodos_rep_c668 
 
Length=619 
 
Score = 78.6 bits (192),  Expect = 8e-20, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 35/44 (80%), Positives = 40/44 (91%), Gaps = 0/44 (0%) 
 
Frame = +1 
 
Query  1    MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGIEPTVILYLETPPSRDEL  44 
 

  MSNITIYHNPACGTSRNTLEM+ N+G EPT+I YL+ PP+RDEL 
 
Sbjct  487  MSNITIYHNPACGTSRNTLEMLHNNGNEPTIINYLDMPPTRDEL  618 
 
 
> TodosTodos_c214 
 
Length=1660 
 
Score = 23.1 bits (48),  Expect = 2.9, Method: Compositional 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 
 
Sbjct  672  QNPVRKGRPLFSSPRLRILCRPS  604 
 
 
> TodosTodos_c709 
 
Length=926 
 
Score = 21.6 bits (44),  Expect = 9.2, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 12/28 (43%), Positives = 16/28 (57%), Gaps = 0/28 (0%) 
 
Frame = -3 
 
Query  113  LDILPDAQKAAFTKEDGEKVVDDSGKRL  140 
 

  LDI  + 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    sigma 
 
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, Alejandro A. 
 
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. 
 
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of 
 
protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. 
 
 
Database: contigs.fasta 
 
951 sequences; 1,022,791 total letters 
 
 
Query= cd03476: Rieske_ArOX_small 
 
 
Length=126 
 
***** No hits found ***** 
 
 
Lambda      K        H        a         alpha 
 
0.318    0.135    0.418    0.792     4.96  
 
 
Gapped 
 
Lambda      K        H        a         alpha    sigma 
 
0.267   0.0410    0.140     1.90     42.6     43.6  
 
 
Effective search space used: 17026015 
 
Query= TIGR02694: arsenite_ox_S arsenite oxidase, small subunit 
 
 
Length=129 
 
Score     E 
 
Sequences producing significant alignments:                          (Bits)  Value 
 
 
TodosTodos_c584                                                     23.9    1.4   
 
TodosTodos_c63                                                      23.5    1.9   
 
TodosTodos_c112                                                     23.5    2.0   
 
TodosTodos_c195                                                     23.5    2.1   
 
TodosTodos_rep_c698                                                 23.1    2.6   
 
TodosTodos_c339                                                     22.7    3.3   
 
TodosTodos_c324                                                     22.3    4.4   
 
TodosTodos_c194                                                     21.6    8.0   
 
 
> TodosTodos_c584 
 
Length=1023 
 
Score = 23.9 bits (50),  Expect = 1.4, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 7/18 (39%), Positives = 12/18 (67%), Gaps = 0/18 (0%) 
 
Frame = -2 
 
Query  92   VWGQATQNLPQIVLRVAD  109 
 

  +W + T  +PQ++LRV   
 
Sbjct  809  IWHRRTLTMPQLLLRVKQ  756 
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> TodosTodos_c63 
 
Length=1572 
 
Score = 23.5 bits (49),  Expect = 1.9, Method: Composition-based stats. 
 
Identities = 7/13 (54%), Positives = 10/13 (77%), Gaps = 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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 7/14 (50%), Positives = 10/14 (71%), Gaps = 0/14 (0%) 
 
Frame = -1 
 
Query  63  CPVSYSADNKTFNC  76 
 

 CP  + +DN+TF C 
 
Sbjct  96  CPYRFVSDNRTFEC  55 
 
 
> TodosTodos_c195 
 
Length=1688 
 
Score = 23.5 bits (49),  Expect = 2.1, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 7/15 (47%), Positives = 13/15 (87%), Gaps = 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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 17/61 (28%), Positives = 27/61 (44%), Gaps = 4/61 (7%) 
 
Frame = +1 
 
Query  41   VEGGVGPDGDIVAFSTLCTHMGCPVSYSADNKTFNCPCHFSVFDPEKGGQQVWGQATQNL  100 
 

  ++GG  P+ DIVA   L       V   A +   N P    + DP+    +++   T N+ 
 
Sbjct  370  IDGGSAPENDIVAIRELRPTRLLIV--DATDMGLN-PGEIRIIDPDDIA-EMFMMTTHNM  537 
 
 
Query  101  P  101 
 
P 
 
Sbjct  538  P  540 
 
 
> TodosTodos_c339 
 
Length=1226 
 
Score = 22.7 bits (47),  Expect = 3.3, Method: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 9/38 (24%), Positives = 18/38 (47%), Gaps = 0/38 (0%) 
 
Frame = -2 
 
 
Query  47   PDGDIVAFSTLCTHMGCPVSYSADNKTFNCPCHFSVFD  84 
 

    G I   S +C H    + Y+A+ + F C  ++  ++ 
 
Sbjct  811  KQGVITCLSRVCLHEIHQIDYTAEAELFACNLYWPFYE  698 
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> TodosTodos_c324 
 
Length=1708 
 
 
Score = 22.3 bits (46),  Expect = 4.4, Method: Composition-based stats. 
 
Identities = 6/14 (43%), Positives = 11/14 (79%), Gaps = 0/14 (0%) 
 
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: Compositional matrix adjust. 
 
Identities = 18/70 (26%), Positives = 26/70 (37%), Gaps = 16/70 (23%) 
 
Frame = +2 
 
 
Query  52    VAFSTLCTHMGC--PVSYSADNKTFNCPCHFSVFD------PEKGGQQVWGQATQNLPQI  103 
 

   V   T C++  C   + +  D  T   PCHF  F        E+ G   W    Q      
 
Sbjct  1019  VTAGTACSYNDCLDRLEHHPDGLTTGFPCHFQCFHGKPAVRRERHGPAHWFSCEQ-----  1183 
 
 
Query  104   VLRVADNGDI  113 
 

   V +NG++ 
 
Sbjct  1184  ---VENNGEV  1204 
 
 
Lambda      K        H        a         alpha 
 
0.317    0.140    0.435    0.792     4.96  
 
 
Gapped 
 
Lambda      K        H        a         alpha    sigma 
 
0.267   0.0410    0.140     1.90     42.6     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 



 

D. Anexo: Publicaciones y 
participaciones en eventos 

1. Realización de un artículo de revisión 
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2. Realización de un artículo sobre el desarrollo d e 

este trabajo de investigación 
A partir del presente trabajo de investigación se está realizando la elaboración de un 

artículo científico titulado: “Presence of arsenic resistance genes in a colombian  

metagenome” 

  

3. Presentación oral en congreso internacional  

Exposición 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 (España), los días 2, 

3 y 4 de Octubre de 2013. 

Arsenic resistance genes from a Colombian microbial metagenome 

S. Latorre1 and P. F. B. Brandão2 

1GERMINA Group, Institute of Biotechnology, Faculty of Sciences, Universidad Nacional de Colombia, 
Bogotá, Colombia 

2GERMINA Group (Grupo de Estudios para la Remediación y Mitigación de Impactos Negativos al 
Ambiente), Department of Chemistry, Faculty of Sciences, Avenida Carrera 30 N° 45-03, Universidad 
Nacional de Colombia, Bogotá, Colombia 

Arsenic is a metalloid associated with severe adverse effects on the environment and human 
health. Its presence in different countries such as Bangladesh and India has stimulated a global 
prevention interest from international organizations like the World Health Organization [1]. 
Recent studies alert about the presence of arsenic in Latin America, although the knowledge 
about its occurrence in Colombia is very scarce [2]. However, geological and environmental 
studies published at national level in this country reveal that arsenic distribution can be 
potentially large, particularly in mining areas and in regions surrounding contaminated river 
basins, which in some cases report arsenic concentrations exceeding limits established by law 
[3]. 

 

This work aimed to search genes involved in arsenic resistance in the metagenome of the Bogotá 
River, Colombia, in order to provide knowledge on the existence of possible different metabolic 
interactions with this metalloid in this environment. DNA from soil, sediment and water samples 
of the middle basin of the Bogotá River were purified in order to make a fosmid based library of 
more than 50,000 clones. DNA fragments of about 40 Kb were cloned in pCC2FOS vector in 
order to obtain coverage of 2,000 Mb of the metagenome samples. Functional screenings were 
performed to evaluate the phenotypic response of the clones to sodium arsenate concentrations 
of 20 and 50 mM. Nine clones showed a positive response by growing in 20 mM arsenate and 
two clones could grow up to 50 mM concentration. Fosmid DNA of the clones was purified and 
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a mixed Sanger and Pyrosequencing strategy was performed in order to obtain the sequences of 
the metagenomic fragments. Further, Open Reading Frames were searched to identify candidate 
genes for the arsenic resistance activity and those regions were compared with genomic public 
databases. Potentially new mechanisms and genetic elements of metabolic interaction with 
arsenic have been found in the microbial metagenome of the Bogotá River. The newly described 
genes could be useful for future biotechnological applications such as arsenic bioremediation 
strategies or the development of biosensor devices to detect this contaminant in the environment. 
 

Keywords: Arsenic; resistance genes; metagenomics; Colombia. 
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4. Presentación de poster en congreso internacional  
Presentación de poster titulado “Búsqueda de genes de resistencia a arsénico en el 

metagenoma microbiano del Río Bogotá” en “V Congreso Internacional de Microbiología 

Industrial”, desarrollado en Bogotá los días 8, 9 y 10 de Mayo de 2013. A continuación se 

presenta el resumen consignado en el libro de memorias. 
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5. Aceptación de presentación oral en congreso 

nacional  

Aceptación a la realización de presentación oral de la ponencia titulada “Detección 
por metagenómica de genes de resistencia a arsénico en el Río Bogotá” en el “Primer 
Congreso Colombiano de Bioquímica y Biología Molecular – C2B2”, que se llevará a 
cabo en Bogotá. 
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DETECCIÓN POR METAGENÓMICA DE GENES DE RESISTENCIA A ARSÉNICO EN 
EL RÍO BOGOTÁ 

 
Sergio M. Latorre Ochoa1. Pedro F. B. Brandão2. 

 
1 Grupo de investigación GERMINA, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia. 
smlatorreo@gmail.com 
2 Grupo de investigación GERMINA, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia. 
pfdeb@unal.edu.co 
 
El arsénico es un metaloide asociado a impactos negativos al ambiente y a la salud humana. Es 
considerado por instituciones como la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 
(IARC), como carcinogénico para los seres humanos. 
 
En países como Bangladesh e India, los niveles de contaminación por este metaloide han hecho de 
este problema una de las principales preocupaciones de salud pública. En América Latina, se 
tienen registros de niveles tóxicos en la región del cono sur. Sin embargo, en Colombia, es aún 
muy reciente la publicación de trabajos de revisión que alertan sobre la potencialidad de riesgo que 
existe sobre el país, en el que no existen medidas preventivas ni regulatorias para enfrentar los 
riesgos potenciales de contaminación. 
 
En el presente trabajo se realizó una búsqueda de genes de resistencia a arsénico en el metagenoma 
microbiano de la Sabana de Bogotá, con especial énfasis en la cuenca media del Río Bogotá, por 
ser esta zona un significativo depósito de contaminantes provenientes de la actividad industrial, 
agrícola y doméstica. 
 
Partiendo de muestras ambientales de suelos, sedimentos y aguas, se realizaron extracciones de 
ADN metagenómico. Con la utilización del vector de clonación pCC2FOS y de la célula hospedera 
E. coli EPI-300, se realizó la generación de una librería de aproximadamente 50.000 clones con 
una cobertura aproximada de 2000 Mb. 
 
Con el fin de identificar expresión fenotípica de resistencia a arsénico, se implementó un barrido 
funcional con concentraciones de 20 mM y 50 mM de arsénico, que arrojaron como resultado once 
clones con resistencia al metaloide. 
 
Una estrategia de pirosecuenciación permitió identificar las secuencias de los clones resistentes. 
Con la ayuda de algoritmos y paquetes bioinformáticos se logró la identificación de los genes arsA, 
arsB, arsC, arsD y arsR del operón encargado de la reducción del arsenato. 
 
Con la identificación de estos elementos genéticos, actualmente se realizan experimentos 
conducentes a la implementación biotecnológica mediante la creación de biosensores que puedan 
ser implementados a futuro en diferentes ecosistemas con el fin de generar mecanismos de 
detección de arsénico sencillos y de bajo costo. 
 
Palabras clave: Arsénico, metagenómica, Río Bogotá, bioprospección. 
 
Área temática: Ambiental.
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