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I. Justificacion

En Colombia son pocas las instituciones con capacidades instaladas para realizar el levantamiento
de lineas base y el monitoreo de la biodiversidad mediante el uso del metabarcoding. A pesar de
que la secuenciacion del ADN ambiental (o eDNA por sus siglas en inglés) de microorganismos se
utiliza cada vez mas como una alternativa a la identificacion tradicional basada en morfologia para
caracterizar conjuntos biolégicos y monitorear los impactos antropogénicos en los ecosistemas. Es
por esta razon que se considera necesario el fortalecimiento de las capacidades asociadas a la
captura y analisis de datos asi como el monitoreo de la biodiversidad a partir de metabarcoding.

Esta capacitacion estuvo dirigida a autoridades ambientales (Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible -MADS, Autoridad Nacional de Licencias Ambientales -ANLA y Corporaciones
Auténomas Regionales), empresas de hidrocarburos y consultoras que participaran de los
Proyectos Piloto de Investigacion Integral -PPIl. Esto de manera que a futuro las métricas de
diversidad a partir de metabarcoding puedan ser incorporadas en la toma de decisiones del sector
de hidrocarburos sin inconvenientes por falta de capacidades de las diferentes instituciones.

I1. Objetivos

Compartir conocimiento técnico sobre el metabarcoding a partir del entendimiento de los
conceptos basicos sobre el uso de herramientas genéticas y el ADN ambiental para estudiar
comunidades microbianas, el disefio experimental y los flujos de trabajo, con ejemplos relevantes
y casos de estudio aplicados a la biodiversidad. Dirigido a las organizaciones que participaran de
los Proyectos Piloto de Investigacion Integral -PPII.



oM B I A

ANHS

INSTITUTO

HUMBOLDT

cC 0L

AGENCIA NACIONAL DE HIDROCARBUROS
COLOMBIA

II1. Desarrollo del curso
1. Primer dia - 24 de noviembre

1.1. Presentacion: Bienvenida

Ponente: Francisco José Gomez
Institucioén: Instituto Alexander von Humboldt, Bogota, Colombia
Resumen

El presente curso se realiza dentro de las actividades planteadas por el Instituto ante la solicitud
del Gobierno de aportar informacioén sobre los impactos que puedan generar la exploracion de
hidrocarburos por métodos no convencionales, con el fin de apoyar la toma de decisiones. Esta
informacion debe estar circunscrita y evaluada en el contexto colombiano, con sus caracteristicas
geograficas, de riqueza natural, culturales, etc. Por esta razén se plantean los Proyectos de
investigacion que faciliten al estado la toma de decisiones mas apropiadas y beneficiosas para el
pais. Dentro de estos, una propuesta innovadora para generar conocimiento en torno a este tema,
ha sido el uso del metabarcoding, que permite generar gran cantidad de informacién de manera
costo-efectiva y en corto tiempo. Esta técnica es una herramienta poderosa que, junto con la
experiencia que ha desarrollado el Instituto sobre ésta durante los ultimos afios, se espera que su
implementacién permita soportar y argumentar las decisiones que se tomen con base en los
resultados obtenidos en las diferentes pilotos.

1.2. Presentaciéon: Introduccion a la agenda del curso, objetivos y resultados esperados.
Presentacion de instructores y participantes.

Ponente: Paola Pulido-Santacruz
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

El objetivo del curso fue presentar conceptos basicos sobre el uso de herramientas genéticas para
estudiar comunidades microbianas. La aplicacién de estas herramientas comprende la elaboracién
de un disefio experimental, un flujo de trabajo en biologia molecular, un proceso de secuenciacion
de ADN, y finalmente analisis bioinformaticos y ecoldgicos. Se presentaron diferentes estudios de
caso para un mejor entendimiento de las herramientas. Durante el curso también se presentaron
videos demostrativos donde se explican los diferentes procedimientos para la toma de muestras
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en campo y su procesamiento en laboratorio. (En la charla se explican diferentes pautas para el
desarrollo del curso y culmina con la presentacién de todos los asistentes al curso).

1.3. Presentacién: = Microorganismos y el medio ambiente

Ponente: Alejandro Salazar
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

Los microorganismos constituyen un grupo muy abundante, diverso, ubicuo y antiguo. Si la
historia del planeta se resumiera en 12 horas, el hombre habria aparecido en los ultimos 2
segundos (0.2 millones de afios); las plantas, en la Gltima hora con 45 minutos (670 millones de
afios); todos los animales, en las dltimas 2 horas (760 millones de afios); y los microorganismos,
en las dltimas 11 horas con 35 minutos (4.000 millones de afios). De igual forma, se estima que
existen mas bacterias que estrellas en el universo, y que su biomasa, sin incluir otros
microorganismos, es 1.166 veces mayor que la de los humanos en todo el mundo. La mayoria de la
biomasa de los microorganismos se encuentra en los subsuelos, aunque pueden encontrarse en
todos los ambientes, desde la troposfera hasta el suelo ocednico a mas de 5.700 m. de profundidad.

En cuanto a diversidad, una cucharada de suelo puede contener mas de 1.000 millones de
bacterias que representan mas de 53.000 especies. Aunque los microorganismos no son
apreciables a simple vista, juegan un papel imprescindible en nuestras vidas. Aproximadamente el
50% del oxigeno en la atmdsfera es producido por microalgas. Son esenciales en el reciclaje de
elementos, transformando materia. Son reguladores de las condiciones climaticas.
Adicionalmente, son importantes en el control de patégenos, en la degradacién de contaminantes,
y como bioindicadores de impacto ambiental, entre otros. Es fundamental conocer y entender
como los procesos microbianos impactan en la vida del hombre y los ecosistemas para poder
incorporar todo ese conocimiento en la toma de decisiones.

Caso de estudio: efecto de los metales pesados en comunidades microbianas. Uso de los
microorganismos como indices para diagndstico de contaminacidn.
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1.4. Presentacion: Qué es el ADN ambiental, historia, limitaciones, flujo de trabajo en
estudios con ADN ambiental y métodos (metabarcoding,

metagenomica)
Ponente: Paola Pulido-Santacruz
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia

Resumen

El conocimiento de la biodiversidad es incompleto o no esta descrito para numerosos grupos
biologicos y regiones geograficas. Los esfuerzos de conservacion dependen esencialmente del
monitoreo bioldgico en el espacio y el tiempo. Tradicionalmente este seguimiento se ha basado en
la identificacidn fisica de las especies, de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo,
esto se dificulta por la similitud de algunas especies, la plasticidad fenotipica, etc. I[gualmente,
estas técnicas generalmente son invasivas y dependen de la experiencia y conocimiento de las
personas que lo realizan. Esto requiere enfoques alternativos, como el monitoreo a partir del ADN
ambiental, el cual se basa en la presencia de ADN de una gran diversidad de organismos en el
ambiente. Ademas de los microorganismos estan las especies que interactian con el ambiente y
dejan un rastro (pelos, escamas, excrementos, etc.). Una muestra de ADN ambiental esta
compuesta de material genético intracelular y extracelular, este dltimo como resultado de la
muerte de las células que liberan su contenido al ambiente. Las decisiones involucradas en un
estudio de metabarcoding se centran en qué (agua, suelo, sedimentos, etc.), y coémo
(metabarcoding, metagendmica, metatranscriptémica, etc.) se puede realizar el muestreo. El
metabarcoding permite la identificacién de los diferentes taxones presentes en la muestra, a
través del uso de cebadores (primers) especificos en el ADN extraido, que permiten multiplicar
una region genética determinada, usando la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), las cuales
son posteriormente secuenciadas. Por su parte, con la metagen6mica se realiza la caracterizacion
funcional de las comunidades microbianas, y no involucra un paso de PCR, sino que el ADN
extraido es secuenciado directamente. Estas dos técnicas necesitan el uso de base de datos de
referencia para su andlisis. El flujo de trabajo en estudios con ADN ambiental comprende: un
disefio experimental, muestreo en campo, extraccion de ADN, amplificacion y/o secuenciacion del
ADN, analisis bioinformatico (metagenoémica, metabarcoding, ID de especies individuales), e
interpretacion bioldgica. Aplicaciones metabarcoding: reconstrucciéon de ecosistemas antiguos,
deteccién de especies invasoras, interacciones planta polinizador, monitoreo de contaminacion,
etc. Las principales limitaciones del ADN ambiental: errores en la PCR o secuenciacion, bases de
datos de referencia incompletas, no permite una estimacion precisa del nimero de organismos en
la muestra.
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1.5. Presentacion:  ADN ambiental como herramienta de monitoreo

Ponente: Mailyn Gonzalez
Institucion: Instituto Alexander von Humboldt, Bogota, Colombia
Resumen

El metabarcoding es una herramienta basada en ADN ambiental para la caracterizaciéon y
monitoreo de la biodiversidad, y se deriva de la técnica de cdédigos de barras de ADN (barcoding)
para caracterizacion de especies individuales. Los cédigos de barras de ADN corresponden a una
0 varias secuencias genéticas conservadas que permiten atribuir, a través de bases de datos de
referencia, una identificacién taxonémica a una muestra biolégica de manera rapida, estandar y
objetiva. Los estudios de biodiversidad tradicionales encuentran limitaciones cuando se analizan
ciertos grupos como por ejemplo insectos y hongos, o los organismos microscépicos; o cuando se
encuentran en diferentes estadios de vida (huevos, larvas, pupas, etc.). El barcoding es una
herramienta util para superar esas limitaciones. La técnica se basa en las distancias genéticas
entre las especies, de tal forma que la region genética, conservada para todos los organismos,
presente una mayor divergencia entre especies que dentro de éstas. Esta técnica requiere bases de
datos de referencia que deben ser construidas con el conocimiento de taxénomos expertos, de tal
forma que se requiere de registros muy bien identificados. En el caso de los cédigos de barras de
ADN existe la base de datos de referencia publica Barcode of Life Data System (BOLD), la cual
posee actualmente alrededor de 9 millones de registros que representan mas de 300 mil
especies.Las diferentes iniciativas a nivel mundial alimentan las bases de datos de referencia. En el
caso de Colombia, esta participa en la red mundial BIOSCAN que retdne instituciones de mas de 30
paises. A nivel local se establecid la red iBOL Colombia que involucra la participacion de expertos
de alrededor de 20 instituciones del pais. El metabarcoding es una técnica que a través de la
amplificaciéon y secuenciacion del ADN ambiental permite la identificacion de unidades
taxondmicas (~especies). A diferencia del barcoding las regiones identificadas son mas cortas, por
la fragmentacion del ADN en el ambiente y por la técnica de secuenciaciéon usada. Las secuencias
obtenidas se agrupan por similitud en OTUs (Operational Taxonomic Units) y a estas se les busca
su correspondencia taxonomica en bases de datos de referencia. Las regiones genéticas a usar
para metabarcoding por grupo biolégico son: 16S arqueas y bacterias, y 18S eucariotas. La
precisidon taxondémica generalmente llega a orden o familia. La informacién generada en este tipo
de estudios es altamente depurada, de tal forma que puede llegarse a descartar cerca del 90%,
pero esto garantiza informacién de mucha mayor calidad. Estudios de caso: estudios genéticos
realizados en paralelo con los tradicionales han permitido generar modelos predictivos de calidad
de agua. Estudios de contaminacién por hidrocarburos con base en informacién de eucariotas con
18S han permitido identificar taxas como bioindicadores



oM B I A

ANHS

AGENCIA NACIONAL DE HIDROCARBUROS
COLOMBIA

INSTITUTO

HUMBOLDT

cC 0L

1.6. Presentacion:  Estudio de caso: "evaluacion del microbioma endéfito de plantas
comerciales y silvestres del banano frente a la aplicacion de la PGPR
EA-CB0575" & Unidad de servicios de secuenciacion U-EAFIT

Ponentes: Javier Correa, Juan Sebastian Solano
Institucién: Universidad EAFIT, Medellin, Colombia
Resumen

Trabajo preliminar orientado al entendimiento de las dindmicas de las comunidades microbianas
en el banano, para la busqueda de soluciones al sector agricola desde un punto de vista mas
amigable con el ambiente. El banano es el tercer producto agricola mas importante de exportacion
en Colombia. Este cultivo se ve afectado por patégenos como la “Sigatoka negra”, “Moko del
platano”, y “Fusarium”, los cuales amenazan la productividad. Adicionalmente, se prevé que el
cambio climatico incide negativamente, aumenta el impacto de estas enfermedades. Se ha
encontrado que la variedad silvestre no comercial Calcutta 4, posee resistencia a diferentes
patogenos. Esta variedad se reproduce sexualmente lo que favorece la diversidad genética en su
acervo.

De acuerdo a esto, ;existe una diversidad diferencial entre la microbiota de la variedad Calcutta 4
y la comercial, que se asocie a la resistencia de los patégenos? El primer paso es estudiar las
variedades ancestrales con el proposito de entender el rol de los microorganismos en la evoluciéon
y el proceso de domesticacion de éstas, que podrian permitir transferir esa microbiota a las
variedades comerciales. Por lo anterior, se buscé evaluar y estimar la diversidad de
microorganismos endofitos presentes en las diferentes estructuras de la planta del banano (raices,
pseudotallo y hojas), tanto en el comercial como el no comercial. Para ello se realizé un estudio
metagendmico de la microbiota, usando el gen 16S completo para bacterias y la regién ITS para
hongos. Se encontré una gran diversidad de microbiota en las dos variedades, de la cual mucha no
habia sido reportada anteriormente, en donde el género mas abundante fue el Bacillus. No se
encontrd diferencia significativa entre la microbiota de las dos variedades en invernadero. Sin
embargo, a nivel de tejidos, la raiz presenta una composicién de microbiota muy diferente a la de
hojas y pseudotallos, la cuales presentaron resultados muy similares entre si. Igualmente, se
observé que cuando las plantas son afectadas por patogenos la composiciéon de la microbiota
cambia.

El Centro de Gendmica y Biologia Computacional de la EAFIT tiene como objetivo desarrollar y
aplicar soluciones basadas en la secuenciacidon de genomas y la bioinformatica, tanto a la industria
como a la investigacién. Entre las tecnologias disponibles se encuentra la plataforma de
secuenciacion masiva iSeq 100 de Illumina. También cuenta con 3 secuenciadores MinION de la
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compafiia Oxford Nanopore. En cuanto a la capacidad de cémputo el centro cuenta con 49
servidores (APOLO). Dentro del portafolio de servicios se encuentra el analisis de comunidades
microbianas en 5 regiones del gen 16S, secuenciaciéon y analisis de genomas procariotas,
eucariotas y virales, secuenciacion y analisis de amplicones y tiempo de cdmputo en el servidor.

1.7. Presentacion: Hongos: mas alla de simples champifiones. Aproximaciones
tecnoldgicas para el estudio de diversidad fiingica

Ponente: Marcela Guevara Suarez
Institucién: Universidad de los Andes, Bogot4, Colombia
Resumen

La primera asociacion general sobre los hongos es que son especies comestibles. Sin embargo, a
nivel de los macromicetos (hongos visibles a simple vista) existe una gran diversidad, muchos de
los cuales estan relacionados a la biotecnologia. Pero donde existe una diversidad mucho mayor,
generalmente subestimada, es a nivel de los hongos microscépicos o microhongos. El niimero de
especies ha ido incrementando afio tras afio, debido principalmente al uso de herramientas
moleculares, las cuales permiten superar las limitaciones de la taxonomia clasica, donde la
agrupacion se realiza con base en la morfologia. Estos microhongos aunque no son apreciables
tienen grandes impactos en la sociedad. Estos se encuentran dentro del phyllum Ascomycota que
puede contener mas de 90.000 especies. Los microhongos estan divididos en dos tipos: hongos
filamentosos y hongos levarudiformes (unicelulares), los cuales se encuentran asociados a
procesos de fermentacidn. La diversidad de estos hongos microscépicos se estima en 2.2 a 3.8
millones de especies, de los cuales no se conoce mas del 5%. Mas alla de la industria alimentaria
(quesos, embutidos) los hongos han contribuido al desarrollo de productos farmacéuticos
(antibioticos, enzimas, inmunosupresores), la biotecnologia (biocombustibles, degradacion de
contaminantes) e incluso la industria del petréleo (biorremediaciéon). En estudios de
contaminacion por hidrocarburos se ha observado que el contaminante era el principal factor que
estructuraba no solo la rizosfera, sino también los microbiomas de los tejidos vegetales. En
general, la diversidad de especies disminuy6 a medida que aumentaba la contaminacién. Esta
informacion es importante para disefiar microbiomas vegetales, 6ptimos para la fitorremediacion
eficiente de la contaminaciéon organica. Para estimar y caracterizar la diversidad fungica, y
microbiana en general, existen diferentes aproximaciones como la gendémica (genes), la
transcriptémica (ARNm), protedmica (proteinas), y metabolémica (metabolitos).
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1.8. Presentacion:  Environmental monitoring and assessment of aquatic systems using

eDNA metabarcoding
Ponente: Anthony Chariton
Institucion: Macquire University, Sidney, Australia

Resumen

Los objetivos de un programa de monitoreo estan enfocados a proporcionar evaluaciones
cientificas costo-efectivas; proteger comunidades acuaticas naturales saludables y delicadas; y
apoyar la proteccion de la integridad quimica, fisica y biologica (atributos funcionales y
estructurales. Adicionalmente, se busca proporcionar informacién ttil y entendible a los usuarios
finales (p. ej. tomadores de decisiones), generar confianza del publico general en el
comportamiento de la industria, y proporcionar a la industria elementos de soporte sobre el
esfuerzo para proteger el ambiente. Desde una perspectiva ecolégica lo que se busca es entender
como cambian las comunidades en el espacio y en el tiempo; como reaccionan ante un
contaminante, observando sus efectos a corto y largo plazo; y si los patrones de cambio pueden
ser predecibles y cambiar en magnitud. Un programa de monitoreo no se basa en muestrear todos
los organismos presentes en un ecosistema, sino en los mas representativos (no los raros), que
permitan obtener una vision general y reproducible del sistema. Todos los estudios tienen
limitaciones, sin embargo, siempre hay compensaciones y hay que identificarlas, de tal forma que
se logre la mas alta precisiéon y exactitud en los resultados. Para el caso de monitoreo de
macrobentos, con el sistema tradicional, existen muchas limitantes, como el alto costo, los largos
tiempos para producir resultados, la necesidad de expertos taxénomos, la falta de descripcion
funcional de los ecosistemas, y la falta de deteccion de cambios pequefios, entre otros. La
aproximacion del monitoreo con ADN ambiental, a través del metabarcoding, permite, por otro
lado, obtener informacién con mayor rapidez y eficiencia. En un estudio realizado en 5 estuarios
de Australia se utilizé el gen 18S, para detectar cambios en la composicidn de las comunidades en
respuesta a fluctuaciones de agentes fisicos y quimicos. Se observé que la riqueza de OTUs es
mayor en sistemas contaminados, lo cual fue opuesto a lo esperado en un sistema de monitoreo
tradicional. Sin embargo, lo que se encontr6 en este estudio con metabarcoding, es que la alta
biodiversidad no es un indicio de la buena salud del ecosistema, sino el producto de la confluencia
de diferentes tipos de agua residuales. De acuerdo a la composicién de OTUs en cada sistema se
puede detectar los que funcionan como bioindicadores, y asi empezar a desarrollar modelos
predictivos. Con los datos del metabarcoding se observé que los cambios en la estructura de las
comunidades responden a variables ambientales y antropogénicas, que llevan a fluctuaciones en
los nutrientes (fésforo, nitrégeno), pH, conductividad, turbidez, etc. Los datos del metabarcoding
no solo permiten estimar el nimero de taxones, sino también la representacion de las bacterias, a
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partir de las cuales se puede inferir las funciones que realizan, de tal forma que cambios
estructurales en las comunidades se reflejan en cambios funcionales. Los datos obtenidos a partir
de 16S pueden ser usados para realizar inferencias funcionales, sin necesidad de realizar
metagenomica. La temporalidad puede tener inconvenientes en el muestreo, de tal forma que no
se detectan perturbaciones anteriores al momento del muestreo. Sin embargo, las bacterias dejan
una huella en el sistema aun si el agente estresante ha desaparecido.

2. Segundo dia - 25 de noviembre

2.1. Presentacion:  Disefio experimental general

Ponentes: Bibiana Gomez, Lina Sanchez
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

El disenio de muestreo se puede definir como una combinacién de estructura de disefio, estructura
de tratamiento, y aleatorizacion, para responder una pregunta de investigacion. Los estudios
generalmente inician con observaciones a partir de las cuales se generan modelos e hipotesis que
se desean comprobar, y para ello se necesita desarrollar un experimento o muestreo. Este tltimo
puede llevar a la obtenciéon de nuevas observaciones, conformando asi un ciclo de evaluacién y
monitoreo. El disefio de muestreo es una etapa del ciclo que surge de la necesidad de informacion
para responder una pregunta o preguntas bioldgicas, planteadas en el estudio como hipétesis.

Transversal al disefio de muestreo se encuentra una etapa de la gestion de la informacién, que
involucra el tipo de informacién generada y el lugar de almacenamiento. Las siguientes etapas del
ciclo comprenden la recoleccién de los datos y metadatos, y el andlisis e interpretacion de éstos de
acuerdo al disefio. La estadistica inferencial juega un papel importante en el monitoreo por cuanto
esta proporciona los métodos y procedimientos para deducir propiedades acerca de la poblacién a
partir de una muestra representativa. Existen dos elementos claves para obtener una muestra
representativa y controlar la variacion son la aleatorizacién (seleccién de la muestra) y la
replicacién (tamafo de la muestra). El objetivo es tratar de obtener datos con la mayor precision
y exactitud posibles con relacion a la poblacion total. Un factor importante en el disefio es la
potencia de una prueba, que se define como la probabilidad de rechazar la hipo6tesis nula cuando
ésta es falsa. Una prueba estadistica es buena si es pequefia la probabilidad de rechazar la
hipdtesis nula siendo verdadera, y grande la probabilidad de rechazarla siendo falsa. [gualmente
es importante considerar la manera en que fueron obtenidos los datos, la naturaleza de la
poblacién de la que sacé la muestra, y la escala que se empled. En resumen, las etapas de la
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realizacion de un muestreo o experimento son: formulacién de la pregunta, formulacién de las
hipétesis, formulacion de predicciones, disefio del experimento, ejecuciéon o toma de datos,
analisis estadistico, e interpretacién. En cuanto a las etapas o requisitos del experimento estan:
disefiar la linea base para conocer el rango de la variabilidad, definir las unidades experimentales,
definir los tratamientos, definir el nimero de réplicas, definir la aplicacién de los tratamientos,
asignar los tratamientos a las unidades experimentales, definir el arreglo temporal y espacial de
los tratamientos, y definir la variable respuesta. Los principios basicos del disefio de muestreo
son: reducir la incertidumbre y evaluar el poder estadistico con la incertidumbre restantes,
realizar una evaluacién integral, y evaluar el impacto inmediato y el impacto potencial por
acumulacion en el tiempo y el espacio. Los sistemas bioldgicos se caracterizan por altos niveles de
variacién aleatoria que diluye las relaciones de interés, por lo tanto, los datos siempre incluyen
error e incertidumbre. La realizaciéon de simulaciones es importante no se conoce la respuesta, eso
permite realizar una mejor estrategia de muestreo.

2.2. Presentacién:  Disefo experimental en metabarcoding

Ponente: Paola Montoya
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

Para el andlisis de metabarcoding es imprescindible detectar la variaciéon natural de las
comunidades, y cudles son los factores que afectan dicha variacion. Para esto es importante definir
la unidad de muestreo o experimental (parcela, transecto, organismo, etc.) que es donde se van a
realizar las observaciones. En metabarcoding existen diferentes unidades de muestreo. Para
suelos la unidad de muestreo mas usada es la parcela, a partir de la cual se pueden tomar varias
submuestras. Para estos casos se recomienda tomar mas de una submuestra que puede ser de
manera sistematica, aleatoria o agregada, de tal forma que al final la unidad de muestreo esté
representada por una o dos muestras (dos mediciones). Para cuerpos de agua la unidad de
muestreo son generalmente transectos y se recomienda que al menos se tomen 3 medidas o
submuestras. Al final el resultado es una sola mediciéon de la unidad de muestreo con una
incertidumbre asociada. Cada submuestra representa una extraccion de ADN, y cada extraccion 3
amplificaciones de las regiones genéticas de interés (réplicas técnicas), esto con el fin de controlar
el ruido o variabilidad introducido por otros factores. De esta forma, 1 unidad de muestreo con 3
réplicas biolédgicas, cada una de estas con 3 réplicas técnicas, para 3 grupos biologicos, va a
representar 27 muestras para secuenciacion. Para la amplificacion de la regién de interés
generalmente se usan los cebadores (primers) 16S para bacterias y arqueas, ITS para hongos, y
18S para eucariotas. Por otro lado, la seleccion de los cebadores depende de la resolucion
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taxonomica (especie, género, familia, orden) a la que se desea llegar. Un cebador con mayor
espectro o cobertura va a tener una menor resolucion. Para el monitoreo se deben usar siempre
los cebadores seleccionados desde el inicio del estudio para no introducir variacién adicional, lo
que no permitiria realizar comparaciones. El nimero de unidades muestrales va a depender del
sistema donde se quiere realizar el andlisis, mientras mas heterogéneo sea este mayor nimero de
unidades muestrales deberia incluir el estudio., esto con el fin de determinar el efecto del factor de
interés (p. ej. pH, oxigeno disuelto, fosforo, etc.). Una recomendacidn es realizar estudios piloto,
que ayudan a definir a capturar el efecto del factor o variable de interés, y con ello estructurar un
adecuado diseno de muestreo. Las simulaciones son igualmente utiles para este propoésito. La
preservacion adecuada de las muestras antes de la extraccion de ADN es esencial para no
introducir variacién que altere los resultados y comparaciones. Factores como temperatura,
humedad, radiaciéon UV y actividad enzimatica afectan adversamente las muestras.

Existen diferentes maneras de preservar las muestras como el uso de hielo, soluciones de
preservacion, desecacion, etc. Se recomienda realizar el procesamiento de las muestras dentro de
las siguientes 24 horas. El uso de controles en las diferentes etapas del estudio es esencial para
controlar el ruido de las técnicas u otros factores intrinsecos desconocidos, los cuales son
eliminados de los andlisis a través de la bioinformatica. Entre estos estan los controles de
filtracion del agua, de extracciéon de ADN, controles positivos con mezcla de ADN de organismos y
cantidades conocidas, y blancos de secuenciacion. La cantidad de controles puede representar
entre el 10-20% del total de muestras del estudio.
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2.3. Presentaciéon:  Recoleccion y procesamiento de muestras de suelo, agua y sedimento

en campo
Ponente: Maria Claudia Gonzalez
Institucion: Instituto Alexander von Humboldt, Bogota, Colombia

Resumen

Presentacion del video demostrativo realizado por el Instituto que explica los diferentes pasos
para la recoleccién y procesamiento en laboratorio de muestras de suelo, agua y sedimento. En el
video se explican diferentes pautas para la toma, preservacion y procesamiento de las muestras
con el fin de reducir errores y posible contaminacion.

2.4. Presentaciéon:  Extraccion de ADN ambiental para metabarcoding

Ponente: Paola Pulido-Santacruz
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

Presentacion del video demostrativo realizado por el Instituto que explica los pasos y
recomendaciones para la extraccion de ADN ambiental en el laboratorio. Existen diferentes
protocolos de extraccién de ADN en los cuales varia la eficiencia en la recuperaciéon de ADN y la
remociéon de inhibidores de la amplificacion. No existe un protocolo Unico o estandar, se debe
buscar el protocolo que se adecue a las necesidades y al objetivo del estudio. E1 ADN ambiental
representa una mezcla compleja de material genético de muchos organismos diferentes y material
celular. Este contiene tanto ADN extracelular (células muertas) como intracelular (células vivas,
principalmente microorganismos). Con las técnicas de metabarcoding o metagendémica se aisla
todo el ADN contenido en la muestra sin separacién por grupos biol6gicos u organismos.
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2.5. Presentaciéon: Comparativa de métodos y costos, mapeo de capacidades

Ponente: Nicolas Franco
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

El flujo de trabajo de metabarcoding comprende dos fases: la de campo (recolecta de muestras), y
la de laboratorio (analitica). Sin embargo, antes de iniciar el trabajo se debe realizar el disefio del
experimento. Para la fase de campo es importante garantizar la asepsia en la toma de muestras,
para disminuir el riesgo de contaminacién cruzada; y garantizar la cadena de frio o la preservacion
de la muestra, con el fin de mantener la composiciéon microbiana del instante de la toma de la
muestra, asi como para evitar la degradacién del ADN. Esta fase debe realizarse por personal
capacitado. En la fase de laboratorio, igualmente se debe garantizar la asepsia en la manipulacién
de las muestras, materiales y equipos; mantener la preservacién de las muestras hasta el
momento de la extraccion de ADN; llevar un registro de los procedimientos; e incluir controles. En
el laboratorio se realiza el preprocesamiento de las muestras (filtracion de muestras de agua,
pesaje de muestras de agua y sedimentos), la extraccion y amplificacion del ADN, y la
secuenciacion, que generalmente se realiza a través de laboratorios externos especializados en
ofrecer ese tipo de servicios. El preprocesamiento y la extraccion de ADN de las muestras puede
ser realizada en campo (in situ) en un area acondicionada para ello. Esto ayuda a mantener la
integridad de la muestra en caso de no poder mantener las condiciones necesarias de
preservacion hasta la empresa o laboratorio donde finalmente seran procesadas.

Para la amplificacién y secuenciacion del ADN es importante realizar la correcta seleccién de los
cebadores (16S bacterias, ITS hongos, y 18S eucariotas), e incluir réplicas técnicas y controles de
PCR. Estos controles consisten en muestras que contienen todos los reactivos excepto ADN, los
cuales ayudardn en la depuracién de la informacién durante el andlisis bioinformatico.
Posteriormente se realiza la preparacion de librerias (etiquetacion de productos de PCR) y
secuenciacion de las muestras, lo cual permite transformar la informacién molecular en datos o
archivos de texto, que contienen la composicion de las regiones de ADN amplificadas. La
secuenciacion puede ser realizada a través de diferentes plataformas, sin embargo, la mas
frecuente es la de Illumina, con capacidad de procesar gran cantidad de muestras y producir
millones de datos en corto tiempo. Con los datos obtenidos en la secuenciacién se realiza la fase de
procedimiento in silico o bioinformatica, que consiste en realizar los andlisis de la informacién
obtenida para organizarla, estructurarla y finalmente interpretarla durante los analisis ecologicos.
Es fundamental que todos los procedimientos realizados en las diferentes etapas se articulen
desde su concepcion hasta los analisis finales.
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3. Tercer dia - 26 de noviembre

3.1. Presentaciéon: Procesamiento de muestras y analisis del ADN ambiental por

metabarcoding
Ponente: Amaia Iribar
Institucién: Centre National de la Recherche Scientifique - CNRS, Francia

Resumen

El ADN ambiental es ADN procedente de diferentes organismos extraido de muestras ambientales
(p- ej. agua, suelo, polen, heces, etc.). E1 ADN recuperado en las muestras puede ser tanto
extracelular como intracelular. A partir de este ADN se puede obtener informacién cualitativa,
aplicando técnicas de laboratorio como qPCR y ddPCR, donde se estima el nimero de copias de un
gen de un organismo; e informacion cuantitativa, como el caso del metabarcoding, que permite la
deteccion de grupos taxondmicos presentes en la muestra. El metabarcoding es una técnica que
permite la identificaciéon de un pool de especies a través de un gen barcode. La aplicacién mas
frecuente de esta técnica es el estudio rapido de la biodiversidad basado en el ADN ambiental. El
metabarcoding comprende todas las etapas desde el muestreo en campo hasta la asignacion
taxondmica de las secuencias obtenidas. El trabajo se puede dividir en dos bloques: el wetlab o
trabajo en laboratorio, y el in silico que involucra todos los analisis computacionales. El primer
bloque de trabajo o wetlab, inicia con la fase de muestreo. Para el caso especifico de suelos se
utilizan parcelas de 100 m? donde se realiza una cuadricula, tomando muestras cada 20 m, en
donde en cada una se toman 4 submuestras o puntos. Al final se obtienen 16 muestras de 80
puntos. Cada muestra estd constituida por 200 g de suelo, 15 de los cuales se utilizan para la
extraccion de ADN, y el restante para andlisis fisico-quimicos. La siguiente fase es la extraccion del
ADN, que para este caso se realiza para el ADN extracelular. El ADN extracelular es un método
rapido y econdmico que representa adecuadamente la biodiversidad presente en la muestra.

Adicionalmente, permite tener una cobertura de muestreo a gran escala y detectar ADN de
organismos distantes o antiguos. La tercera etapa consiste en la amplificacion del ADN o PCR, la
cual permite obtener multiples copias de la region de interés para el estudio. Para esto se realiza la
seleccidon de los primers barcode, que deben estar en una regiéon conservada que, a pesar de ser
comun a todos los organismos, permita diferenciar los diferentes taxas presentes en la muestra. A
estos primers se les debe agregar una etiqueta (tag) de 8 nucledtidos que permita identificarlos en
el proceso de secuenciacion, por cuanto todos los primers estan presentes al mismo tiempo en la
reaccion de secuenciacién, lo cual es denominado como multiplexado. Cada evento de
amplificacion incluye controles positivos y negativos para deteccién de contaminacién cruzada. La
ultima fase del wetlab es la secuenciacion. Esta fase inicia con la preparacion de librerias, que
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consiste en adecuar los productos de amplificacion para poder ser leidos por el equipo de
secuenciacion. Una vez verificada la libreria se cuantifica a través de qPCR. Posteriormente las
librerfas se normalizan, se organizan en pools, y se llevan a una de las plataformas de
secuenciacion de Illumnia (MiSeq, HiSeq, NovaSeq), las cuales se diferencian en la capacidad de
generacion de datos y el tamafio de las lecturas.

3.2. Presentaciéon: Estudios de diversidad microbiana en la cadena de suministro de

petroleo
Ponentes: Adriana Torres-Ballesteros, Natalia Sierra-Garcia
Institucién: Mind the Microbes, Inglaterra

Resumen

Existen diferentes niveles de informacién para entender el mundo que nos rodea. A nivel
molecular se estudian principalmente tres tipos de moléculas: ADN, ARN, y proteinas. Estas
moléculas proporcionan informaciéon sobre la identidad y funcién de los microorganismos
presentes en ellos ecosistemas. El estudio de estas moléculas se realiza a través de técnicas que
permitan obtener las secuencias de éstas. A través de la secuenciacion se puede obtener
informaciéon sobre la taxonomia (gen 16S) y funcion (gen alkB) de las comunidades de
microorganismos que componen un ecosistema. El término metagendmica es el estudio de los
genes de interés de todos los microorganismos presentes en una muestra (agua, suelo, etc.).

Diversidad microbiana en la cadena de suministro del petrdleo. Esta cadena involucra todas las
actividades que estan relacionadas con la industria del petréleo y que comprende las actividades
upstream (exploracién, perforacién y produccién), midstream (tratamiento, almacenamiento y
transporte), downstream (refinamiento, distribucién y marketing). Los microorganismos estan
presentes en esas diferentes etapas del petréleo y hacen parte de éste, ademas de los mas de
20.000 tipos de hidrocarburos que lo componen, los cuales constituyen la fuente de energia de los
microorganismos. La biodegradacién del petrdleo por parte de los microorganismos puede ser
tanto de naturaleza aerdbica (con presencia de oxigeno) como anaerédbica (sin presencia de
oxigeno), dependiendo de la profundidad a la que estos se encuentren, por cuanto a medida que se
desciende existen otros compuestos diferentes al oxigeno, haciendo que cambie el tipo de
metabolismo de los microorganismos. La degradacién de hidrocarburos en anaerobiosis ocurre
por asociacion de bacterias fermentativas y arqueas metanogénicas. Estudios realizados en
reservorios de petrdleo tanto explotados (alterados) como no explotados (pristinos, sin
alteracion) a través de estudios de metabarcoding y metagendémica con 16S para bacterias y
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arqueas, revelaron composiciones microbianas y funciones asociadas, muy diferentes entre ambos
pozos, encontrando igualmente correlaciones entre la temperatura y la profundidad con el tipo de
comunidades microbianas. En otro estudio, realizado en un derrame accidental de petréleo, se
analizaron muestras a lo largo del gradiente de dispersion del contaminante y a diferentes
profundidades. Se observd que algunos grupos de microorganismos estan presentes en todas las
muestras y en todas las profundidades, sin embargo, su abundancia variaba de acuerdo a la
distancia del derrame y la profundidad, siendo esta ultima variable donde mas correlacion se
observo.

3.3. Presentacion:  Procesamiento bioinformatico para datos de metabarcoding

Ponente: Nicolas Franco
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

El objetivo del procesamiento bioinformatico, una vez filtrada y depurada la informacion, es
obtener tablas de comunidades clasificadas en OTUs en términos de abundancias relativas para
cada una de las muestras o unidades muestrales. Recapitulando las etapas del metabarcoding
estan la extraccion del ADN ambiental a partir de las muestras; amplificacién de la region objetivo
(p- €j. 16S) para los grupos biolégicos de interés, con 3 réplicas técnicas de PCR; preparacion de
librerias con el kit especifico para la plataforma de secuenciacién; secuenciacidn de las muestras; y
generacion de lecturas para las dos cadenas del ADN de la regién objetivo (sentido forward y
reverse), que consisten en archivos de texto plano con la composicién nucleotidica de los
fragmentos de ADN secuenciados. Dentro de esta tltima fase, de procesamiento bioinformatico, se
realiza la identificacion de las muestras de acuerdo a la etiqueta que se haya adherido al cebador o
primer. A su vez, el procesamiento bioinformatico se divide en cuatro etapas, las cuales siguen un
procedimiento y uso de programas de manera general, independientemente del estudio que se
esté realizando con metabarcoding. Sin embargo, hay decisiones que son especificas para el
estudio. La etapa uno, manipulacién basica de los datos, consiste el procesamiento de las lecturas
obtenidas del secuenciador para obtener las secuencias que se van a analizar. En esta etapa se
lleva a cabo la demultiplexacién de los cebadores para identificar las muestras; el ensamblaje de
las dos lecturas obtenidas para la region (forward y reverse), con el fin de generar una secuencia
consenso; se depuran los errores producidos durante la amplificacién y secuenciacidn; y se filtran
las lecturas de acuerdo al tamafo. Las lecturas deben tener un tamafio consistente con la region
obtenida con los primers seleccionados. En la segunda etapa, clasificacién de secuencias, se
realizan analisis de agrupamiento para agrupar las secuencias de acuerdo a su similitud, ya sea
con base en la informacién obtenida de las bases de datos de referencia, obteniendo grupos



ANHS

AGENCIA NACIONAL DE HIDROCARBUROS
COLOMBIA

INSTITUTO
COoOLOMEZBISA

HUMBOLDT

taxonomicos, o sin bases de datos de referencia, generando OTUs. En bacterias, todas las
secuencias que sean similares en un 97% se consideran del mismo grupo (OTU). En la tercera
etapa, comparaciones experimentales, se utilizan los diferentes controles y réplicas (técnicas y
biologicas) para depurar y remover informacion, y llegar asi a la tabla de comunidades con las
abundancias relativas. La udltima etapa comprende los andlisis ecoldgicos, donde se obtienen
indices de abundancia, diversidad, y otros parametros que permitan realizar comparaciones. Estos
analisis pueden complementarse con mediciones obtenidas de variables fisico-quimicas. Es
fundamental tener una buena comprension del experimento para realizar un buen analisis e
interpretacién de los resultados.

3.4. Presentacion:  Analisis ecolégicos de metabarcoding

Ponente: Paola Montoya
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

Realizada la depuracién de los datos obtenidos de la secuenciacion, se obtiene la matriz de
comunidades, que estd compuesta por los OTUs o por categorias taxon6micas, y las muestras o
unidades de muestreo, con las mediciones de abundancia relativa, obtenidas a partir del nimero
de lecturas, que no son una medida del nimero de individuos. Los OTUs son variantes moleculares
que se obtienen por la agrupacion de secuencias con un porcentaje de similitud que no
necesariamente corresponde a un nivel taxonémico como familia, orden, etc. Estos OTUs son
comparables entre diferentes muestras. Debido a la alta variacién en el nimero de lecturas de las
muestras, algunas sin mediciones, se utilizan las curvas de rarefaccidn, en las cuales se analiza la
relacion del nimero de lecturas con el nimero de agrupamientos (OTUs, grupos taxon6micos).
Mientras mas lecturas se obtengan mayor es la probabilidad de obtener mas agrupamientos, lo
cual puede ser problematico en la mayoria de datos, ya que la desigualdad puede resultar en
analisis ecoldgicos erréneos. Para controlar esta variacion se estima el nimero de lecturas que
representen bien a todas las muestras, con el fin de que las comparaciones sean equiparables. Sin
embargo, la desventaja de dicho anadlisis es la pérdida de informacion, que se puede reflejar en la
disminucién del nimero de OTUs. De acuerdo a las preguntas que se hayan planteado desde el
inicio del disefio del experimento, se realizaran los analisis ecoldgicos respectivos. No obstante, se
pueden realizar andlisis generales que pueden ayudar a responder algunas preguntas, entre estos
estan las estimaciones de diversidad. Las estimaciones de diversidad pueden ser dentro de la
localidad (diversidad alfa), o entre localidades (diversidad beta). La diversidad alfa puede
estimarse como la riqueza de OTUs observados de acuerdo a diferentes indices de diversidad, los
cuales puede variar por ejemplo, en cuanto uno le puede otorgar mas peso a los OTUs raros,
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mientras que otro a los OTUs mas abundantes. Para metabarcoding el mas recomendado es el
indice de Shannon. Por cuanto los indices representan un valor descriptivo, con el fin de efectuar
comparaciones es necesario realizar una prueba estadistica (AMOVA, PERMANOVA, ANOSIM). Se
debe resaltar que en este tipo de estudios mas estimar cuanta diversidad se tiene, es quién la
representa, es decir la composicién microbiana. La diversidad beta, que implica comparaciones
entre localidades, generalmente requiere una transformaciéon de los datos. Estas comparaciones
pueden realizarse a través de diferentes analisis como analisis de agrupamiento (clustering),
analisis de componentes principales, escalamiento multidimensional no métrico, y analisis de
correspondencia. Un andlisis adicional, es la deteccién de especies indicadores (por afectaciones,
cambios, estrés, etc) que se pueden realizar con TITAN (Threshold Indicator Taxa Analysis),
Dufrene (Legendre Indicator Analysis), y aproximaciones por machine learning.

3.5. Presentaciéon: Herramientas metagenomicas y metabarcoding para el estudio de
diversidad taxondmica y funcional en microbiomas ambientales bajo
seleccion con hidrocarburos

Ponente: Howard Junca
Institucioén: Microbiomas Foundation, Colombia
Resumen

En suelos y otros ambientes los microorganismos son los mas abundantes y constituyen la
mayoria de la biomasa (mas del 90%). Los ambientes extremos son dominados practicamente por
microorganismos ya que son los unicos que pueden resistir esas condiciones. Las comunidades
microorganismos de suelos son altamente complejas por la gran cantidad de especies presentes, lo
que dificulta discernir sus origenes e identificar sus funciones. A través de herramientas como la
metagenomica y el metabarcoding se obtienen grandes cantidades de informacién a través de las
cuales se puede llegar a determinar la composicién microbiana, sus funciones, rutas metabdlicas,
filogenia, etc. Aunque la mayoria de los microorganismos no son cultivables el desarrollo de este
tipo de técnicas moleculares han permitido identificar cada vez mas tipos de bacterias no
cultivables. De igual manera, este tipo de herramientas ha sido muy util para comprender el efecto
de muchas afectaciones al ambiente causadas por parte del hombre. Uno de los grandes
problemas asociados al hombre son los xenobiéticos, o sustancias quimicas encontradas en los
organismos que no hacen parte de su constitucién, o que estdn presentes en concentraciones
mucho mas altas de lo esperado. Los xenobidticos pueden agruparse como carcinogénicos,
medicamentos, contaminantes ambientales, aditivos alimenticios, hidrocarburos y pesticidas. En
este contexto se han identificado muchos tipos de microorganismos que son capaces de degradar
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contaminantes, al utilizarlos como fuente de energia. Una estrategia de uso de microorganismos
para contrarrestar afectaciones es la biorremediacion. Esta tecnologia incluye diferentes métodos,
como el “landfarming”, para suelos contaminados, que consiste en realizar un arado frecuente y
mezcla superficial de suelo, para permitir aireacidn, y acceso y seleccién de microbios del suelo no
afectado. Por otro lado, existe el “bioventing”, a través del cual se inyecta oxigeno al suelo para
favorecer la degradacién aerobia. Para desarrollar este tipo de tecnologias es muy importante
identificar los microorganismos que participan en el proceso y saber cdmo funcionan, es decir,
determinar el gen o genes que estan involucrados, para lo cual la metagenémica y el
metabarcoding juegan un papel importante. Con secuenciacién masiva y transcriptémica es
posible identificar los genes y rutas metabdlicas involucradas en la degradacién de contaminantes.
Igualmente, los microorganismos tienen el potencial de detectar reservorios de petréleo y gas, de
acuerdo a la expresion de determinados genes.

3.6. Presentaciéon:  Aprendizaje de maquina y exploracion de crudo

Ponente: Juan Manuel Anzola
Institucién: Universidad Central - Corporacién CORPOGEN, Colombia
Resumen

La clasificacién es un proceso (innato en el hombre) que permite organizar, identificar y facilitar la
comunicacion. A través de la clasificacién se asignan etiquetas para identificar un objeto de
manera inequivoca, lo cual le atribuye un valor predictivo. Para el caso de los microorganismos los
sistemas de clasificacion por morfologia no son aplicables, por lo cual se utilizan sus
caracteristicas moleculares, como por ejemplo secuencias de ADN. En metabarcoding se utilizan
regiones de ADN especificas para identificar y diferenciar especies u organismos. De esta forma, a
partir de una muestra ambiental, se realiza la secuenciacién de todo el ADN presente en dicha
muestra, y con el uso de herramientas bioinformaticas se clasifican los diferentes grupos de
microorganismos, a partir de los cuales puedo realizar comparaciones entre diferentes muestras,
y asi interpretar los resultados en un contexto bioldgico. La base de dicha clasificacion se basa en
la implementacién de algoritmos que realizan comparaciones de secuencias (alineamientos)
contra una base de datos de referencia (secuencias de ADN conocidas). Por otro lado, se estan
empezando a implementar métodos que no implican alineamientos, en donde un algoritmo
produce un vector de identificaciéon a partir de la descomposiciéon de la secuencia en palabras
cortas (caracteristicas). Este método facilita el desarrollo del aprendizaje de maquina para
trabajar con ADN. A partir de las palabras obtenidas de las secuencias, se conforma un mapa de
caracteristicas a través del cual se entrena un modelo predictivo que finalmente permite clasificar
la informacién obtenida. El aprendizaje de maquina se basa en el entrenamiento de un modelo con



ANHS

AGENCIA NACIONAL DE HIDROCARBUROS
COLOMBIA

INSTITUTO
COoOLOMEZBISA

HUMBOLDT

un grupo de datos conocidos de tal forma que permita realizar predicciones sobre datos
desconocidos. Usualmente el 70% de los datos proporcionados son usados para el entrenamiento
del modelo, y el 30% restante para evaluar el modelo. A partir de dicho modelo predictivo se
realiza la clasificacion de los microorganismos presentes en la muestra. En aprendizaje de
maquina existen diferentes algoritmos para realizar la clasificacion, de las cuales una de las mas
usadas son las redes neuronales, que son modelos de inteligencia artificial que buscan reproducir
el funcionamiento de un cerebro humano en un computador. Actualmente se viene desarrollando
un método de aprendizaje profundo, que contiene un nimero mucho mayor de funciones de
activaciéon (“neuronas”), lo que aumenta significativamente el valor predictivo. Sin embargo, para
este ultimo método se requiere una mayor cantidad de datos, donde es probable que un estudio de
metagenomica no aporte la suficiente informacién; e igualmente se requiere computacion de alto
desempeiio. El proyecto MetaSUB, el cual busca la incorporacién de los ecosistemas microbianos
en disefio de ambientes urbanos y ciudades, esta aplicando el aprendizaje profundo para, a partir
de muestras metagendmicas obtenidas de superficies de transporte masivo, generar un sistema de
clasificacion que permita determinar su posible origen geografico. En el contexto de exploracion
de hidrocarburos, el aprendizaje de maquina podria permitir obtener clasificadores que
identifiquen, con un alto grado de confianza, regiones con potenciales reservorios. Debido a la alta
complejidad de desarrollar aprendizaje profundo en cada escenario, se estd desarrollando el
“transfer learning”, que permite adaptar de uso de redes neuronales profundas para correlacionar
datos de diferentes sistemas. El aprendizaje de maquina es una herramienta muy poderosa que
comienza a ser explorada en areas de ecologia, conservacion, y bioprospeccién de zonas asociadas
con la explotacion de hidrocarburos; y su potencial para reconocimiento de patrones y prediccion
es superior al de otras técnicas tradicionales de analisis.

4. Cuarto dia - 27 de noviembre

3.1. Presentacion: DNA-based monitoring for biodiversity assessment in an Amazonian
gas project

Ponente: Kath Bruce
Institucion: Nature Metrics- AquaNet, Inglaterra
Resumen

El metabarcoding constituye una herramienta importante para generar nueva y valiosa
informacion para la gestion ambiental y apoyar a los tomadores de decisiones, ayudando a reducir
la brecha entre investigacién y politica. La iniciativa Nature Metrics es uno de los proveedores mas
grandes de metabarcoding, con 32 empleados, mas de 150 clientes alrededor del mundo, y méas de
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10.000 muestras procesadas hasta el momento. La organizacion proporciona el servicio de
principio a fin para muestras de aguas, suelos, sedimentos e insectos en masa. Igualmente, presta
asesoria para desarrollar el proyecto, incluyendo el disefio experimental para la toma de
muestras. Nature Metrics se especializa en metabarcoding y busca desarrollar métodos confiables
y practicos, que en la medida puedan aplicarse a todos los proyectos, independientemente de la
pregunta de investigacidn; establecer marcos sélidos de control de calidad; y lograr la
participacion de maultiples partes interesadas, incluyendo investigadores, académicos,
competidores, y tomadores de decisiones, entre otros. En cuanto a la toma de muestras para ADN
ambiental, se siguen procedimientos estandar establecidos por la Agencia Europea, que implican
el uso de filtros cerrados (con el fin de reducir el riesgo de contaminacién) con membrana
hidrofilica con un tamafio de poro de hasta 1 um. Igualmente, el ADN presente en las muestras es
preservado con medios liquidos que no sean inflamables. El muestreo en campo es realizado por
el cliente para lo cual proporcionan la capacitacion y el kit de materiales para realizarlo, el cual no
involucra el uso de bombas de vacio y/o sistema de refrigeracion. Este kit no solo reduce la
contaminacién, sino que permite preservar las muestras por varios meses sin ninguna
refrigeracion. Para el analisis bioinformatico, existen bases de datos de referencia bien
desarrolladas para el Reino Unido y Europa, sin embargo, para los tropicos existe una muy alta y
diferente diversidad, para la cual existen pocos datos de referencia. Adicionalmente, otros retos
que se han identificado para los clientes, y que se buscan superar a corto plazo, son el tiempo y los
costos para generar lineas bases, el desplazamiento de profesionales a zonas inhospitas y
peligrosas, y la dificultad de replicar el estudio con fines de monitoreo y detectar los cambios. Sin
embargo, los estudios de metabarcoding presentan grandes ventajas sobre los tradicionales. En un
estudio realizado en el rio Amazonas en Pert, se lograron establecer alrededor de 700 especies de
mamiferos, entre las cuales se encontraron mamiferos terrestres y aves. Este estudio se realizé en
un muy corto tiempo y con pocas personas involucradas en el muestreo, sin necesidad de ser
profesionales especializados. Igualmente, una gran ventaja es que este tipo de estudios no implica
muestreos invasivos. En el estudio se lograron detectar especies de interés para conservacion por
su estado de amenaza. Por otro lado, se logré establecer la estructura y conectividad del habitat
para las comunidades de peces.

3.2. Presentacion:  Indicadores en biodiversidad acuatica con Metabarcoding
Ponente: Jan Pawlowski
Institucién: Universidad de Ginebra, Ginebra, Suiza

Resumen



ANHS

AGENCIA NACIONAL DE HIDROCARBUROS
COLOMBIA

INSTITUTO
COoOLOMEZBISA

HUMBOLDT

DNAqua-net es la plataforma establecida para desarrollar herramientas genéticas en Europa, con
el objetivo de lograr un manejo sostenible de los ecosistemas acuaticos. Aunque este tipo de
estudios se puede realizar de la manera tradicional, la cual se basa en la recoleccién de organismos
e identificacion taxondmica, se pueden utilizar metodologias basadas en ADN para obtener
resultados similares y complementarios. Sin embargo, existen varios retos que surgen al
implementar el ADN para biomonitoreo. Uno de ellos es el concepto de la técnica como tal, por
cuanto las muestras y los datos obtenidos son diferentes a los del método tradicional. I[gualmente,
se encuentran los problemas asociados a la técnica como la preservacién de las muestras, el
desarrollo de las bases de datos de referencia, la identificaciéon de ruido que afecte los resultados,
etc. Las actividades antropogénicas generan impacto en el ambiente, las cuales se miden
normalmente por pardmetros fisico-quimicos para obtener una valoracién cualitativa del estado
(escala de colores). Complementario a esto se encuentra el uso de bioindicadores, en el cual se
evaldan cambios en las comunidades de ciertos organismos, como una medida del impacto
generado. Los estudios de ADN ambiental surgen como una aproximacién complementaria a los
dos métodos anteriores, con la caracteristica de ser una herramienta efectiva en costo y tiempo
para biomonitoreo. El tipo de sustrato (agua, suelos, sedimentos, etc.) y los grupos taxonémicos
elegidos para estudiar dentro de un proyecto van a depender de los objetivos de la investigacion.
Entre las aplicaciones del ADN ambiental se encuentra la detecciéon de especies (QPCR, dPCR),
estudios de biodiversidad (metabarcoding), y biovaloracion o valoracién del impacto ambiental
(indices bidticos). El laboratorio (del ponente) se ha enfocado en el monitoreo béntico o del suelo
marino, a través del cual se evalia la calidad del ambiente marino usando macroinvertebrados
bénticos (anélidos, moluscos, equinodermos, etc.). Este tipo de monitoreo tradicionalmente
involucra la separacién y organizacion de los macroinvertebrados del sedimento, y la
identificacién de éstos por morfologia. Este método consume mucho tiempo y es costoso. Un
meétodo alternativo mas rapido y econémico es el metabarcoding. Este tipo de monitoreo se viene
aplicando para evaluar el impacto en el ambiente de dos tipos de industrias: la de acuacultura
(criaderos de salmones), evaluando el enriquecimiento organico asociado a esta actividad; y la de
explotacion de gas y petroleo, estudiando la contaminacién quimica asociada a la extraccién de
éstos. Los monitoreos son realizados bajo los dos abordajes (tradicional y metabarcoding) ya que
solo de esta forma se pueden validar y calibrar los métodos. Por su parte, las muestras deben ser
recolectadas a través de gradientes con el fin de detectar diferencias y establecer los indices
biodticos. El uso del metabarcoding ha podido evidenciar claramente el impacto en el ambiente de
este tipo de industrias. Sin embargo, un reto que se ha identificado en estos estudios es que la
macrofauna se encuentra subrepresentada en los sedimentos y la abundancia de datos de
secuencias no es confiable. Por su parte, la meiofauna y los microorganismos estan muy bien
representados en las muestras de sedimentos, pero carecen de identificaciéon taxondmica, asi
como de informacién sobre su valor ecolégico. Entre las posibles soluciones se encuentran la
generacion de nuevos indices, buscar nuevos bioindicadores entre la meiofauna y los



ANHS

AGENCIA NACIONAL DE HIDROCARBUROS
COLOMBIA

INSTITUTO
COoOLOMEZBISA

HUMBOLDT

microorganismos, y la utilizacién de inteligencia artificial (machine learning) para predecir el
valor ecolégico de las muestras.

3.3. Presentacién:  Uso y caracterizacion molecular de sustratos para aumentar eficiencia
de biorremediacion

Ponente: Santiago Cardona
Institucién: Universidad Nacional de Colombia, Bogot4a, Colombia
Resumen

El problema de biorremediacién es muy complejo, se ha podido abordar, para poder gestionarlo,
conocerlo y poderlo controlar de la manera mas adecuada mediante el desarrollo de un concepto
que denominamos “el suelo contaminado como un reactor biogeoquimico” este concepto une
herramientas importantes como lo son la microbiologia del suelo y la biologia molecular. Con esto
se busca tratar de conceptualizar el suelo como algo que tiene una frontera de tal manera que se
pueda controlar, gestionar y direccionarlo, en este caso disminuir la contaminacién generada por
hidrocarburos y acelerar la biodegradacion. La biorremediacién como disciplina es dificil de
conceptualizar, ya que en este término confluyen diversas disciplinas desde ciencias basicas, fisica,
ingenierias, electrénica, mecanica, quimica (entre otros) y tiene una parte constitutiva que integra
hidrogeologia (i.e cambio estaciona, ciencia del suelo, conductividad hidraulica), gestion de sitios
contaminados (i.e andlisis quimicos, ecotoxicologia, protocolos, caracterizaciéon), procesos
bioldgicos (i.e disefio de biorreactores, bioquimica, microbiologia, biologia celular) y técnicas
analiticas y monitoreo (i.e especiacion quimica, métodos de campo y laboratorio, degradacion).
Otras de las herramientas que complementan el proceso de biorremediacion es el sistema que
existe en la naturaleza y se conoce como biomimesis de biodegradaciéon de material organico, que
una vez estabilizado (después de 1 a 4 afios) este material organico produce una serie de acidos
huimicos y ftlvicos que son afiadidos al sitio a recuperar, este material es muy reactivo y de
superficie grande por lo cual presenta muchos ecosistemas bacterianos que ayudan a el balance
carbono - nitrégeno que genera la contaminacién por hidrocarburo, otra caracteristicas de estos
acidos es que absorben contaminantes organicos, metales y nutrientes. Para tener un reactor y
poderlo secuenciar y controlar de manera de la biomimesis con este sistema de compuestos
humicos y falvicos afiadirlos de manera sintética proveniente del compostaje de materia organica
que no tiene toxicos ni patégenos, de tal manera que se inocula y se inocula se hace una réplica lo
que ocurre en la naturaleza, generando estabilidad en el suelo a largo plazo, y como es de origen
natural hay bacterias entrenadas con compuestos similares a los que existen en la petroquimica e
industrial y la naturaleza “los hace de forma similar”, que a su vez lo pueden degradar. Se ha
descubierto que las bacterias tienen sistemas de amortiguacién y de adaptacion para los sistemas
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de biorremediacién y biodegradacion. Para este tipo de procesos se requiere saber hasta cuando
las bacterias pueden metabolizar ciertos compuestos y como iban a aclimatar y adaptar a
condiciones climaticas y de concentracién, a partir de probar diferentes procesos se traté de
definir una triada (fuente de nitrégeno biodisponible, fuente de carbono y energia y fuente de
fésforo biodisponible) que puede lograr degradar un contaminante y con esto comenzar a evaluar
lo que podria estar ocurriendo en el ecosistema microbiano, si estos estaban influenciados por los
parametros del suelo, efectivamente se encontré que algunas bacterias se inactivan debio a
condiciones con presencia de ciertos metales, cambios en el pH, conductividad eléctrica, exceso de
humedad hacian que las bacterias no metabolizaran, a partir de ajustes se podia determinar que
caracterizando en un sitio contaminado estos parametros se podia tener una viabilidad para
direccionar el tratamiento y definir qué bacterias se querian poner a crecer en campo. Se
encontraron algunos metabolitos secundarios mas téxicos que generan estancamiento en el
crecimiento de las bacterias, se estudiaron las unidades bioquimicas y se determiné que se pueden
trasladar del compostaje a el sitio contaminado, al compostaje se le hace seguimiento microbiano
y se aplica al sitio contaminado en diferentes dosis para acelerar el proceso y que se mantenga de
forma constante en el tiempo. En los diferentes estudios se evidencié que con el tiempo las
bacterias disminuyen su actividad de biodegradacion, por lo cual se comenzé a aplicar de manera
periodica tensoactivos que ademds de que hacen mas soluble el hidrocarburo, ayudan a las
bacterias a degradar el petroleo.

3.4. Presentacion:  Estudios de caso metabarcoding Instituto Humboldt

Ponente: Mailyn Gonzalez
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

El Instituto Alexander von Humboldt ha desarrollado una serie de estudios con metabarcoding a
través de los ultimos afos. Esta experiencia ha representado una curva de aprendizaje que hoy en
dia resulta en una serie de recomendaciones para la aplicacién de la herramienta. En esta
conferencia se muestran tres ejemplos de casos desarrollados durante la consolidando la iniciativa
de metabarcoding.

El primer proyecto se realizo en el 2014 dentro del sistema area protegidas de Colombia, en el
paramo de Iguaque, con el objetivo de evaluar el cambio de diversidad en un gradiente de
elevacion. Se tomaron muestras de suelo desde los 3200 msnm hasta los 3700 msnm, en tres
coberturas vegetales (bosque, transicion y paramo) buscando recuperar cuatro grupos bioldgicos
(bacterias, hongos, plantas y otros eucariotas). Con los datos generados por metabarcoding se
observé una disminucion de la riqueza con la elevacién en los cuatro grupos. Cuando se evalu6 la
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similitud de las comunidades en términos de la elevacidn, en plantas se encontré una agrupacion
de las muestras de bosque y otra agrupaciéon de las muestras de transicion y paramo,
corroborando la similitud del subparamo al paramo. Sin embargo, en bacterias se encontré una
sefial diferente, siendo recuperados un grupo conformado por las muestras de paramo y otro
conformado por las muestras de bosque y transicion. En hongos y otros eucariotas se recuperaron
tres grupos, uno de muestras de bosque, otro de transiciéon y otro de paramo, y al igual que en
bacterias, las muestras de bosque fueron mas similares a las de transicién que a las de paramo.
Este estudio muestra que segin el grupo biolégico de interés se puede encontrar una sefial
diferente de acuerdo con la pregunta que se plantea. El segundo ejemplo es un estudio de
metabarcoding relacionado al derrame de petrdleo en la Quebrada Lizama en el afio 2018. El
Instituto tom6 muestras de suelo, agua y sedimento en el area de contingencia, tres meses después
del evento, para caracterizar la diversidad de bacterias de las areas potencialmente afectadas. Se
comparo la diversidad y la composicion de las comunidades en areas afectadas y puntos control a
lo largo de la Quebrada Lizama. En ese momento no se conté con informacion de referencia o linea
base sobre la diversidad del sitio antes de la emergencia. Las comparaciones de la diversidad alfa
entre sitios afectados y controles no mostraron diferencias significativas en muestras de agua y
sedimento, pero si en suelo, siendo significativamente menor la diversidad de sitios afectados.
Andlisis de similitud de la composicién de las comunidades, agruparon las muestras por sustrato
(agua, suelo y sedimento) cuando se evaluaron los datos de forma conjunta. Cuando el analisis se
realizd por sustrato, no se encontré agrupacion de las muestras de sitios afectados versus
controles. En términos de las abundancias relativas de los 6rdenes taxonémicos presentes, solo en
suelos se encontraron diferencias entre las muestras de sitios afectadas y controles. En suelos
afectados se encontraron grupos de bacterias que metabolizan metano, por lo que probablemente
el derrame si causé un cambio en estas comunidades, favoreciendo la abundancia de aquellos
organismos que pueden usar compuestos derivados de petrdleo como fuente de energia.
Adicionalmente, en colaboracion con la Universidad de los Andes, se realiz6 una caracterizacion e
identificacién taxonémica de hongos cultivables, y se encontraron organismos relacionados a
grupos reportados en la literatura como degradadores de hidrocarburos. Estos organismos
también fueron encontrados en algunos sitios control, sugiriendo que todo el sistema ha estado
expuesto por un periodo prolongado a presencia de hidrocarburos. El tercer y ultimo ejemplo, se
basa en un monitoreo a través de metabarcoding de un area de explotacion de hidrocarburos de
Gran Tierra Energy, que actualmente esta siendo objeto de limpiezas. El objetivo del estudio es
comparar la diversidad antes y después de la limpieza. Se incluyeron muestras de agua, suelo y
sedimento de 39 puntos de muestreo en dreas contaminadas y potencialmente no contaminadas.
Sin embargo, al iniciar las labores de limpieza en el drea se encontr6 rastro de crudo en todo el
sistema, el cual aparentemente, fue transportado por el agua a través de las inundaciones
naturales del area. Se realizaron tres extracciones de ADN de cada sustrato por cada punto de
muestreo, con 3 réplicas de PCR para bacterias y hongos. Se realizaron comparaciones de las
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muestras de acuerdo con las categorias de calidad de habitat obtenidas con datos de
macro-invertebrados acuaticos. En diversidad alfa, se encontré que en hongos las categorias de
calidad mas baja fueron significativamente menos diversas que las demas categorias. Al analizar la
composicion de estas muestras, se encontr6 que aquellas de calidad baja presentaban una alta
dominancia de pocos grupos taxondémicos. En bacterias no se encontraron diferencias en la
diversidad de las muestras de acuerdo con la categoria de calidad. A nivel general tanto en hongos
como en bacterias, se encontraron diferencias en la composicion de las comunidades de acuerdo
con el sustrato, y en todos los sustratos se encontraron grupos reportados como degradadores de
hidrocarburos. En este momento, este proyecto se encuentra en la primera fase, y es clave
comprender que la linea base no es por si solo un monitoreo, si no es la base para detectar
cambios en las comunidades en diferentes momentos.

3.5. Presentaciéon:  Estudio de microorganismos en ambientes con hidrocarburos

Ponente: Jhorman Nifo
Institucioén: Instituto Colombiano de Petréleos, Colombia
Resumen

En la industria del petréleo los microorganismos se encuentran presentes a lo largo de la cadena
de produccidn del petréleo, desde la exploracion hasta el producto final, desempefiando diferentes
roles, que pueden ser tanto beneficiosos como desfavorables. Las herramientas genéticas han
ayudado a explorar el potencial de las comunidades microbianas que participan en el proceso, asi
como para desarrollar o mejorar las estrategias de diagndstico, control y prevencidn, cuando éstas
producen efectos no deseados. En los procesos que se realizan dentro de este sector, los
microorganismos producen moléculas de interés para la elaboraciéon de biosurfactantes,
biosensores, biopolimeros y biocombustibles, entre otros. Para desarrollar estas aplicaciones es
necesario caracterizar a nivel genético y funcional las comunidades microbianas, lo cual es posible
a través de herramientas moleculares basadas en la secuenciaciéon. En cuanto a los efectos
desfavorables de los microorganismos en la industria del petréleo, se encuentran el agriamiento,
producido por el aumento del sulfuro de hidrégeno que afecta la calidad del crudo, y la corrosion,
que deteriora los equipos y estructuras usadas en la explotacién del petréleo. Los costos de los
dafios producidos por la corrosién pueden llegar a representar el 1-5% del Producto Interno
Bruto del pais. Los microorganismos involucrados en este proceso son altamente diversos y
complejos y no pueden ser identificados en su totalidad por métodos tradicionales. Los
diagnosticos errados conllevan a tratamientos ineficientes. Las técnicas que implican la
generacion de secuencias, como la metagendémica y el metabarcoding, han permitido identificar, a
un menor costo y en menor tiempo, las comunidades microbianas involucradas en el proceso de
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biocorrosion. La informacidon generada a través de estas herramientas permite realizar un
diagndstico mas preciso y oportuno, lo cual posibilita establecer mecanismos de accién mas
apropiados. Por otro lado, la metagenémica ha permitido la caracterizacién de agua de
vertimientos de estaciones de tratamiento para su uso con propoésitos agricolas y agroforestales,
enfocados por ejemplo a la produccién de biomasa y captura de CO,. Igualmente, el uso de estas
herramientas permite conocer, por medio de la comparacién de zonas afectadas y no afectadas, el
impacto de un derrame en el ambiente. La comparacion de las comunidades de micro y
macroorganismos entre zonas, permite entender el proceso de recuperacion natural de las areas
impactadas por hidrocarburos. Asi mismo, ayuda a identificar potenciales especies degradadoras
para utilizar en procesos de biorremediacion.

3.6. Presentacion:  Alcance del monitoreo genético en otros organismos
(macroinvertebrados acuaticos, insectos)

Ponente: Nathalie Baena
Institucién: Instituto Alexander von Humboldt, Bogot4, Colombia
Resumen

Los macroinvertebrados acuaticos son animales pequefios que por sus caracteristicas bioldgicas y
sensibilidad a factores ambientales cumplen un papel en la indicacién de calidad del agua. Estos
organismos son esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas acuaticos, cumpliendo roles
como fuente de alimento o en el ciclo de nutrientes y de materia organica. Su uso como
bioindicadores se basa en la aplicacion de indices y analisis de la diversidad presente para evaluar
la contaminacién, estos indices varian entre regiones y paises y se estandarizan de acuerdo a la
biodiversidad residente en las fuentes hidricas de cada regién. En Colombia, se utilizan
principalmente una adaptacién del indice “Biological monitoring working party”, conocido en el
pais como BMWP/COL y el indice EPT, que recibe su nombre de los érdenes de insectos que
analiza (Ephemeroptera, Plecoptera y Trichoptera). Estos indices son de amplio uso y entre sus
ventajas estd la practicidad y simplicidad.

Existen métodos para el monitoreo del agua con ADN, e incluso se puede integrar el uso de indices
tradicionales con el uso de cédigos de barras de ADN, los cddigos permiten reconocer especies y
asignar estos numeros a potenciales especies nuevas. Al comparar el método de monitoreo
tradicional con morfologia, y los métodos con ADN de metabarcoding y metagendmica, se ha
planteado que los métodos con ADN pueden agilizar la obtencién de resultados de monitoreos al
evitar ciertos pasos. Entre las ventajas del metabarcoding esta que se cuenta con fuentes de
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referencia para la identificacién taxon6mica, aunque precisamente este factor lo hace dependiente
de las bases de datos y debilita su uso en particular en paises como Colombia, donde atin hay baja
representatividad de secuencias de ADN para grupos como Ephemeroptera, Plecoptera y
Trichoptera. Adicionalmente, se reconoce como una desventaja del metabarcoding el desempefio
no universal de los primers para diferentes marcadores moleculares y grupos de organismos. En
contraste, el uso de metagenémica muestra gran potencial para ampliar la resolucién taxonémica
de organismos estudiados y sobresale por no estar limitado al uso de primers para PCR.

El ADN ambiental (eDNA) se puede utilizar para monitorear los macroinvertebrados en
ecosistemas de agua dulce. Este método de monitoreo tiene una gran ventaja y es que disminuye la
perturbacion de los ecosistemas en el proceso de toma de muestras, pues es menos invasivo al
tomar muestras de agua en lugar de especimenes. Por esta razdn esta sujeto a factores que pueden
afectar la deteccién del ADN en el agua. Entre estos esta la dependencia a la produccién de ADN
que proviene de los organismos (tamafio del organismo, densidad de la poblacién, etc.), el
movimiento del agua que puede ayudar a distribuir el ADN a lo largo y ancho del rio o por el
contrario si son aguas lenticas potencialmente puede mantener el ADN sectorizado y por ende
menos distribuido. El ADN puede degradarse por exposicion a temperaturas altas, cambios de pH,
luz UV y actividad microbiana. Asimismo, el eDNA puede arrojar datos de presencia de organismos
de fuentes aldctonas. El gran interés por monitorear y conocer la calidad del agua a partir de eDNA
ha llevado a un reciente y creciente numero de estudios que buscan integrar el uso de este con los
indices morfolégicos. De esta forma se ha ido encontrando que, aunque los resultados no son
idénticos si se asemejan, muestran patrones temporales y como es de esperar el eDNA revela una
mayor diversidad de macroinvertebrados e incluso puede llegar a ser mas sensible a
contaminantes organicos.
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VI. Conclusiones y puntos de reflexion.

e Las bacterias, arqueas, hongos y otros eucariotas son esenciales en el buen funcionamiento del
ecosistema y pueden ser utilizados como bioindicadores de cambios en el ambiente, en
particular en presencia de sustancias toxicas.

e Los microorganismos representan una oportunidad para la industria.

e MetagenOmica es el “total” de la informacién genética --enlace mas directo entre estructura y
funcién. Metabarcoding se enfoca en regiones genéticas particulares y segin composiciéon nos

permite explorar funciones.

e Factores como la estacionalidad, el pH, el Oxigeno disuelto entre otros pueden afectar la
diversidad de comunidades y deben ser tomados en cuenta al momento de plantear un estudio.

e La linea base es un t0. Pero el monitoreo comprende la caracterizaciéon de un sistema en una
serie de tiempo t1, t2, tx.

e Los fluidos usados en fractura hidraulica pueden alterar la composicién y funcionamiento de

comunidades de microorganismos ambientales p.ej. en el suelo. Por lo cual es importante
monitorear suelos.

e Disefio experimental - Clave comprender qué se pone a prueba.
e Preservacion adecuada de las muestras para el procesamiento.

e Presencia de controles negativos y positivos en la fase de laboratorio e importante mantener a
lo largo del monitoreo.

e DMonitoreo de aguas subterrdneas y en superficie - p.ej. arqueas como bioindicadores de
dindmicas microbioldgica en el subsuelo y/o de cambios en la composicién de comunidades en
suelo, sedimento y/o agua.

e Las comunidades pueden cambiar en la columna de agua.

e Laimportancia de continuar enriqueciendo las bases de referencia.



oM B I A

ANHS

INSTITUTO

HUMBOLDT

cC 0L

AGENCIA NACIONAL DE HIDROCARBUROS
COLOMBIA

e Metabarcoding: herramienta clave en el presente y futuro del biomonitoreo.

Glosario

ADN (Acido desoxirribonucleico): molécula portadora de la informacién genética, que posibilita
su transmision de una generacion a la siguiente.

Amplicon: fragmento de ADN objetivo obtenido en el proceso de amplificaciéon o PCR.

Bentos: especies de plantas y animales que viven dentro o sobre el fondo marino, ya sea
desplazandose por este, adheridas a un sustrato o inmersas en las arenas o lodos del fondo
marino.

Cebadores, primers (inglés), u oligonucleétidos: secuencias cortas de nucle6tidos que se utiliza
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la creacién de moléculas mas largas de ADN.

Cddigos de barras de ADN (barcoding): técnica a través de la cual se realiza la identificacion de
una especie con base en su secuencia de ADN. Este ADN generalmente comprende una region
corta, conservada y universal.

Machine learning: rama de la inteligencia artificial en la que una computadora genera reglas
subyacentes o basadas en datos en bruto que han sido introducidos en ella previamente.
Comprende algoritmos de aprendizaje automdtico que utilizan estadisticas para encontrar
patrones en cantidades masivas de datos.

Meiofauna: el componente de la fauna del lecho marino o lacustre que comprende animales
pequefios (pero no microscopicos), como gusanos y crustaceos diminutos.

Metabarcoding: método por el cual se secuencian en paralelo los cédigos de barras de ADN de
muchos organismos diferentes presentes en una muestra. El metabarcoding utiliza la
secuenciacion de alto rendimiento del ADN para identificar diversos taxones en una sola reaccion.

MetagenOmica: La metagendémica es la técnica que permite recuperar el genoma microbiano
directamente de las muestras ambientales, independientemente de la naturaleza de la muestra y
de la abundancia de entidades microbianas
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PCR (Polymerase Chain Reaction = reaccion en cadena de la polimerasa) (ampificacion):
procedimiento que genera millones de copias de un segmento corto de ADN mediante ciclos
repetidos de: 1) desnaturalizacion del ADN, 2) acoplamiento de los oligonucleé6tidos y 3) extension
mediante la accién de la ADN polimerasa. La PCR es un procedimiento muy comun en los estudios
de genética molecular y se puede utilizar para: 1) generar una cantidad suficiente de ADN para
realizar determinadas pruebas (p. ej. analisis de la secuencia, rastreo de mutaciones); o 2) puede
ser una prueba diagnéstica en si misma (por ejemplo, amplificacion especifica del alelo,
cuantificacion del ndmero de repeticiones de trinucleétidos).

PCR digital o dPCR: es una modificacién del método de qPCR que puede emplearse para
cuantificar objetivos de acidos nucleicos definidos con precision. La técnica se basa en el concepto
de diluciones limite, que implica la division de una reaccién PCR en multiples subreacciones, de
manera que cada subreaccién no contiene ninguna, o una, o mas dianas de ADN.

PCR en Tiempo Real o qPCR (PCR cuantitativa): método basado en la PCR para la deteccion,
cuantificacion y tipificacién de una regiéon de ADN.

Secuenciacion de ADN: proceso para determinar la composicion de una molécula de ADN, es
decir, determinar el orden de los nucleétidos que la conforman.

Surfactante: sustancia, como un detergente, que puede reducir la tension superficial de un liquido
y asi permitirle hacer espuma o penetrar en los solidos.

Wet lab: laboratorio equipado con la plomeria, la ventilacidn y el equipo apropiados para permitir
la investigacion y la experimentacidn cientifica practica.



