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Resumen

En las dltimas décadas, los contaminantes emergentes, incluyendo productos
farmacéuticos y de cuidado personal, han aumentado alarmantemente en fuentes de agua,
representando una creciente amenaza para el ecosistema y la salud humana debido a su
alta toxicidad aguda y crénica (Montenegro, 2023). La deteccion y acumulacion de
medicamentos como el diclofenaco en el medio ambiente y cuerpos de agua ha generado
preocupacion, ya que este farmaco persiste en las aguas residuales y desafia los métodos
convencionales de tratamiento debido a su alta toxicidad y baja tasa de degradacion
(Parra, 2023). La biorremediacion emerge como una solucién efectiva, utilizando

comunidades microbianas nativas para degradar estos compuestos (Can, 2021).

La metagendmica, que permite explorar el ADN directamente de muestras ambientales,
es una herramienta versatil para caracterizar consorcios microbianos, facilitando la
comprension de la diversidad microbiana y sus capacidades funcionales para degradar
contaminantes quimicos (Hernandez-Leon et al., 2010). Este analisis se realiza mediante
la extraccion y secuenciacion de ADN de muestras, seguido por el andlisis bioinformatico
utilizando herramientas como Galaxy, que permiten procesar y analizar los datos
genémicos de manera accesible y rapida (Ramirez & Rosalvina, 2023; Correa et al.,
2022).

En el caso del diclofenaco, se han identificado microorganismos como Pseudomonas
aeruginosa y Alcaligenes aquatilis, que pueden utilizar altas concentraciones de este
farmaco como fuente de carbono, logrando degradaciones significativas (Mohamed,
2023). Este estudio se enfoca en la importancia de la metagendmica para la
caracterizacion de consorcios microbianos en la degradacion del diclofenaco,
proponiendo un protocolo especifico para su eliminacién utilizando consorcios

microbianos tanto de un solo dominio como multidominio.

La solucion del caso, incluye, la recopilacién bibliografica de temas de interés como
definicion de consorcios, tipos de consorcios, metagendmica; asi como el planteamiento
de metodologias para la recoleccion de muestras ambientales como fuente de indculo
microbiano, la extraccion y secuenciacion de ADN, andlisis de calidad del ADN extraido,
seguido de técnicas de secuenciacion y analisis bioinformatico. Adicionalmente, la
propuesta experimental detalla los ensayos de degradacion, especificando las condiciones

de cultivo y los consorcios microbianos a utilizar.



Esta investigacion contribuye a la busqueda de soluciones efectivas para la degradacién
de contaminantes emergentes enfocados en el diclofenaco, destacando el potencial de la

biorremediacion y el analisis metagendmico en la proteccion del medio ambiente y la

salud publica.

Palabras clave: diclofenaco, contaminacién, metagendmica, biorremediacion.



Abstract

In recent decades, emerging contaminants, including pharmaceuticals and personal care
products, have increased alarmingly, representing a growing threat to the ecosystem and
human health due to their high acute and chronic toxicity (Montenegro, 2023). The
detection and accumulation of drugs such as diclofenac in the environment and water
bodies has raised concern, as this drug persists in wastewater and challenges conventional
treatment methods due to its high toxicity and low degradation rate (Parra, 2023).
Bioremediation emerges as an effective solution, using native microbial communities to
degrade these compounds (Can, 2021). Metagenomics, which allows DNA to be explored
directly from environmental samples, is a versatile tool to characterize microbial
consortia, facilitating the understanding of microbial diversity and their functional
abilities to degrade chemical contaminants (Hernandez-Leon et al., 2010). This analysis
is carried out by extracting and sequencing DNA from samples, followed by
bioinformatic analysis using tools such as Galaxy and KBase, which allow genomic data
to be processed and analyzed in an accessible way (Ramirez & Rosalvina, 2023; Correa
et al., 2022). In the case of diclofenac, microorganisms such as Pseudomonas aeruginosa
and Alcaligenes aquatilis have been identified, which can use high concentrations of this
drug as a carbon source, achieving significant degradation (Mohamed, 2023). This study
focuses on the importance of metagenomics for the characterization of microbial
consortia in the degradation of diclofenac, proposing a specific protocol for its
elimination using both single-domain and multi-domain microbial consortia. The
methodology includes the collection of environmental samples, DNA extraction and
sequencing, and quality analysis of the extracted DNA, followed by sequencing
techniques and bioinformatic analysis. The experimental proposal details the degradation
tests, specifying the culture conditions and the microbial consortia to be used. This
research contributes to the search for effective solutions for the degradation of emerging
contaminants, highlighting the potential of bioremediation and metagenomic analysis in

protecting the environment and public health.

Keywords: diclofenac, contamination, metagenomics, bioremediation.
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1 Introduccion

En las ultimas décadas, los contaminantes emergentes han aumentado de forma
alarmante, e incluyen una amplia gama de compuestos como los productos farmacéuticos
y de cuidado personal, que representan una amenaza creciente para el ecosistema y la
salud humana debido a su alta toxicidad aguda y cronica (Montenegro, 2023). La
disponibilidad generalizada y el consumo creciente de medicamentos, tanto de venta libre
como recetados, ha despertado una mayor preocupacion en los Gltimos tiempos debido a

su deteccion y acumulacién en el medio ambiente y cuerpos de agua (Montenegro, 2023).

La presencia creciente de contaminantes como el diclofenaco, plantea desafios
significativos para la preservacion del medio ambiente y la salud humana. El diclofenaco,
un compuesto farmacéutico persistente, se ha vuelto omnipresente en las aguas residuales,
desafiando los métodos convencionales de tratamiento debido a su elevada toxicidad y

baja tasa de degradacion (Parra, 2023).

Este farmaco, junto con otros como el ibuprofeno y la carbamazepina, han sido detectados
en aguas superficiales, subterrdneas y potables en todo el mundo, proceden
principalmente de los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, hospitales,
industrias farmacéuticas y la disposicion inadecuada de medicamentos. La presencia de
estos compuestos en el agua potable plantea serios problemas de salud humana y efectos
adversos en organismos acuaticos, subrayando la importancia de entender su distribucion
y destino ambiental, asi como de desarrollar enfoques biotecnolégicos para su

eliminacion (Papai et al., 2023).

La biorremediacion se destaca como una de las opciones mas efectivas para abordar el
problema de los contaminantes emergentes, al mismo tiempo que contribuye a reducir la
incidencia de efectos toxicos (Can, 2021). La busqueda de soluciones efectivas para la
degradacion de este compuesto se ha vuelto imperativa, y la biorremediacion se posiciona

como una estrategia prominente en este sentido.

En el ambito de la biorremediacion de farmacos, las estrategias que aprovechan las
comunidades microbianas nativas emergentes son opciones sostenibles y prometedoras.
Por lo tanto, la exploracion de microorganismos con la capacidad de degradar el
diclofenaco representa el primer paso critico hacia la mitigacion de los impactos
ambientales y la proteccion de la salud publica. A través de la formacién de consorcios

microbianos, se ha observado una mayor eficacia en la degradacién de este compuesto.
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Esto se debe a que la diversidad de microorganismos presentes en un consorcio puede
desencadenar efectos cooperativos o sinérgicos que potencian la degradacién del farmaco
(Orddiiez & Arenas, 2019), destacando la importancia de comprender las interacciones

entre diversas especies microbianas (Can, 2021).

Para el estudio de los consorcios microbianos, la aplicacion de la metagendmica ha
revolucionado la manera en que se aborda el estudio del microbiota ambiental, dado que
permite explorar el ADN extraido directamente de una muestra sin necesidad de cultivar
los microorganismos, proporcionando una vision mas completa de la diversidad biologica

y funcional (Castafieda-Chéavez et al., 2022).

En general, la metagendmica emerge como una herramienta versatil para la
caracterizaciéon de consorcios microbianos. Lo que permite el anélisis exhaustivo de la
diversidad microbiana presente en un entorno natural, y el potencial de descubrimiento
de nuevas enzimas asociadas a sus capacidades funcionales, lo que permite buscar
soluciones innovadoras para la degradacion de contaminantes quimicos (Hernandez-Leon
etal., 2010).

El presente analisis de caso aborda la importancia de la metagenémica en la
caracterizacién de consorcios microbianos para la degradacion del diclofenaco,
explorando su relevancia en el contexto de la biorremediacién y resaltando su potencial
para avanzar hacia un tratamiento mas efectivo de cuerpos de aguas contaminados con

este farmaco.

De igual manera, el estudio se enfoca en la recopilacién bibliografica de informacion
relacionada con la exploracion de consorcios microbianos tanto de un solo dominio como
multidominio, los cuales desempefian un papel crucial en la degradacion del diclofenaco.
Ademaés, busca identificar investigaciones previas que hayan abordado la caracterizacion
de estos consorcios microbianos, relacionados con la degradacion de diclofenaco
mediante técnicas de metagenémica. Por ultimo, se planteara un flujo de trabajo para el
analisis metagenomico, para evaluar la diversidad microbiana en consorcios
multidominio, asi como se propone el disefio de un protocolo especifico para la
degradacion de diclofenaco utilizando tanto consorcios de un solo dominio como

multidominio.
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2 Fundamentacion tedrica

2.1 Los contaminantes emergentes

Son compuestos de origen y naturaleza quimica cuya presencia e impacto en el medio
ambiente han sido pasados por alto hasta tiempos recientes. Entre ellos se encuentran
residuos de medicamentos, plaguicidas, hormonas y productos de cuidado personal Estas
sustancias, al ser bioacumulables y tdxicas, han logrado penetrar en vertientes residuales

y aguas subterraneas (Jaimes & Vera, 2020).

De todos los contaminantes emergentes, los que posiblemente suscitan mayor
preocupacion son los residuos de medicamentos, que incluyen efectos nocivos como la
feminizacion y hermafroditismo en especies de peces, lo que puede llevar a su
eliminacién del medio ambiente, como en la trucha que causa lesiones renales o
alteraciones en las escamas, en cambio en el buitre causa efectos toxicos letales (Ibarra,
2021) (Campos et al., 2020).

En cuanto a los plaguicidas los efectos en el medio ambiente incluyen la alteracion
inmediata y temporal del ecosistema, la mortandad de aves y peces, y la muerte de algunos
tipos de plantas, microorganismos del suelo, hongos, etc. Por otra parte las hormonas y
productos de cuidado personal han mostrado efectos reproductivos adversos en animales

y su efecto como disruptores enddcrinos (Rodriguez, 2021; Ramos, 2023).

2.2 Diclofenaco

El diclofenaco, es un farmaco reconocido por sus propiedades antiinflamatorias,
analgésicas y antipiréticas, se emplea tanto por via oral como intramuscular para tratar
diversas afecciones, incluyendo enfermedades reumaticas agudas, artritis reumatoidea,
artrosis, lumbalgia, gota en fase aguda, inflamacion postraumatica y postoperatoria,
cllicos renales y biliares, migrafia aguda, asi como en la prevencién del dolor
postoperatorio y el tratamiento de la dismenorrea. Este medicamento también esta siendo
objeto de estudio para su posible aplicacién en la prevencidn y tratamiento de ciertos tipos
de cancer de piel, ya que se ha observado que puede bloquear sustancias inflamatorias y
participar en la inhibicion de la formacion de nuevos vasos sanguineos necesarios para el
crecimiento tumoral. Ademas, se clasifica como un inhibidor de la ciclooxigenasa, un
agente antiinflamatorio no esteroideo (AINE) y un antiangiogénico, y es conocido

comunmente como Voltaren (Campos et al., 2020).
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2.2.1 Fuentes del contaminante diclofenaco

El diclofenaco es un medicamento que, una vez administrado, es procesado en el cuerpo
a través del metabolismo y luego eliminado por via urinaria y biliar en forma de
glucurdnico y conjugados de sulfato de los metabolitos. Aproximadamente el 60% de la
dosis se excreta principalmente a través de la orina y heces, mientras que menos del 1%

es excretado en su forma original sin cambios (Zapata, 2023).

Por lo tanto, el resto de la dosis es eliminado como metabolitos a través de la bilis,
principalmente como conjugados de diclofenaco. Estos metabolitos pueden liberarse en
cuerpos de agua y suelos, lo que lo convierte en uno de los medicamentos que mas
contribuyen a la contaminacion ambiental. Esto genera preocupaciones sobre su impacto

en los ecosistemas y la salud humana (Zapata, 2023).

Ademas, el farmaco llega a los cuerpos de agua y a los suelos por escurrimientos
agricolas, vertidos de aguas residuales domesticas e industriales, llegando finalmente a
las plantas de tratamientos de aguas residuales (PTAR). Una vez en la PTAR, la mayoria
de estas instalaciones son incapaces de eliminar este contaminante, por sus caracteristicas

quimicas (Parra, 2024).

La industria farmacéutica es uno de los sectores econémicos mas grandes e importantes
a nivel mundial. Se encarga de desarrollar, producir y comercializar miles de toneladas
de productos farmacéuticos, que se consideran bienes de consumo esenciales tanto para

la humanidad como para los animales (Jaimes & Vera, 2020).

Los medicamentos mas consumidos por los pacientes son los AINES con un porcentaje
del 31%, antidiabéticos con el 18,8% y antibioticos con el 17%. El 66% arrojaban el
medicamento a la basura, el 20% al inodoro, y un 10,0% dono a familiares. Estos son
medicamentos que son desechados en la basura o en otro sitio lo cual causa dafos a la

salud y al medio ambiente (Farias et al., 2023).

El diclofenaco puede tener impactos significativos en el ecosistema y la salud. Por
ejemplo, debido a las caracteristicas del suelo, estas sustancias pueden infiltrarse en
acuiferos o acumularse en el medio ambiente, afectando tanto al ecosistema como a los
seres humanos a través de la cadena tréofica. Segun la Agencia de Proteccion Ambiental
de Estados Unidos (EPA), los contaminantes emergentes, como el diclofenaco,

representan un riesgo potencial para el medio ambiente y la salud humana (Ibarra, 2021).
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Fuentes de contaminacion
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Figura 1. Fuentes de contaminacion del medio ambiente con diclofenaco

Fuente: (Zapata, 2023)
2.2.2 Concentraciones de diclofenaco en diferentes fuentes de agua

Las concentraciones de diclofenaco en diversas fuentes de agua han revelado hallazgos
significativos en distintas regiones del mundo. En Africa y Europa, se han detectado
concentraciones considerables en los efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales., alcanzando hasta 20 pg/L. Asimismo, en la regién de Moscu, se encontrd la
presencia de este compuesto farmacéutico en aguas residuales tratadas, con
concentraciones que oscilan entre 153,8 y 750 ng/L. En Rusia, especificamente en areas
como San Petersburgo, se ha observado la presencia de diclofenaco en aguas

superficiales, alcanzando concentraciones de hasta 270,0 ng/L (Campos et al., 2020).

En México, también se han identificado concentraciones de diclofenaco en efluentes de
PTAR, como en el estado de Morelos, donde se han registrado concentraciones que varian
entre 258 y 1398 ng/L, asi como en Chihuahua, donde se han encontrado niveles de 160
ng/L. Estos hallazgos evidencian la amplia distribucion y presencia de diclofenaco en
diferentes fuentes de agua, sefialando la importancia de continuar monitoreando y

evaluando su impacto ambiental (Campos et al., 2020).

En los dltimos afios, en Ecuador, la urbanizacién y la industrializacion han avanzado
rapidamente, lo cual ha generado un aumento en la carga de contaminantes en los rios,
como, por ejemplo, los compuestos farmacéuticos, incluido el diclofenaco. En el Rio
Machangara se ha detectado concentraciones altas que van desde 9,3184 ppm hasta

48,9525 ppm (Ibarra, 2021), sin embargo en el Rio San Pedro en el tramo Tambillo -
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Cumbaya, en un area de 40 km aproximadamente, se encontraton concentraciones de

diclofenaco con valores inferiores a 0,1 pg/L ( Pacheco, 2021).

En la Tabla 1 se indica las concentraciones de diferentes contaminantes presentes en los

rios del Ecuador.

Tabla 1 Concentraciones de diclofenaco presentes en los rios de Ecuador

Rio del | Contaminantes | Concentracion | Afio de | Fuente
Ecuador identificados estudio

Machéngara Diclofenaco 48,05 ppm 2021 (Ibarra, 2021)
Machéangara Diclofenaco 14,04 ppm 2021 (Ibarra, 2021)
Machangara Diclofenaco 9,31 ppm 2021 (Ibarra, 2021)
Machéangara Diclofenaco 10,96 ppm 2021 (Ibarra, 2021)
Machéangara Diclofenaco 12897300 ng/L | 2021 (Ibarra, 2021)
San Pedro Diclofenaco 100 ng/L 2021 (Pacheco,2021)

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

2.2.2.1 Efectos adversos del diclofenaco en el ecosistema

Se han observado efectos adversos asociados con la presencia de diclofenaco en el medio
ambiente. Por ejemplo, se han detectado concentraciones del contaminante en tejidos
como branquias y rifiones de peces de agua dulce, lo que ha resultado en la inhibicién de
su crecimiento y fecundacion. El diclofenaco también ha mostrado ser altamente toxico
para los buitres que se exponen a través de su uso en medicamentos veterinarios para el
ganado. Se han registrado casos de mortalidad en poblaciones de buitres en India,
Pakistan y Nepal, debido a que estos animales consumen cadaveres de ganado tratado con
diclofenaco (Zapata, 2023).

Ademas, se ha reportado que concentraciones de 100 pg/L de diclofenaco pueden inhibir
la sintesis de prostaglandina E2 después de 3 dias de exposicion en especies como Mytilus
galloprovincialis. En otras especies como mejillones y peces, el farmaco puede inducir
estrés oxidativo a concentraciones de exposicion que van desde 5 ng/L hasta 1000 pg/L
(Zapata, 2023).

2.3 Meétodos de degradacion de diclofenaco
El tratamiento de aguas residuales para combatir los contaminantes emergentes enfrenta
desafios considerables debido a la contaminacion difusa, la dispersion geografica y la

cantidad significativa de contaminantes vertidos en las fuentes de agua (Ibarra, 2021).
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Existen diferentes métodos para la eliminacion de productos farmacéuticos, entre ellos
estan, tratamientos bioldgicos, fisicoquimicos y de oxidacion. Sin embargo, la mayoria
de estos métodos presentan desventajas, como la contaminacion secundaria, costos de

mantenimiento elevados y procedimientos complejos (Zapata, 2023).

Los procesos fisicoquimicos se utilizan principalmente en el tratamiento convencional
del agua para asi poder eliminar patdgenos, regular y controlar problemas de sabor y olor,
ademas de reducir la turbidez. En los Gltimos afios, se han utilizado tecnologias avanzadas
como la dsmaosis inversa, ultrafiltracion, nanofiltracion y procesos de oxidacion avanzada
para eliminar concentraciones bajas de farmaco llegando a porcentajes de degradacion
entre 77,84% y 97,45% (Zapata, 2023; Ortega, 2017).

Los procesos de oxidacion avanzada (POA) generan radicales hidroxilos capaces de
oxidar la mayoria de los compuestos quimicos complejos en aguas residuales. La
fotocatalisis heterogénea es un proceso de oxidacion avanzada ampliamente estudiado
que utiliza fotocatalizadores nanoestructurados, como el 6xido de titanio (TiO2), para
absorber fotones y reactivos, aunque su aplicacién en el tratamiento de grandes

volimenes de agua es costosa debido al consumo eléctrico requerido (Zapata, 2023).

O3

Otros POA utilizan ozono con perdxido de hidrogeno (H o
2Y2

) y han demostrado una alta

eficacia en la eliminacién de farmacos como ibuprofeno y diclofenaco (Zapata, 2023).

La biorremediacion se presenta como una técnica ambiental innovadora que aprovecha la
capacidad de los microorganismos para descomponer, eliminar y degradar sustancias
contaminantes en los entornos naturales desde hidrocarburos hasta metales pesados,
ofreciendo asi una solucion prometedora para combatir la contaminacion ambiental.
Ademas, su capacidad para aplicarse directamente en el lugar afectado minimiza la
necesidad de transportar grandes volumenes de suelos 0 agua contaminados, lo que la
convierte en una opcidn aun mas atractiva desde el punto de vista logistico y econémico
(Pacheco, 2023).

2.3.1 Tipos de microorganismos utilizados para la biorremediacion del diclofenaco

Se sabe que los microorganismos desempefian un papel crucial en la descomposicion de
materia orgénica y xenobidticos, incluyendo productos farmacéuticos que producen
subproductos que pueden ser nutrientes para otros organismos en la cadena alimentaria.

Se han identificado microorganismos capaces de degradar varios AINE. Principalmente,
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cepas bacterianas que pertenecen al género Pseudomonas, Sphingomonas, Patulibacter,
Nocardia, Rhodococcus y Stenotrophomonas. También se han aislados hongos
(Penicillium sp., Trametes versicolor, Cunninghamella elegans, C. echinulata, C.
blakesleeana, Beauveria bassiana, Phanerochaete chrysosporium, Ph. sordida,

Actinoplanes sp., Bjerkandera sp (Zapata, 2023).

En relacién con el diclofenaco que es uno de los farmacos mas comunes que persiste en
el medio ambiente, se han estudiado bacterias capaces de degradar este contaminante, ,
por ejemplo en el estudio de Mohamed (2023), se identificaron cuatro aislados
bacterianos en funcion de su capacidad para utilizar una alta concentracién de diclofenaco
(40 ppm) como Unica fuente de carbono, como fueron Pseudomonas aeruginosa,
Alcaligenes aquatilis, Achromobacter spanius, y Achromobacter piechaudii; adaptando
las condiciones de crecimiento para cada microorganismo, bacterias y obteniendo como

resultado un porcentaje de degradacion de 97,79 + 0,84%.

2.4 Analisis bioinformaticos-metagenomicos para identificacion de microorganismo

La metagendmica, analiza el material genético presente en muestras ambientales lo que
permite entender la diversidad microbiana y los procesos de degradacion en entornos
naturales, dando a conocer la complejidad de las comunidades microbianas involucradas
en la degradacion de contaminantes, lo que permite desarrollar estrategias mas

importantes en relacion con los cuerpos de agua (Hernandez-Ledn et al., 2010).

Un analisis metagendmico sigue varios pasos detallados para obtener un resultado crucial.
Primero, se realiz6 la toma de muestra, recolectando muestras de un lugar de interés.
Luego, se llevd a cabo la extraccion de ADN, aislando el material genético presente en
las muestras recolectadas. En el tercer paso, se realiza la amplificacion de ADN, donde
se verifica si es necesario aumentar el material genético obtenido, utilizando técnicas
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Posteriormente, se realiza la
secuenciacion de ADN, determinando la secuencia de nucleoétidos presentes, mediante
tecnologias como la secuenciacion de nueva generacion (NGS). El quinto paso implica el
analisis bioinformatico, donde se emplearon herramientas como Galaxy para procesar los
datos y obtener informacion sobre la funcion y composicion de las comunidades
microbianas presentes en las muestras. Finalmente, se interpretd los resultados,
analizando los hallazgos para obtener una comprension completa del estudio realizado
(Ramirez & Rosalvina, 2023).
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Parte fundamental del analisis metagendmico son las herramientas bioinformaticas que la
abarcan, estas son empleadas para analizar los resultados de secuenciacién; aunque esta
disciplina puede considerarse bastante recientemente, existe ya una gran variedad de
bases de datos, pipelines (flujo de trabajo) y programas como Nextflow y Metabiome las
cuales son herramientas flexible debido a la simplificacion, al control del flujo de datos y
a la gestion de los resultados que se obtienen de los analisis metagendmicos (Lomas,
2021).

El uso de herramientas bioinformaticas es fundamental para analizar estos datos
biolégicos complejos, y herramientas como Galaxy y KBase han demostrado ser precisas
y féciles de usar. Galaxy, presentada en 2005, se ha destacado por su interfaz grafica de
usuario, facilitando la realizacion de analisis bioinformaticos de manera accesible y
reproducible, permitiendo a los investigadores, incluso sin habilidades de programacion,
realizar analisis de datos gendmicos, transcriptdmicos, proteémicos entre otros. También,
KBase, lanzada en 2011, es una alternativa, al ser una plataforma que permite la
integracion de datos gendmicos, transcriptomicos y "6micas" para analisis integrados
gracias a su amplia gama de herramientas y recursos que permiten analisis integrados y

modelado de datos bioldgicos (Correa et al., 2022).

Estas plataformas estan disefiadas para simplificar el proceso de andlisis bioinformatico,

permitiendo a los investigadores centrarse en la interpretacion de resultados.

22



3 Materiales y métodos

3.1 Alcance de la investigacion

En primer lugar, se debe mencionar que el presente trabajo, se enfoca en la propuesta
tedrica de solucidn de un caso de estudio, en el cual para la recopilacion bibliogréfica se
trabajé con articulos cientificos en espafiol e inglés de los Gltimos 4 afios de antigliedad
(2020-2024) presentes en bases de datos como Google Scholar, Scopus y Scielo. Se
realizé una busqueda sistematica de articulos cientificos, revisiones y libros relevantes
utilizando términos de busqueda como "consorcios”, “metagendémica”, “contaminacion”,
“diclofenaco”, “degradacion”, “multidominio” y sus combinaciones. Se priorizaron

estudios que proporcionaron informacion detallada sobre los flujos de trabajo utilizados

en plataformas como Galaxy,

3.2 Analisis metagenomico

En cuanto a procedimiento de caracterizacion de consorcios microbianos mediante
analisis metagendmico, se planteara la metodologia méas adecuada, la misma que incluye:
1) lugar de recoleccion de muestras ambientales, en las que existe una mayor probabilidad
de encontrar microorganismos tolerantes al contaminante, 2) método de muestreo,
transporte de las muestras, 3) proceso de extraccion de ADN a partir de los consorcios
multidominio (bacterias, hongos y levaduras), 4) Analisis de calidad del ADN extraido,

5) técnicas de secuenciacién para analisis metagendmicos.

Ademas, se investigd de forma detallada flujos de trabajo que se pueden aplicar para la
determinacion de la diversidad microbiana a partir de datos metagendémicos, utilizando
plataformas para analisis bioinformaticos como Galaxy. Este proceso comienza con la
descripcion de la entrada de lecturas crudas de secuenciacion, seguido por la evaluacion
de calidad proponiendo herramientas como FastQC, que tienen como objetivo identificar
posibles problemas, como contaminacion o degradacion de ADN. Luego, se planted el
preprocesamiento de las lecturas con herramientas como Trimmomatic y Cutadapt para
eliminar adaptadores y bases de baja calidad (Canal-Alonso et al., 2020). Para la
visualizacion de resultados se van a utilizar herramientas como Krona que ayuda a la

asignacion taxonémica (Canal-Alonso et al., 2020).

Finalmente, se presenta ejemplos de informes generados con las diferentes herramientas

seleccionadas, que permiten la deteccion de diversidad bioldgica en el consorcio
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analizado, que posteriormente se utilizara para proponer los ensayos de degradacién del

contaminante elegido.

3.3 Propuesta protocolo para la degradacion de diclofenaco

Como parte de la resolucion del caso, se propuso una metodologia detallada junto con su
correspondiente disefio experimental para llevar a cabo ensayos de degradacion de
diclofenaco mediante la accion de consorcios microbianos. En primer lugar, se abordo la
seleccion y preparacion de los consorcios microbianos que se utilizaran en los ensayos,
mediante recopilacién bibliografica. La siguiente fase se centrd en describir los ensayos
de degradacion que se podrian aplicar en la cual se especifico las concentraciones con las
cuales se debera trabajar, cantidad de inoculo a utilizar, condiciones de cultivo

(temperatura, pH, presencia de luz solar), tiempo de exposicion, entre otros.
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4 Resultados y discusién

La solucion al caso planteado se divide en 3 fases; primero recopilaciéon de informacion
bibliogréafica sobre consorcios microbianos en la degradacion de diclofenaco y analisis
metagendmicos, En segundo lugar, se especificara el flujo de trabajo a aplicar para
analisis metagenomicos con la plataforma Galaxy; y por ultimo se detallara la propuesta

de ensayos de degradacion que se podrian aplicar para el diclofenaco.

4.1 Consorcios microbianos en biorremediacion

En primer lugar, un consorcio es un conjunto natural de varias poblaciones microbianas
de especies diferentes que trabajan en colaboracion dentro de un entorno complejo, donde
todos se benefician de las actividades de los otros. Estos consorcios pueden tener
modalidades de vida sinérgicas o sintroficas, es decir, ayudan en el consumo de nutrientes
permitiendo que el conjunto de poblaciones microbianas sean mas efectivas y eficientes

en comparacion con las poblaciones individuales (Ochoa & Montoya, 2010).

Ademas, los consorcios sirven como modelo para estudiar la relacion entre poblaciones
bacterianas durante la biorremediacion, ya que implican la accién conjunta de diferentes
microorganismos sobre un sustrato, mediante la combinacion de sus actividades

metabdlicas cooperativas (Plata, 2023).

4.2 Tipos de consorcios

4.2.1 Segun su origen

4.2.1.1 Sintéticos

Un consorcio bacteriano sintético, es creado artificialmente en un entorno controlado de
laboratorio, y presenta una mayor eficiencia en comparacion con aquellos que se
encuentran en el medio ambiente. Estas ventajas se atribuyen a la capacidad de regular
las condiciones Optimas de crecimiento y las proporciones de cada cepa, teniendo en
cuenta el porcentaje de degradacién de cada una de las cepas involucradas. Por tanto,
estos consorcios son clave para comprender las interacciones bacterianas en los procesos
de biorremediacion, ya que involucran la colaboracion de diversos microorganismos en
la transformacion de un sustrato, mediante la combinacion de sus actividades metabdlicas
cooperativas. Para promover esta cooperacion, es importante estructurar el entorno
espacialmente, evitando la competencia entre especies que podria resultar en la formacion
de consorcios laminados, donde las especies se segregan fisicamente debido a la

competencia por recursos (Plata, 2023).
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4.2.1.2 Naturales

Dentro de este enfoque, las comunidades microbianas "naturales” utilizadas en
biotecnologia son de gran interés, ya que la produccion o degradacion de una sustancia
especifica puede servir como medida objetiva de su desempefio. Por lo general, estos
consorcios se encuentran de manera natural en el medio ambiente y pueden incluir hasta
38 cepas bacterianas diferentes. Los miembros del consorcio se comunican entre si
mediante el intercambio de metabolitos o sefiales, lo que permite que cada individuo
detecte y responda a estas comunicaciones; esta interaccién facilita la division del trabajo

dentro del consorcio (Plata, 2023).

4.2.2  Segun su composicion

4.2.2.1 Bacterias

Los consorcios bacterianos son capaces de metabolizar compuestos téxicos, como
hidrocarburos aromaéticos policiclicos, plaguicidas nitroaromaticos y bifenilos
policlorados, transformandolos en carbono y energia. Algunas especies incluso pueden
mineralizar estos contaminantes en agua (H20) y di6éxido de carbono (CO2) (Nikita &
Sathiavelu, 2023).

Estos consorcios son utilizados activamente para la degradacién de diclofenaco.
Recientemente, se desarrolld6 un consorcio de bacterias sintéticas mediante la
optimizacion de vias metabdlicas para mejorar esta degradacion. Este consorcio,
compuesto por las cepas Achromobacter sp., Sphingobium sp. y Rhizobium sp., logré una
degradacion de 34,8% (Nikita & Sathiavelu, 2023).

4.2.2.2 Hongos

La aplicacion de hongos filamentosos en consorcios contribuye a la degradacion de
contaminantes debido a que se basa en las reacciones Fenton con o sin enzimas
modificadoras de lignina extracelular (LME), por lo que este mecanismo de reaccion
resulta eficiente gracias a su alto potencial de oxidacion de radicales de hidroxilo e
inespecificidad (Concha & Hernandez, 2023).

Ademas, los hongos descomponen la biomasa utilizando diversas enzimas como lipasa,
amilasa y nucleasa. Son utilizados en la biorremediacion ambiental y Ila
biotransformacién de residuos organicos, metabolizando sustancias quimicas para

obtener nutrientes. Los hongos son efectivos en la remediacion de contaminantes
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organicos y metalicos en aguas residuales, suelo y aire de manera rentable y ecoldgica.
Pueden crecer en el suelo y en cuerpos de agua, y son resistentes a cambios climaticos, lo

que los hace aptos para la biorremediacion (Nikita & Sathiavelu, 2023).

El uso de consorcios de hongos, en lugar de cepas individuales, mejora la biorremediacién
de sustratos mixtos debido a la diversidad en las enzimas producidas, reduciendo costos
y energia. Sin embargo, algunos estudios han mostrado menores tasas de degradacion en
cocultivos comparados con monocultivos, destacando la dificultad de disefiar consorcios
eficaces y monitorear su desemperfio. A pesar de estos desafios, la creciente investigacion
en consorcios fungicos promete avances significativos en biorremediacion (Nikita &
Sathiavelu, 2023).

4.2.2.3 Algas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas de tamafios entre 0,001 mm vy 2
mm, algunos ejemplos de microalgas incluyen diatomeas, flagelados verdes y
dinoflagelados. En los ultimos afios, las microalgas han captado la atencién de los
investigadores como una materia prima alternativa para la produccion de bioenergia.
Cultivar microalgas en aguas residuales permite la biorremediacién de estas aguas, ricas
en nutrientes, y a la vez genera un alto rendimiento de biomasa de manera
energéticamente eficiente. Estudios han destacado los beneficios econdmicos y
medioambientales de usar microalgas como materia prima alternativa, lo que ha llevado
a aplicaciones industriales mas alla de la investigacion de laboratorio (Nikita &
Sathiavelu, 2023).

Las microalgas absorben CO-, reduciendo asi la huella de carbono del proceso. Su
crecimiento se puede dar en tres modos: fototréfico, heterotrofo y mixotréfico. En el
modo fototréfico, la luz solar y el CO: son las principales fuentes de carbono y energia.
En el modo heterotrofo, las microalgas utilizan sustratos de carbono organico como
glucosa, glicerol y acetato. Algunas cepas pueden crecer en modo mixotrofico,
combinando condiciones fototréficas y heterétrofas simultaneamente o de manera
secuencial (Nikita & Sathiavelu, 2023).

Los consorcios de microalgas son especialmente efectivos para la biorremediacion de

metales pesados, materia organica y la fijacion de COs-. El uso de estos consorcios ha
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demostrado ser sostenible y econdmico para el tratamiento terciario de aguas residuales,
ofreciendo beneficios adicionales, al mejorar la economia de la produccion de

biocombustibles con microalgas (Nikita & Sathiavelu, 2023).

En el caso del diclofenaco, en el estudio realizado por (Castro Viteri, 2022), se destaca
los consorcios de algas con Chlorella sp. Merismopedia sp., Closteriopsis sp., teniendo
como resultado la eliminacién de alrededor del 74,68 %, ademas se destaca la aplicacion
de microalgas para la recuperacion de recursos en aguas residuales y la simultanea

contaminacioén de farmacéuticos.

4.2.2.4 Multidominio
El uso de consorcios multidominio comprenden una diversidad de microorganismos
donde varios grupos o especies tienen un papel importante y complementario en las

funciones globales del consorcio (Nikita & Sathiavelu, 2023).

Entre los consorcios multidominio mas investigados son los consorcios mixtos
bacteriano-fngicos, los consorcios hongo-microalgas y los consorcios bacterias-
microalgas. Estos consorcios mixtos se emplean comunmente en la biorremediacion de
aguas residuales y en la fijacion de CO.. Existen pocos estudios que documentan el uso
de consorcios mixtos de hongos y bacterias definidos como una alternativa para el
tratamiento de aguas residuales. En cambio, los consorcios mixtos de bacterias y hongos
definidos se han utilizado principalmente en la biodegradacion de contaminantes
recalcitrantes, como efluentes textiles, colorantes y clorobenceno. Se ha demostrado que
estos consorcios mixtos logran tasas de biodegradacion mas elevadas que los cultivos
axénicos (Nikita & Sathiavelu, 2023).

Las mezclas de hongos o consorcios de hongos con bacterias se identifican por tener la
capacidad de eliminar gran cantidad de microcontaminantes, cabe mencionar que la
eficiencia del resultado de degradacion se relaciona con las similitudes de las condiciones

de crecimiento entre microorganismos (Concha & Hernandez, 2023).

Por otro lado, el uso de los consorcios microalgas-bacterias constituye una forma de
simbiosis y mutualismo lo que ofrece diversas ventajas en varios ambitos como la energia,
la economia y el medioambiente, debido a su capacidad de adaptacién a diferentes

entornos gracias a sus caracteristicas metabdlicas (Meneses, 2022).
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En lo que respecta a consorcios multidominio destinados a la degradacién del diclofenaco,
los estudios al respecto son limitados. Por otro lado, en el caso de los consorcios de un
solo dominio, se identifico en cinco estudios que los predominantes y mas efectivos eran

los de bacterias debido a su sinergia y diversidad metabolica (Meneses, 2022).

4.3 Ventajas de consorcios microbianos en procesos de biorremediacién

Los consorcios microbianos presentan diversas ventajas sobre los monocultivos, tales
como la division del trabajo, la organizacién espacial y una mayor resistencia a
perturbaciones ambientales. Se ha demostrado que son una estrategia superior para la
biorremediacion en ambientes contaminados complejos debido a sus multiples
capacidades metabolicas, resultado de la cooperacion entre los miembros del consorcio.
Durante la degradacion por un consorcio microbiano, los intermediarios metabdlicos
producidos por una bacteria pueden servir como base para el metabolismo y crecimiento
de otros miembros, promoviendo una degradacién continua con baja o nula toxicidad
(Nieto, 2023).

Los consorcios también pueden soportar mejor los periodos de escasez de nutrientes
gracias a la diversidad metabdlica y la capacidad de compartir metabolitos entre sus
miembros. Incluso, las especies minoritarias dentro del consorcio, retenidas por seleccion
natural, pueden responder eficazmente a tales situaciones. En resumen, los consorcios
microbianos son mas resistentes a cambios ambientales y tienen una mayor capacidad de

adaptarse y degradar una variedad de desechos complejos (Barriga, 2015).

La Figura 2 Interacciones de las cepas microbianas en el consorcio indica diferentes tipos de
interacciones entre las cepas microbianas en un consorcio, como son Sin interaccion (0,0),
en la que ninguna cepa afecta a la otra, las cepas A y B coexisten sin influir en el
crecimiento o la actividad de la otra; comensalismo (0, +), donde la cepa B se beneficia
de la cepa A, mientras que A no se ve afectada ni negativa ni positivamente; amensalismo
(0. -), donde la cepa A no se encuentra afectada, pero su presencia dafia a la cepa B;
competencia (-. -), donde ambas cepas se ven afectadas, ya que compiten por los mismos
recursos limitados. También se indica la depredacién (+, -), en la cual la cepa A se
beneficia de la cepa B la cual ha sido perjudicada, esto podria ser un caso de parasitismo;
cooperacion (+. +), donde ambas cepas se benefician mutuamente de su interaccion la

cual ayuda a mejorar su crecimiento. Por ultimo, el signo (+), indica el beneficio o
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aumento en crecimiento o actividad; y el signo (-), indica la inhibicién en crecimiento o
actividad; mientas que el (0), sefiala que no existe efecto, ni negativo ni positivo (Nikita
& Sathiavelu, 2023).

Interacciones de las cepas microbianas en el consorcio
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Figura 2 Interacciones de las cepas microbianas en el consorcio

Fuente: (Nikita & Sathiavelu, 2023)

4.4 Ejemplos de consorcios mas utilizados para la degradacion de diclofenaco

Los consorcios que comprenden diversas comunidades microbianas han demostrado ser
capaces de metabolizar y degradar compuestos como el diclofenaco en entornos
acuaticos. Por ejemplo, se han utilizado consorcios de cepas de bacterias Enterobacter
hormaechei y Enterobacter cloacea, que presentan un porcentaje de eliminacion del 98%
como Unica fuente de carbono, las cuales se usaron para evaluar la degradacion de los

AINEs especificamente el diclofenaco (Aissaoui et al., 2021).

El estudio realizado por Mohamed et al., (2023), muestra un consorcio de bacterias
conformadas por Pseudomonas aeruginosa (S1), Alcaligenes aquatilis (S2),
Achromobacter spanius (S11), y Achromobacter piechaudii (S18), indicando que el
mayor porcentaje de degradacion de diclofenaco registrado fue de 97,79 + 0,84 después

de seis dias de incubacion para Achromobacter spanius S11.
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El consorcio bacteriano conformado por Enterobacter hormaechei, Arthrobacter
nicotianae, Pseudomonas sp., y Citrobacter youngae fue capaz de metabolizar el 9,12%
del diclofenaco en una concentracion de 3 mg/L, y en condiciones cometabdlicas con
presencia de glucosa, se elimind el 56% del diclofenaco a la misma concentracion
(Aissaoui et al., 2017).

Por otro lado, en el estudio realizado por Castro (2022), se destaca los consorcios de algas
con Chlorella sp. Merismopedia sp., Closteriopsis sp., teniendo como resultado la
eliminacion de alrededor del 74,68 % de diclofenaco, ademas se destaca la aplicacion de
microalgas para la recuperacion de recursos en aguas residuales y la simultanea

contaminacioén de farmacéuticos.

Por tanto, en base a los articulos consultados, en el 33% de los mismos se identifica a la
bacteria Enterobacter hormaechei y Pseudomonas sp como los microorganismos mas
efectivos para la degradacion de diclofenaco con porcentajes que van desde el 56% al

98% en diferentes condiciones.

4.5 Metodologia caracterizacion consorcio para ensayos de degradacion

Para los ensayos de degradacion se debe comenzar con la seleccion del in6culo a utilizar,
en este caso se propone utilizar una muestra de humedal cercano al rio Machangara;
Coordenadas (Norte: 9971692,5459; Este: 775429,148), sector de referencia: Hospital del
sur, para lo cual se debe limpiar cuidadosamente el area de donde se va a extraer la
muestra, para que esteé libre de cualquier desecho o escombro, en el caso de ser abundante,
se procede a quitar los primeros cm en un area de 15 cm de radio. El muestreo
representativo se realiza en forma de zigzag o al azar. Se emplea una pala para una
recoleccion superficial de 0 a 30 cm y se toma de 10 a 20 sub-muestras por lote, las cuales
se juntan, se homogenizan bien en un saco y se obtiene una muestra de unos 200 a 500 g
(Pépai et al., 2023).

Después se depositan las muestras en bolsas plasticas nuevas, se procede a sellar y
etiquetar las bolsas. Es fundamental almacenar las muestras en un sitio fresco para evitar
pérdida de humedad y modificacion de temperatura. Las muestras recolectadas para el
analisis de patdgenos deben ser recogidas y conservadas a temperaturas bajas (4 °C) para

asegurar su transporte al laboratorio con minima pérdida de viabilidad (Papai et al., 2023).
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45.1 Extraccion de ADN de la muestra aclimatada

Para la extraccion de ADN de las muestras de suelo se utilizara el Kit DNeasy®
PowerSoil® (Qiagen, Inc, Hilden, Germany). Primero se afiadira 0,25 g de muestra de
suelo en el tubo PowerBead proporcionado y se agita suavemente hasta obtener una
mezcla homogénea. Posterior se agregard 60 pL de Solucion C1 y se agitard brevemente,
los tubos PowerBead se deben fijar horizontalmente en un adaptador vortex y mezclar a
méaxima velocidad durante 10 minutos. Después se procedera a centrifugar los tubos a
10.000 x g durante 30 segundos para transferir el sobrenadante a un tubo de recogida
limpio de 2 mL (Rios, 2023).

Se debera afiadir 250 pL de Solucion C2 y agitar en vortex durante 5 segundos e incubar
de 2 a 8 °C durante 5 minutos y centrifugar los tubos durante 1 minuto a 10.000 x g.
Evitando el sedimento, se transferira 600 uL. de sobrenadante a un tubo de recoleccion
limpio de 2 mL. Para después agregar 200 pL de Solucion C3 y agitar brevemente e
Incubar de 2-8 °C durante 5 minutos. Previamente se debe centrifugar los tubos durante
1 minuto a 10.000 x g, siguiendo el mismo procedimiento mencionado, evitando el
sedimento, transferir 750 uL de sobrenadante a un tubo de recoleccion limpio de 2 mL
(Rios, 2023)

Asimismo, se agitara para mezclar la Solucion C4 y agregar 1.200 mL al sobrenadante.
Mezclar durante 5 segundos en vortex, para después agregar 675 puL en una Columna MB
Spiny centrifugar a 10.000 x g durante 1 minuto, y desechar a flujo continuo (Rios, 2023).
Se debe repetir el procedimiento anterior dos veces, hasta que se haya procesado toda la
muestra. Ahora se va a afiadir 500 pL de Solucion C5 y centrifugar durante 30 segundos
a 10.000 x g. Desechar el liquido sobrante y centrifugar de nuevo durante 1 minuto a
10.000 x g. Colocar con cuidado la Columna MB Spin en un tubo de recogida limpio de
2 mL. y agregar 100 pL de Soluciéon C6 al centro de la membrana de filtro blanca.
Centrifugar a temperatura ambiente durante 30 segundos a 10.000 x g. y desechar la
columna giratoria MB. Es importante almacenar la muestra de ADN en congelacion (20
°C a-80 °C) (Rios, 2023).

Para la cuantificacion del ADN total extraido, se debe preparar la solucion de trabajo
Qubit™ diluyendo el reactivo Qubit™ HS dsDNA 1:200 en el tampo6n Qubit™ dsDNA
HS. Agregar 198 uL de solucion de trabajo Qubit™ a un tubo de ensayo Qubit™ de 500

pL previamente etiquetado. Agregar 2 pL. de muestra de ADN y agitar vigorosamente
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durante 3 a 5 segundos e incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos. Leer las

muestras en el fluorémetro Qubit™ 2.0 (Invitrogen™) (Rios, 2023).

La concentracion y calidad del ADN total extraido se determinard utilizando el Kit
Qubit™ dsDNA HS (Invitrogen™) y electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) (Rios,
2023).

La Figura 3 Electroforesis en gel de agarosa al 1%indica integridad del material extraido debido

a la ausencia del ADN degradado, también se observa pureza y alta calidad.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%

CN

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 3 Electroforesis en gel de agarosa al 1%

Fuente: (Forero Pineda et al., 2021).

Los carriles muestras: 1. Marcador de peso, 2. Control negativo, 3. Muestra tomada de TOTA vy extraida

por el protocolo quimico usado

4.5.2 Técnica de secuenciacion (Illumina)

La tecnologia de secuenciacion de Illumina por sintesis (SBS), también conocida como
secuenciacion de alto rendimiento, es una tecnologia de secuenciamiento de proxima
generacion (NGS) utilizada a nivel mundial. Esta tecnologia es responsable de generar
mas del 90% de los datos de secuenciacion globales debido a su alta precision y lecturas

sin errores (Orozco, 2018).

Latecnologia de secuenciacion Illumina tiene la capacidad de generar secuencias de ADN

de buena calidad, por tanto, se usa en el analisis de muestras de suelos y consorcios
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bacterianos, por ende, la técnica previamente mencionada ayuda a detectar una amplia
gama de microorganismos presentes en las muestras de suelos importantes para estudios
de diversidad microbianas y evaluaciones de salud del suelo. EIl sistema MiSeq de
Illumina proporciona una solucién integral de secuenciacion, que incluye la generacion
de clusteres, laamplificacién y la secuenciacidn. Estos procesos pueden ser monitoreados
en tiempo real a través del sitio web de Illumina®, BaseSpace. Finalmente, los datos
obtenidos se convierten automaticamente a formatos de archivo estandar para su analisis

posterior (Orozco, 2018).
4.5.3 Metodologia para secuenciacion de ADN de humedal
A. Preparacion de la biblioteca

Este proceso comienza con la fragmentacion aleatoria de la muestra de ADN seguida de
la ligadura de adaptadores en los extremos 5' y 3'. Posteriormente, la tagmentacion
combina las reacciones de fragmentacion y ligadura en un solo paso, lo que mejora
significativamente la eficiencia del proceso. Luego, los fragmentos con adaptadores se
amplifican mediante PCR y se verifica la calidad de la biblioteca utilizando gel de agarosa
(Orozco, 2018).

B. Generacion de clusteres

La biblioteca se carga en una celda de flujo (flow cell) donde los fragmentos se capturan
en un "césped” de oligonuclettidos complementarios adheridos a la superficie de los
adaptadores de la biblioteca. Cada fragmento se amplifica en clUsteres clonales diferentes
mediante amplificacion por puente. Una vez completado este proceso las plantillas estan

listas para la secuenciacién (Orozco, 2018).
C. Secuenciacion por sintesis (SBS)

Se utiliza el método de "terminador reversible" que detecta bases individuales a medida
que se incorporan en las hebras de ADN. Este método genera una secuencia base por base
altamente precisa, eliminando errores especificos, incluso en regiones de secuencias

repetitivas y homopolimeros (Orozco, 2018).

D. Andlisis de datos
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Durante el anélisis de datos y la alineacion, las nuevas lecturas de secuencia se alinean
con un genoma de referencia. Después de la alineacion, se pueden realizar analisis

metagendmicos (Orozco, 2018).

Secuenciacion
1. Preparacion 2. Preparacion de 3. Amplificacion
de ADN la biblioteca del ADN
YRR APVOVIDIDGT
Describe la
extraccion y Indica los pasos de
purificacion del ADN. fragmentacion y ligacion
de adaptadores
4. Secuenciacion — 5. Andlisis de Datos

CIYNTTrY —_—
il %

Describe la Muestra la
insercion de los interpretacion de
fragmentos enla los datos

maquina de obtenidos

secuenciacion.

Created in BioRender.com bio

Figura 4 Secuenciacion

Fuente: (Las autoras, 2024)

4.5.4 Pipeline de analisis metagenomico

El anélisis metagendmico genera varios tipos de archivos, que incluyen: archivos de datos
sin procesar del secuenciador, que contienen las lecturas de secuenciacion originales de
cada muestra como son los archivos FASTQ. Estos archivos se utilizan para la evaluacion
de la calidad de las secuencias y el preprocesamiento aplicado a los datos, generando
como resultado archivos FASTQ filtrados e informes de calidad (HTML o TXT).
Después, se procede con el ensamblaje, que genera archivos en formato FASTA (Alba,
2021).

Seguido de los archivos de anotaciones, que proporcionan informacién sobre los genes,
los elementos funcionales y las asignaciones taxondémicas identificados en la muestra

metagendmica (Alba, 2021).
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4.6  Analisis bioinformaético en el servidor Galaxy Australia

A continuacion, se presenta el flujo de trabajo en la plataforma Galaxy Australia,
planteado para analizar los datos de secuenciacion de la muestra de humedad propuesta
como fuente de los consorcios a utilizar posteriormente en los ensayos de degradacion de

diclofenaco.
4.6.1 Iniciar sesion en Galaxy Australia

Galaxy Australia es una plataforma de andlisis de datos, facil de usar que permite realizar
diversos analisis bioinformaticos. En la Figura 5 Iniciar sesiénse indica el inicio de sesion

al servidor Galaxy Australia.

Iniciar sesion

T Galaxy Australia Fags 0o Trabajo  Viessizwr  Owios Compantidos © Auts > Iniciar sesidnofepnaene I © «F B

Figura 5 Iniciar sesion

Fuente: (Las autoras, 2024)

4.6.2 Creacion de la historia

Para crear una historia hay que presionar en el simbolo “+” (Figura 6 Pantalla principalluego
para editar el nombre presionar la figura que tiene un lapiz y escribir el nombre deseado

para la creacion de la historia, en este caso es “Analisis metagenémico”.
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4.6.3 Cargar datos

Creacion de [a historia
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Buscar conuntos de datos ¥ x

Anéalisis metagenémico #
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Q
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© Esta historia esta vacia.

Puedes cargar tus propios datos u

obtenerlos de una fuente externa

Figura 7 Creacion de la historia

Fuente: (Las autoras, 2024)

En la Figura 8 Cargar datos indica como cargar datos, para esto hay que copiar la

ubicacion del enlace (la muestra ambiental por utilizar va a ser la siguiente

https://zenodo.org/record/7871630/files/JC1A R1.fastgsanger.gz (la cual en este

caso corresponderia a la muestra de humedal del Rio Machangara).

Dar clic en cargar datos en la parte superior del panel de herramientas

Seleccionar Pegar/Recuperar datos, pegar los enlaces en el campo de texto, dar

clic en “Empezar”.
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https://zenodo.org/record/7871630/files/JC1A_R1.fastqsanger.gz

Cargar datos
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a
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Descargue datos de la web introduciendo URLs (una por linea) o pegando directamente el contenido.
https:/zenodo.org/record/78716368/files/JC1A_R1.fastqsanger.gz
)
v

Tipo (establecer todo): Deteccidn automat... Q, Referencia (establecer todo): no especificado (?)

O Elegir archivo B Elegir archivos [# Pegar/Recuperar B
Pausa Restablecimiento Cerrar
local remotos datos
— a a a a -

Figura 8 Cargar datos

Fuente: (Las autoras, 2024)

Una vez subido los datos, se analizd la calidad de las secuencias en el programa FastQC,

cuyo informe presenta los siguientes resultados:

e Estadisticas basicas
En la Figura 9 Estadisticas basicas se indica informacion de datos cargados, como nombre
del archivo, tipo, codificacion, secuencias totales (137139), bases totales (29,2 Mbp),
secuencias marcadas como mala calidad (0), longitud de la secuencia (20-251) y el

porcentaje GC (64).
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Estadisticas basicas
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Figura 9 Estadisticas basicas

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Calidad por secuencia base
En este punto indica que en el eje X se encuentran las secuencias, mientras que en el eje

Y esta la calidad de las bases.

En la Figura 10 Calidad por secuencia basese observa tres colores, rojo representa secuencias
de mala calidad, amarillo secuencias moderada y verde secuencias de muy buena calidad.
Como todas las secuencias de la muestra se encuentran en el rango de color verde se
puede concluir que la calidad de la secuencia esta en un muy buen estado. Ademas, la
calidad de las bases en este grafico se basa en el indice Phred, y los valores mas altos
indican una mayor precision en las llamadas de bases. Los valores Q superiores a 30 se
consideran de alta calidad, los valores entre 20 y 30 se consideran de calidad aceptable y
los valores inferiores a 20 se consideran de baja calidad (Galaxy, 2024). El grafico
muestra que las primeras bases son de alta calidad, pero la calidad disminuye hacia el

final de la secuencia.
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Calidad por secuencia base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1234567881518 30-34 45-49 60-64 75-79 90-94 110-114 135138 160-164 185-189 210-214 235-239
Position in read (bp)

Figura 10 Calidad por secuencia base

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Calidad de secuencia por celda de flujo
La calidad de secuencia por celda de flujo solo se mostrara en los analisis de resultados
si se utiliza una biblioteca de Illumina que conserva sus identificadores de secuencia
originales, aqui se codifica la secuencia por celda de flujo procedente de cada lectura
(Galaxy, 2024), por tanto, la Figura 11 Calidad de secuencias por indica la calidad de
secuencias, en la cual se puede observar que la mayoria es de color azul, lo que asocia

que la secuencia es de muy buena calidad.

Calidad de secuencias por celda de flujo

Quality per tile

122456780 1519 30-34 45-49 60-64 75-70 90-84 110-114 135-13% 160-164 185188 210-214 235-2309
Position in read (bpl

Figura 11 Calidad de secuencias por celda de flujo

Fuente: (Las autoras, 2024)
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e Puntuaciones de calidad por secuencia

En la Figura 12 Puntuaciones de calidad por secuenciamuestra la distribucion de las
puntuaciones de calidad promedio de todas las secuencias en el conjunto de datos. En el
eje X representa la puntuacion de calidad promedio de las secuencias (Phred score), con
un rango de 20 a 38, mientras que en el eje Y muestra la cantidad de lecturas (secuencias)
que tienen una puntuacién de calidad promedio especifica, con valores que varian de 0 a
40,000. La curva en el gréfico refleja el nimero de lecturas en funcién de su puntuacion
de calidad promedio (Galaxy, 2024). La mayoria de las lecturas presentan una puntuacion
de calidad alta, concentrandose en torno a una puntuacion de calidad promedio de 37. Se
observa un pico muy marcado en la puntuacion de calidad 37, lo que indica que la mayoria
de las lecturas tienen una calidad excelente, sefialando datos de secuenciacion de alta

calidad.

Puntuaciones de calidad por secuencia

Quality score distribution ever all sequences
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Figura 12 Puntuaciones de calidad por secuencia

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Contenido de secuencias por base

En la Figura 13 Contenido de secuencias por base indica en el eje X la posicion en la lectura
de secuenciacion, medida en pares de bases (bp), las cuales van desde la posicion 1 hasta
aproximadamente 240 bp, mientras que en el eje Y indica el porcentaje de cada nucleotido

en cada posicion de la lectura, con un rango de 0% a 100% (Galaxy, 2024).
Curvas del gréafico:

e %T (Timina): Linea rosa.
e 9%C (Citosina): Linea azul.
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e %A (Adenina): Linea verde.

e %G (Guanina): Linea amarilla.

En las primeras posiciones (1-10 bp), se puede observar una mayor variabilidad en el
contenido de nucleotidos, lo cual es comun debido a la variabilidad en la eficiencia de
secuenciacion durante los primeros ciclos. A partir de la posicion 10, los contenidos de
los cuatro nucledtidos se estabilizan y se mantienen relativamente constantes a lo largo
de la secuencia. El contenido de A y T es aproximadamente igual y cercano al 30%,
mientras que el contenido de C y G es también aproximadamente igual y cercano al 20%.
En un conjunto de datos de secuenciacion equilibrado y sin sesgo, se esperaria que los

porcentajes de A 'y T sean aproximadamente iguales, asi como los de Cy G.

Contenido de secuencias por base

Sequence content across all bases
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Figura 13 Contenido de secuencias por base

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Contenido de GC por secuencia

En la Figura 14 Contenido de GC por secuencia indica la distribucion del contenido de GC en
todas las secuencias del conjunto de datos. En el eje X representa el contenido promedio
de GC (%) en las secuencias, abarcando desde el 0% hasta el 100%. Mientras que en el
eje Y muestra la cantidad de lecturas (secuencias) con un contenido especifico de GC,

con valores que varian de 0 a 6000.
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La curva roja muestra la distribucion real del contenido de GC en las lecturas del conjunto
de datos, mientras que la curva azul representa la distribucién tedrica esperada del

contenido de GC si las secuencias fueran aleatorias y sin sesgo (Galaxy, 2024).

La curva roja presenta un pico pronunciado alrededor del 70% de contenido GC, lo que
sugiere que la mayoria de las secuencias tienen un contenido de GC cercano al 70%,
indicando una distribucion de GC sesgada hacia valores altos. Por otro lado, la curva azul,
que representa la distribucion tedrica, tiene un pico mas ancho y centrado, caracteristico

de una distribucion normal de contenido de GC.

Contenido de GC por secuencia

GC distribution over all sequences
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02468 11 1% 149 23 27 31 3% 38 43 47 51 5% %0 63 &7 71 75 70 83 A7 Ol 05 60
Mean GC content (%)

Figura 14 Contenido de GC por secuencia

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Contenido de bases N
En este caso se observéd que existido buena calidad, ya que ha sido preciso el llamado de
bases porque dice que va desde 0 en cuento a contenido de N dentro de la secuencia con

indica la Figura 15 Contenido de bases N.
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Contenido de bases N

N content across all bases
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Figura 15 Contenido de bases N

Fuente: (Las autoras, 2024)

¢ Distribucion del tamaiio de las secuencias
El tamafio de las lecturas va entre 200 a 250 pb que es lo que indica el eje X y en el eje
Y, dice el numero de lecturas que tiene ese tamafio que son todas, ademas la grafica
muestra la distribucion de las longitudes de las secuencias obtenidas por Illumina. La
mayoria de las secuencias tienen una longitud de entre 250 y 252 pares de bases (bp).
Esto sugiere que las lecturas obtenidas por Illumina en este caso tienen una longitud

aproximada de 250-252 bp como indica la Figura 16 Distribucién del tamafio de las secuencias.
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Distribucion del tamaifio de las secuencias

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura 16 Distribucion del tamafio de las secuencias

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Nivel de duplicacion de las secuencias
En la Figura 17 Nivel de duplicacién de las secuencias muestra una duplicacion del 21.45%. El
eje X representa el nivel de duplicacion de las secuencias (cuantas veces se repite cada
secuencia), mientras que el eje Y muestra el porcentaje total de secuencias (Galaxy,
2024). Hay una pequefia cantidad de secuencias duplicadas una o dos veces, y el nivel de
duplicacién es relativamente constante hasta el nivel 9. A partir de mas de 10
duplicaciones, hay un pico significativo en el porcentaje de secuencias duplicadas. Las
duplicaciones mayores a 50, 100, 500, 1k, Sk y 10k son casi inexistentes o muy bajas.
Esto indica que hay un grupo considerable de secuencias que se repiten mas de 10 veces,

pero la mayoria de las secuencias tienen niveles de duplicacion relativamente bajos.
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Nivel de duplicacion de las secuencias

i
Percent of seqs remaining if deduplicated 21.45% i

% Total sequences
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Figura 17 Nivel de duplicacion de las secuencias

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Secuencias sobrerrepresentadas
La Figura 18 Secuencias sobrerrepresentadas indica que no hay secuencias sobrerrepresentadas
en el conjunto de datos analizado. Esto significa que ninguna secuencia aparece con una
frecuencia significativamente mayor de lo esperado, lo cual sugiere una distribucion
equilibrada y uniforme de las secuencias sin elementos que dominen excesivamente el

conjunto.

Secuencias sobrerrepresentadas

@Secuencias sobrerrepresentadas
Sin secuencias sobrerrepresentadas

Figura 18 Secuencias sobrerrepresentadas

Fuente: (Las autoras, 2024)

e Contenido de adaptadores
Como la linea es recta en el eje “X” se concluyd que no existieron adaptadores en esta

secuencia como indica la Figura 19 Contenido de adaptadores.
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Contenido de adaptadores
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Figura 19 Contenido de adaptadores

Fuente: (Las autoras, 2024)

4.7 Identificacion de las especies microbianas

MetaPhlAN2 la identificacion de las especies microbianas presentes a partir de un archivo
con las lecturas y sus cantidades relativas. Para hacer esto MetaPhIAN2 compara cada
una de las lecturas con su base de datos de genes marcadores obtenidos de mas de 3000

especies de microorganismos (Sanchez, 2023).

En la herramienta se deben introducir los siguientes parametros y dar clic en “Ejecutar
herramienta”.

“Archivo de entrada” — archivo Fasta con las lecturas.
“Base de datos con genes marcadores especificos de clado” — “almacenado en caché”

“Base de datos almacenada en caché con genes marcadores especificos del clado” —
“MetaPhlAn2 genes marcadores especificos del clado”

Se puede abrir directamente los archivos obtenidos por MetaPhlAn2, pero para
visualizarlos mejor se utiliz6 el programa Krona. Para ello primero convertir los archivos
devueltos por MetaPhlAn2 para que puedan ser visualizados en Krona. Utilizar para ello
la herramienta “Format MetaPhlAn2 output for Krona”, como se visualiza en la Figura

20 Herramienta MetaPhIAN2
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Herramienta MetaPhlAN2
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Figura 20 Herramienta MetaPhlIAN2

Fuente: (Las autoras, 2024)

Herramienta Format MetaPhlAN2 output for Krona
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Figura 21 Herramienta Format MetaPhlAN2 output for Krona

Fuente: (Las autoras, 2024)

A continuacion, buscar la herramienta “Krona pie chart”, y se introduce los siguientes
parametros de funcionamiento: “Cual es el tipo de datos de entrada” —Tabular, “Archivo

de entrada” — Archivo formateado para Krona
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Krona es una herramienta que permite explorar datos jerarquicos con zoom y gréaficos
circulares de varias capas. Los gréficos interactivos de Krona son independientes y se

pueden ver con cualquier navegador web moderno.

Herramienta Krona pie chart

T Galaxy Australia # Fujo de Trabajo  Visuslizar Datos

Herramientas - . *  Histon + =
/# Krona pie chart from taxanomic profile (Galauy Version 27.1+galaxy® & - Y
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krona pie chart Tool Parameters.
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Input file a 2: Formatted file for Krona

Todos 105 flujos

o - .
4 MetaPhlAnZ on data 1: BI0 © /' W

switch to column select » W file

3:MetaPhlanZ on data 1:SA @ / W
W fite:

Root 2:MetaPhlAn2 ondata 1: Co @ / W
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ine data from multiple datasets? 1 JC1A_R1fastqsanger.gz A |
[ B

Additienal Options
Email notification

0 to
Figura 22 Herramienta Krona pie chart

Fuente: (Las autoras, 2024)

El resultado obtenido de la herramienta Krona indica que, en la imagen obtenida, muestra
la distribucion taxonémica de los organismos presentes en las muestras analizadas. La
estructura jerarquica del grafico de Krona muestra el dominio mas alto, Bacteria, en el
medio. A medida que se expanden hacia afuera, los segmentos representan grupos
taxonomicos mas especificos. Los colores diferencian diferentes filos bacterianos, siendo
el rojo, el marrén y el verde los mas destacados en esta muestra. Los segmentos mas

grandes indican una mayor abundancia relativa de ese grupo de bacterias.

En la Figura 23 Resultados herramienta Kronase puede observar que el 100% de los
organismos encajan en el dominio Bacteria Enterobacter, una bacteria que suele
pertenecer al filo Proteobacteria y especificamente a la clase Gammaproteobacteria, se
puede representar en secciones graficas que van del rojo al marrdn, lo cual es

caracteristico de las Proteobacteria.

En los suelos de los humedales se observa una sorprendente diversidad bacteriana, lo que
refleja el entorno rico en nutrientes y las condiciones variadas. Se destacan grupos como

Acidobacterias y Proteobacterias que juegan un papel importante en la degradacion de
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la materia organica y el ciclo de nutrientes (Galaxy, 2024). Enterobacter es conocido por
su capacidad de sobrevivir en ambientes acuaticos y humedos, interactuando con una
variedad de otros microorganismos (Galaxy, 2024). Adicionalmente, Enterobacter puede
estar involucrado en la degradacion de la materia organica y en procesos importantes
como la nitrificacion y desnitrificacion en suelos de humedales, que exhiben condiciones
anaerébicas o microaerdfilas tipicas de estos ambientes saturados de agua. Sus
interacciones con otros microorganismos, como Acidobacterias y Actinobacterias,
forman redes complejas que influyen en la salud y el funcionamiento de los ecosistemas
de humedales (Galaxy, 2024).

En conclusion, la visualizacién de Krona proporciona una imagen clara de la diversidad
bacteriana en los suelos de los humedales, lo que demuestra la presencia potencial de
Enterobacter dentro de las Proteobacterias y su importante papel ecolégico en ese
entorno especifico.

Resultado herramienta Krona
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Fuente: (Las autoras, 2024)
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Figura 23 Resultados herramienta Krona
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4.8 Metodologia ensayo de degradacion diclofenaco

Para el desarrollo del caso, se propone la siguiente metodologia para evaluar la capacidad

de degradacion de diclofenaco del consorcio microbiano propuesto previamente.

4.8.1 Hipotesis

e H1: Los tratamientos conformados por consorcios bacterianos degradaran
significativamente la concentracion de diclofenaco presentes en agua.
o HO: No existird una degradacion significativa en la concentracién de diclofenaco

con el uso de consorcios bacterianos comparado con el control negativo.

4.8.2 Seleccion y Preparacion de Muestras

Para el ensayo de degradacién, como indculo se tomaran 12 litros de agua del humedal
del rio Machangara en alicuotas de 1 litro; para ello es necesario el uso de mandil, guantes
y herramientas estériles, deben recogerse en bolsas de plastico preesterilizadas las cuales
son netamente apropiadas para uso microbioldgico ademas deben estar cerradas muy bien
para evitar fugas. durante el transito. Las muestras recolectadas tienen tiempos de espera
breves y deben transportarse y almacenarse siempre entre temperaturas de 0 ° Cy 10 ° C.
Al llegar al laboratorio, las muestras deben refrigerarse y analizarse lo mas pronto posible,
preferiblemente dentro de las 2 h siguientes a la recogida (Mohamed, Asair, Ah, et al.,
2023).

4.8.3 Preparacion de inoculos

Un primer consorcio microbiano A estard conformado por una mezcla de Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, y Rhodococcus erythropolis. Para la preparacion del

inoculo, se cultivaran las bacterias en medio LB (Luria-Bertani) y se ajustara la densidad

celular a una concentracion de 10° %

La composicion de un litro del medio LB, se detalla en la Tabla 2 Composicion del
medio LB

Tabla 2 Composicion del medio LB

Extracto de levadura 50
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Triptona (peptona) 10¢g
Cloruro de sodio (NaCl) | 10 g

Elaborado por: (Las autoras, 2024)

El segundo consorcio bacteriano B incluira a Acinetobacter baumannii, Micrococcus

luteus y Sphingomonas paucimobilis. Para lo cual se cultivara las bacterias en medio LB

. . -z UFC
y ajustar la densidad celular a una concentracion de 106 —

4.8.4 Disefio Experimental

« Numero de réplicas: 3 réplicas por cada tratamiento, dando un total de 12
muestras.

e Condiciones de incubacion: Todas las muestras previamente recolectadas se
incubardan a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) con agitacion

constante para asegurar la oxigenacion adecuada.

4.8.5 Procedimiento

Se establece alicuotas de un volumen especifico de agua residual en Erlenmeyers para
realizar los analisis de degradacion. Cada tratamiento se realiza en tres réplicas para

asegurar la repetibilidad y confiabilidad de los resultados.
4.8.5.1 Preparacion de las Alicuotas

Se utilizara Erlenmeyers de 250 mL y se llenaran con 200 mL de agua residual en el
Tratamiento T1: Consorcio Bacteriano A, se afiadird 10 mL de una suspension del
consorcio bacteriano A, a las tres réplicas. En el tratamiento T2: Consorcio Bacteriano,
el procedimiento es exactamente lo mismo, solo cambiaria la suspensién del consorcio
bacteriano B. Para el control positivo (CP) se afiadira 10 mL de H202 (10 mM) a cada
Erlenmeyer que contiene 200 mL de agua residual, cabe mencionar que se utiliza el
peroxido de hidrégeno ya que permite analizar la eficacia de los consorcios bacterianos.
En cuanto al control negativo (CN) las tres réplicas correspondientes estaran sin ningun

tratamiento previo.
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4.8.5.2 Analisis de Datos

« Método estadistico: Analisis de Varianza (ANOVA) seguido de una prueba post-
hoc (Tukey) para determinar diferencias significativas entre los tratamientos.
o Mediciones para realizar:
o Concentracion inicial de diclofenaco en todas las muestras.
o Concentracién de diclofenaco en cada punto de muestreo (dias 0, 10, 20,
30).

o Porcentaje de degradacion: Porcentaje de degradacion = (Ci —

100
cf)x?

En la cual Ci es la concentracion de DCF al inicio del experimento y Cf es la

concentracion al final del experimento (Mohamed, Asair, Ah, et al., 2023).

4.8.6 Resultados Esperados

Se espera que los diferentes tratamientos con consorcios bacterianos muestren una
reduccion en la concentracion de diclofenaco en comparacion con el control negativo, lo
cual indica la mejora de estos consorcios en la degradacion del contaminante. El control
positivo debera mostrar una degradacion réapida y significativa del diclofenaco, sirviendo

como referencia para la efectividad de los tratamientos biolégicos.
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5 Conclusiones y recomendaciones
La caracterizacion metagendmica de consorcios microbianos ha revelado una notable
diversidad de microorganismos capaces de degradar diclofenaco, incluyendo bacterias,

hongos y algas con genes especificos para la biodegradacion de compuestos xenobidticos.

Los analisis metagendmicos muestran que ciertos consorcios poseen rutas metabolicas
especializadas, facilitando la eficiente degradacion del diclofenaco gracias a la presencia

de genes que codifican enzimas como oxidorreductasas y peroxidasas.

Se recomienda realizar estudios adicionales para optimizar las condiciones ambientales
que favorezcan la actividad de los consorcios microbianos mas eficientes, lo que podria

mejorar significativamente la tasa de degradacion del diclofenaco.

Ademas, se aconseja desarrollar tecnologias basadas en estos consorcios, como
biorreactores y sistemas de filtracién bioldgica, para ofrecer soluciones sostenibles en la
eliminacion de diclofenaco de ambientes acuaticos y terrestres. Es esencial fomentar la
investigacion interdisciplinaria para integrar estos consorcios en procesos industriales de

tratamiento de aguas y suelos.
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