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RESUMEN 

La creciente cantidad de aguas residuales generadas por actividades humanas representa 

un serio problema de salud para las personas y el medio ambiente. En la región 

Amazónica, se ha encontrado que los contaminantes superan entre cien y mil veces los 

límites máximos permitidos en los ríos. Además, esta región cuenta con un número 

limitado de plantas de tratamiento, por lo que un gran porcentaje de aguas que no son 

tratadas regresan a los ríos. El tratamiento de aguas residuales con consorcios alga-

bacteria es una alternativa interesante para reducir los niveles de contaminación, ya que 

estos microorganismos tienen relaciones mutualistas que les permite tener una alta tasa 

de remoción de los contaminantes. A pesar de su alto potencial, la información de la 

estructura y composición de estos consorcios microbianos es escasa. Por lo tanto, en este 

proyecto se realizó la caracterización de consorcios microbianos provenientes de la 

Amazonía ecuatoriana con potencial de remediación de aguas residuales utilizando el 

secuenciamiento en MinION para el análisis de metagenomas. Con esto, se determinaron 

las especies dominantes, su interacción, el cambio del consorcio a lo largo del tiempo y 

las vías metabólicas asociadas. Mediante la clasificación taxonómica se encontró que los 

filos más abundantes son Proteobacteria, Terrabacteria, FCB, Acidobacteria, 

Chlorophyta y Opisthokonta, cuya alta eficiencia en la remoción de contaminantes de 

aguas residuales ha sido reportado en estudios previos. Se encontró una diversidad 

relativamente alta en base a los índices de alfa y beta diversidad, mientras que en el 

estudio de las vías metabólicas se encontraron vías de degradación de los contaminantes 

más comunes de las aguas residuales. En general, los resultados muestran que el consorcio 

analizado en este estudio podría ser útil para el tratamiento de las aguas residuales de la 

Amazonía, por lo que se establece una base importante para estudios futuros. 

Palabras clave: agua residual, Amazonía, consorcio, MinION, metagenomas, diversidad. 
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ABSTRACT 

The increase in the amount of wastewater generated by human activities represents a 

serious problem for the health of people and the environment. In the Amazon region, it 

has been found that contaminants in rivers surpass the maximum established limits by 

100 to 1000 times. Additionally, this region has a limited number of conventional 

wastewater treatment facilities, which causes that a considerable amount of wastewater 

gets poured back into rivers without being treated. Wastewater treatment with algae-

bacteria consortium is an interesting alternative to reduce the contamination levels, given 

that these microorganisms have mutualist relationships that allows them to have a high 

efficiency to remove the contaminants. Although the consortium has a great potential to 

treat wastewater, data related to its composition and structure is scarce. Therefore, this 

project aims to characterize the microbial consortium collected from a water sample in 

the Amazon region, which has the potential to treat wastewater. For this, nanopore 

sequencing with MinION was used for the analysis of the metagenome. This enabled us 

to determine the dominant species, their interaction, their variation over time and the 

metabolic routes. The taxonomic classification found that the most abundant phyla were 

Proteobacteria, Terrabacteria, FCB, Acidobacteria, Chlorophyta and Opisthokonta, 

which are highly efficient in removing wastewater contaminants, as has been reported in 

previous studies. A relatively high diversity was found using the alpha and beta diversity 

indexes. Additionally, degradation routes of the most common wastewater contaminants 

were also found. The results show that the consortium analyzed in this study could be 

useful for the treatment of wastewater generated in the Amazon region, which sets an 

important foundation for further studies. 

Key words: wastewater, Amazon, MinION, metagenome, diversity, taxonomic 

classification, consortium, sequencing, degradation.  
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INTRODUCCIÓN 

Problemas ambientales y de salud asociados a las aguas residuales 

La elevada cantidad de residuos generados por las actividades humanas está 

directamente relacionada con el aumento desmesurado de la población en las últimas 

décadas (Barreiro, 2019). Muchos de estos residuos, que en su mayoría provienen de 

zonas urbanas e industriales, son vertidos en los cuerpos de agua sin recibir un tratamiento 

previo. Esto genera aguas residuales con un alto nivel de contaminación que contienen 

concentraciones elevadas de materia orgánica, nutrientes, metales pesados, sales y 

microorganismos patógenos, lo que representa un problema grave para la salud humana 

y del ecosistema (Guldhe et al., 2017; WWAP, 2017). Si la población sigue en aumento 

y los niveles de contaminación persisten, se estima que para el año 2025 el 60% de la 

población global no podrá acceder de forma sencilla a una fuente de agua segura (Cuellar-

Bermúdez et al., 2017). De forma similar, el vertido de aguas contaminadas al medio 

ambiente puede ocasionar una pérdida permanente de la biodiversidad. Esto se debe a que 

las aguas residuales contienen altas cantidades de nutrientes, como fósforo y nitrógeno, 

que son usados por la flora acuática para su proliferación. La acumulación excesiva de 

biomasa proveniente de esta flora causa que el oxígeno del medio se reduzca 

considerablemente, por lo que no podrá ser utilizado por otros organismos y causará la 

degradación del ecosistema en procesos como la eutrofización (Renuka et al., 2013).  

Limitaciones de sistemas de tratamiento convencionales 

A pesar de los problemas mencionados anteriormente, existe poco interés en 

implementar sistemas para tratar las aguas residuales. Un estudio realizado en 2015 

estimó que el 62% de las aguas residuales generadas en países de ingresos medio-altos 

no eran tratadas, mientras que el porcentaje en países en vías de desarrollo oscilaba entre 
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el 72% y el 92% (Sato et al., 2013). Este notable desinterés se debe principalmente a los 

altos costos asociados a los sistemas de tratamiento convencionales, que en su mayoría 

están basados en la tecnología de fangos activos. Los costos de esta tecnología están 

asociados al oxígeno que se debe suministrar a las bacterias aerobias que se utilizan en el 

proceso, cuya función es degradar los contaminantes de las aguas residuales (Barreiro, 

2019). La energía necesaria para suministrar oxígeno puede representar hasta el 75% del 

total del costo energético de una planta de tratamiento (Cuellar Bermúdez et al., 2017; 

Eurostat-EU, 2021). Por otro lado, la instalación de la infraestructura necesaria para esta 

tecnología no resulta rentable para poblaciones menores a quince mil personas, ya que 

los costos aumentan exponencialmente cuanto menor es la población y menor es el 

tamaño de la planta. Como consecuencia, las aguas residuales generadas por estas 

poblaciones pequeñas son vertidas al medio ambiente sin recibir tratamiento. 

Adicionalmente, las plantas de tratamiento basadas en la tecnología de fangos activos 

pueden llegar a generar gases de efecto invernadero (GEI) cuyas emisiones suponen el 

0.4% de las emisiones globales (Barreiro, 2019; Eurostat-EU, 2021). 

Tratamientos basados en consorcios alga-bacteria 

Considerando las limitaciones de la tecnología convencional disponible, ha 

surgido un gran interés en desarrollar tecnologías alternativas eficientes para el 

tratamiento de aguas residuales. Dentro de estas alternativas prometedoras, destaca el 

sistema de tratamiento basado en consorcios alga-bacteria, ya que se reducen los costos 

energéticos, disminuyen las emisiones de GEI, y se genera biomasa que puede ser 

utilizada para producir biocombustible o biofertilizante (Barreiro, 2019; Guldhe et al., 

2017; Pires et al., 2013; Suganya et al., 2016). Estas ventajas se deben principalmente a 

las relaciones mutualistas y simbióticas entre las microalgas y las bacterias. En los 

consorcios, las microalgas producen el oxígeno requerido por las bacterias para 
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metabolizar los contaminantes de las aguas residuales, lo que reduce los costos asociados 

a la aireación (Tiron et al., 2015). A su vez, las bacterias producen el dióxido de carbono 

que usan las microalgas como fuente de carbono para sintetizar biomasa, lo que elimina 

la contaminación de las aguas, fija el 𝐶𝑂2 producido y reduce las emisiones de GEI. Por 

otro lado, el agua residual resulta un medio de cultivo potencialmente útil para los 

consorcios alga-bacteria, ya que cuentan con altos niveles de nitrógeno y fósforo que son 

usados por los microorganismos para su desarrollo (Barreiro, 2019).  

Herramientas disponibles para caracterizar las comunidades microbianas 

A pesar de las ventajas mencionadas, hay una falta de información considerable 

con respecto a la composición de los consorcios microbianos y las rutas metabólicas 

asociadas en el tratamiento de aguas residuales, lo que resulta en un limitante para la 

implementación a gran escala de esta tecnología. Resultan escasos los estudios que 

determinan las especies dominantes en los consorcios, las interacciones entre los 

microorganismos y los genes funcionales asociados (Barreiro, 2019). Esto se debe a que 

el 99% de los microorganismos no pueden ser cultivados en el laboratorio, lo que significa 

que nuestro conocimiento sobre su diversidad está limitado al 1% del total de 

microorganismos del ambiente (Awasthi et al., 2020). Esto representa un obstáculo 

considerable, ya que los microorganismos no cultivables tienen un alto potencial de ser 

utilizados en diferentes ramas de la industria, como en el tratamiento de aguas residuales. 

No obstante, los avances en la tecnología de la metagenómica posibilitan el estudio de 

estos microorganismos no cultivables, ya que no se requiere el aislamiento ni el cultivo 

de las comunidades microbianas para analizar su material genético (Bharagava et al., 

2019). La metagenómica es el estudio de todo el material genético que se encuentra en 

una muestra ambiental y que posibilita caracterizar las comunidades microbianas y 

estudiar los genomas de los microorganismos (Techtmann & Hazen, 2016). Por 
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consiguiente, se pueden identificar nuevas especies, estudiar la degradación microbiana 

de contaminantes y determinar los genes responsables de dicha degradación (Uhlik et al, 

2013).  

Para obtener la información de los microorganismos presentes en el consorcio se 

utiliza la tecnología de secuenciamiento de última generación (NGS, por sus siglas en 

inglés), que forma parte del flujo de trabajo de los estudios metagenómicos (Bharagava 

et al., 2019). Dentro de la tecnología NGS destaca el secuenciamiento con nanoporos, que 

fue desarrollado por Oxford Nanopore Technologies Ltd. y cuya tecnología se basa en la 

medición de los cambios en la corriente iónica que generan las moléculas de ADN o ARN 

conforme pasan por un nanoporo incorporado en una membrana. Esta señal se analiza en 

tiempo real y se determina la secuencia de bases en las hebras de material genético que 

pasan por los nanoporos (Goodwin et al., 2015). Se han desarrollado varios instrumentos 

de secuenciamiento que utilizan la tecnología de nanoporos, entre los que se incluye al 

MinION, el cual es una herramienta portátil capaz de secuenciar fragmentos 

extremadamente largos de material genético (mayores a 10 kb) sin comprometer la 

calidad de la secuencia (Goodwin et al., 2015; Loman et al., 2015).  

Por esta razón, el presente estudio se enfoca en analizar la composición de 

consorcios microbianos provenientes de la Amazonía ecuatoriana, considerando que esta 

región presenta altos niveles de contaminación de nitrógeno, fósforo, materia orgánica y 

metales pesados, causados por el vertido de aguas contaminadas sin tratar a las fuentes de 

agua. De forma concreta, con esta investigación se pretende clasificar taxonómicamente 

a los microorganismos presentes en una muestra proveniente de la Amazonía, analizar la 

variación del consorcio microbiano a lo largo del tiempo y determinar los genes 

funcionales con capacidad de remediación de aguas residuales utilizando la tecnología de 

secuenciamiento del MinION y el análisis con diferentes herramientas bioinformáticas. 
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MÉTODOS 

Para caracterizar la comunidad del consorcio microbiano proveniente de la Amazonía y 

evaluar cómo esta comunidad interactúa y cambia a lo largo del tiempo, se establecieron 

diferentes muestras para el análisis: las muestras tratamiento y Dark Control (DC). Los 

tratamientos fueron cultivados bajo condiciones de luz y oscuridad en periodos de 12 

horas, mientras que los DC fueron cultivados únicamente bajo condiciones de oscuridad. 

Con el DC, se buscó determinar si las algas influyen en la capacidad de remoción de 

contaminantes del consorcio. Además, se establecieron los Time Points (TP) en los días 

0, 9 y 12 para evaluar las muestras a lo largo del tiempo. Se seleccionaron específicamente 

estos días ya que el consorcio mostró porcentajes de remoción altos en estos días.    

Extracción de ADN con kit DNeasy Power Soil® 

Se recolectaron 15 mL de las muestras del tratamiento y DC de cada uno de los TP 

establecidos de los consorcios. El TP 0 fue el único que no tuvo un DC, ya que no es 

posible diferenciar las muestras tratamiento y DC en este punto del tiempo. El volumen 

recolectado de la muestra fue descongelado y centrifugado a 9 mil rpm por 8 minutos 

para concentrar la biomasa del consorcio. Luego, se realizó la lisis mecánica usando 

nitrógeno líquido y se continuó con la extracción de ADN usando el kit DNeasy 

PowerSoil® de Qiagen (2016), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se adoptaron 

dos modificaciones al protocolo establecido de Qiagen, al cambiar el vortex de 10 

minutos por uno de 30 minutos, y reemplazando los 100 𝜇l de la solución C6 con 30 𝜇l 

de 𝐻2𝑂 PCR.  

Cuantificación de ADN y electroforesis en gel de agarosa 

La calidad y concentración del ADN de las muestras de cada TP se analizaron con el 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 de Thermo Fisher Scientific y con el fluorómetro 

Qubit™ 3.0 de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, 2009; Thermo Fisher Scientific, 
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2014). Para el análisis en NanoDrop se utilizaron 2 𝜇l de ADN, mientras que con el 

Qubit™ se siguieron las instrucciones del fabricante. Las muestras de ADN también 

fueron evaluadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (30 minutos a 100 

voltios). 

Preparación de librerías y Secuenciamiento 

Las muestras de ADN con un índice de calidad 260/280 entre 1.8-2.06 y concentraciones 

entre 22.4-91.5 ng/𝜇l fueron procesadas para la preparación de las librerías usando el kit 

Native Barcoding Genomic DNA de Oxford Nanopore Technologies, siguiendo las 

instrucciones proporcionadas por el fabricante (ONT, 2019). Se realizaron lavados de las 

muestras de ADN usando beads magnéticas AMPure XP en relación 1.8X en el primer 

lavado para purificar fragmentos con tamaños variados, y 1X para los lavados posteriores 

(Beckman Coulter, 2021). Para el paso de “DNA repair and end-prep” se modificó el 

protocolo para que se incluya un solo lavado con etanol al 70%. Se utilizaron 700 ng de 

librería en 65 𝜇l de 𝐻2𝑂 libre de nucleasas para el pool de muestras que fue cargado en 

FLO-MIN106 Flow Cells siguiendo las instrucciones del fabricante y se obtuvieron los 

resultados en archivos con formato FASTQ (Oxford Nanopore Technologies, 2019). 

Análisis Bioinformáticos  

Se utilizó la herramienta Porechop para realizar el demultiplexing de las secuencias 

generadas, en donde se retiran los barcodes y adaptadores colocados en la preparación de 

librerías. Para esto, se instaló Porechop en la terminal Linux y se subieron los archivos 

fastq_pass derivados del secuenciamiento con MinION (GitHub, 2018). También se 

utilizó la herramienta Nanoplot para el análisis de calidad del secuenciamiento con 

nanoporos de todos los Time Points. Se obtuvo información respecto a la longitud media 

de las lecturas, la calidad media en base al Phred score, y al estadístico Q7 (GitHub, 

2020). Por otro lado, se utilizó la herramienta Flye para el ensamblaje de los 
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metagenomas. Para esta herramienta, se utilizó la siguiente configuración en la terminal 

de Linux: --nanoraw, --meta, --threads 5 (Kolmogorov et al., 2019). Finalmente, se 

instaló la herramienta SqueezeMeta en Linux para identificar las vías metabólicas 

presentes en el metagenoma (Tamames & Puente-Sánchez, 2019). Se corrió el programa 

con la siguiente configuración: -m coassembly, -extassembly, --euk. 

Clasificación taxonómica 

Para todos los TP, se analizó el perfil taxonómico utilizando el web server del programa 

Kaiju (Menzel et al., 2016). Para esto, se comprimieron los archivos .fastq provenientes 

del Porechop (GitHub, 2018) a formato .zip y se subieron al servidor web de Kaiju. La 

base de datos usada fue “NCBI BLAST nr+euk” y se seleccionó la opción “Greedy” para 

no descartar las secuencias con missmatches en exceso. Se obtuvieron resultados en forma 

de un Krona Chart con respecto al número de lecturas, porcentaje de clasificación y la 

diversidad de microorganismos presentes (Menzel et al., 2016). 

Alfa diversidad 

Se utilizó el paquete Vegan en R (R Core Team, 2019) para obtener información de la 

alfa diversidad, que es el análisis de la diversidad de especies en un sitio a escala local. 

En este caso, se analizó la diversidad dentro de cada TP y se utilizaron los índices de 

Shannon y Simpson para obtener valores que indicaron una alta o baja diversidad 

(Oksanen et al., 2019). 

Beta diversidad 

Se instaló el programa Simka (Benoit et al., 2016) en la terminal Linux para obtener 

información de la beta diversidad, que es el análisis de la variación de especies entre 

diferentes consorcios y comparar los resultados entre los distintos TP (Benítez et al., 

2018). Se obtuvieron resultados en forma de tablas en formato .csv y mapas de calor 

(heatmaps). 
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RESULTADOS 

Análisis de calidad del secuenciamiento 

Se usó la información generada en Nanoplot para determinar la calidad del 

secuenciamiento de los Time Points 0, 9 y 12. La herramienta Nanoplot generó un archivo 

.html con información respecto a la longitud y número de lecturas, su calidad y al 

estadístico Q7, que permiten determinar la calidad general del secuenciamiento. El valor 

de la calidad media se interpretó con el Phred Quality Score, que tiene un rango de valores 

entre 4 y 60 y define la probabilidad de que una base específica sea llamada correctamente 

(Liao, Satten & Juan, 2017). Por otro lado, el estadístico Q7 indica la probabilidad de que 

una base haya sido llamada incorrectamente por el secuenciador (Illumina, 2011). Como 

se observa en la Tabla 1, se obtuvo un número de lecturas entre 112,841 y 638,996, donde 

se obtuvieron menos lecturas para el tratamiento y DC del TP 12. Se encontró que la 

longitud media de las lecturas estuvo entre 1,914.2 y 2,855.9 bp, la calidad media entre 

10.7 y 11, y el estadístico Q7 cercano al 100% para los TP 0, 9 y 12.  

Análisis de clasificación taxonómica con Kaiju 

Una vez que se cargaron los archivos .fastq del Porechop en el servidor web de Kaiju, se 

obtuvieron resultados de cada Time Point sobre el número de lecturas, el porcentaje de 

clasificación y la abundancia taxonómica. Esta información se presentó gráficamente en 

forma de un Krona Chart, de donde se extrajo la información que se presenta en la Tabla 

1, y en las Figuras y Anexos 1, 2 y 3. El valor del porcentaje se calculó en base al total de 

lecturas clasificadas de todos los organismos celulares de la muestra. 

En la Tabla 2 se puede ver que el porcentaje de lecturas que no fueron clasificadas fue 

mayor al 50% en todos los Time Points. El TP 0 fue el que obtuvo más lecturas totales, 

con 638,996 lecturas, mientras que el tratamiento del TP 12 fue el que obtuvo el mayor 

porcentaje de clasificación de las lecturas generadas, con un 50% de clasificación. Por 
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otro lado, el Anexo 1 muestra la comparación de la abundancia del dominio bacteria y 

eucariota en cada uno de los TP. Se observa una tendencia marcada de la mayor 

abundancia de las bacterias sobre las eucariotas en los tratamientos y DC de todos los TP. 

El Anexo 2 muestra el número de lecturas y el porcentaje relativo encontrado para los 

microorganismos clasificados por filo, según el sistema jerárquico linneano. De forma 

general, se encontró que los filos más abundantes que se presentan en todos los TP fueron 

Proteobacteria, grupo FCB, Terrabacteria, PVC, Acidobacteria, Bacteroidetes, 

Cyanobacteria, Chlorophyta y Opisthokonta. Finalmente, el Anexo 3 también muestra 

información sobre el número de lecturas y el porcentaje relativo para los microorganismos 

encontrados, pero esta vez clasificados por clase de acuerdo con el sistema linneano de 

clasificación taxonómica. Se observa un dominio marcado por las α-Proteobacterias, con 

un porcentaje entre el 31% y 51% en relación con el total de organismos celulares 

clasificados.  

Alfa diversidad 

Se utilizaron los índices de Shannon y Simpson para analizar la alfa diversidad del 

consorcio en los diferentes TP y determinar la diversidad de especies a nivel local. Estos 

índices reflejan la heterogeneidad de una comunidad en base a dos factores: el número de 

especies presentes y su abundancia relativa (Allen, Kon & Bar-Yam, 2009; He & Hu, 

2005). Normalmente, los valores del índice de Shannon oscilan entre 0 y 3.4, donde los 

valores cercanos al 0 indican menor diversidad, mientras que los valores cercanos al 3.4 

indican mayor diversidad (Allen, Kon & Bar-Yam, 2009). Por otro lado, el índice de 

Simpson regresa valores que oscilan entre 0 y 1, donde los valores cercanos al 0 indican 

menor diversidad y los valores cercanos al 1 indican mayor diversidad (He & Hu, 2005). 

La Tabla 3 muestra los valores obtenidos para los tratamientos y DC de todos los TP 

analizados. El tratamiento del TP 12 fue el que obtuvo valores de los índices asociados a 
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una mayor diversidad de especies presentes en el consorcio, con valores de 1.413 y 0.807 

para los índices de Shannon y Simpson, respectivamente. Por otro lado, las muestras 

tratamiento y DC de los otros TP obtuvieron valores de los índices entre 1.336-1.395 y 

0.680-0.709. 

Beta diversidad 

Se utilizó el índice de Bray-Curtis para analizar la beta diversidad entre los TP 0, 9 y 12. 

Este índice se utiliza como una medida de la diferencia entre la abundancia de especies 

presentes entre las muestras analizadas. Los valores de este índice oscilan entre 0 y 1, 

donde los valores cercanos a 0 indican similitud entre las muestras, mientras que valores 

cercanos al 1 indican una mayor divergencia (Ricotta & Podani, 2017). Como se observa 

en la Tabla 3, los resultados del índice Bray-Curtis indican que la diversidad de las 

muestras del TP 0 y el DC del TP 9 son bastante similares, ya que obtuvieron un valor de 

0.595. Por otro lado, se observa que la diversidad entre el TP 0 y el tratamiento del TP 12 

es la que presenta mayor diferencia, ya que se obtuvo un valor del índice de 0.979. 

También se encuentra una diferencia considerable entre el Time Point 0 y el Dark Control 

del Time Point 12, ya que se obtuvo un valor del índice Bray-Curtis de 0.963. 

Por otro lado, la Figura 4 muestra un heatmap que compara la abundancia entre los 

consorcios de los Time Points analizados. En este heatmap, los recuadros con colores 

amarillos y verdes indican mayor divergencia, mientras que los recuadros con tonos de 

color rojo y marrón indican mayor similitud entre las muestras. Como se observa en la 

Figura 4, los resultados del heatmap coinciden con los resultados de la Tabla 3, donde se 

encuentra una mayor divergencia entre el Time Point 0 y el tratamiento del Time Point 

12.   
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Vías metabólicas 

La información sobre las vías metabólicas encontradas en el consorcio para la 

degradación y metabolismo de contaminantes se obtuvo mediante la herramienta 

SqueezeMeta. La ejecución exitosa de este programa en la terminal Linux dio como 

resultado archivos .csv que muestran las vías metabólicas encontradas en el consorcio y 

el número de lecturas generadas que corresponden a cada una de las vías metabólicas. 

Esta información se muestra en el Anexo 4 y en la Figura 5, donde se compara el número 

de lecturas de las vías metabólicas entre los diferentes Time Points. Se observa que hay 

una mayor cantidad de lecturas correspondientes al metabolismo de butanoato, 

propanoato, nitrógeno, metano, y a la degradación del benzoato.  
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DISCUSIÓN 

Para el análisis de la clasificación taxonómica en los TP establecidos, se utilizó la 

información obtenida del secuenciamiento basado en nanoporos. Esta técnica permite 

realizar una caracterización más detallada de las comunidades microbianas en 

comparación con las técnicas tradicionales dependientes de cultivo, que solo permiten 

identificar una pequeña fracción de la totalidad de microorganismos presentes (Bharagava 

et al., 2019; Datta et al., 2020). Los resultados del secuenciamiento obtenidos para este 

estudio demuestran ser de buena calidad, en base al análisis del Phred Score para las 

lecturas generadas, que fue de 10.9 en promedio para todos los TP (Tabla 1), lo que es 

similar a estudios que utilizan lecturas generadas en MinION (Shin et al., 2018).  

Por otro lado, la asignación taxonómica para cada TP se obtuvo mediante el 

servidor web del programa Kaiju, que tiene la ventaja de regresar porcentajes de 

clasificación taxonómicos más altos que otros programas disponibles (Corvelo et al., 

2018). A pesar de esta ventaja, el porcentaje de clasificación taxonómica en cada TP fue 

bajo, con un promedio de 39.4% de lecturas clasificadas (Tabla 2). Esto pudo ser causado 

por la alta tasa de error del MinION del 12%, la enorme diversidad microbiana que existe 

en los consorcios provenientes de la Amazonía, o debido a que las bases de datos para 

microalgas no son completas y existe una gran cantidad de “dark matter” en estudios 

metagenómicos (Goodwin et al., 2015; Ordóñez, 2020). En base a las lecturas 

clasificadas, se encontró que los filos más abundantes fueron Proteobacteria, 

Terrabacteria, grupo FCB, Chlorophyta, Cyanobacteria y Opisthokonta (Figura 2, 

Anexo 2), en donde Proteobacteria y grupo FCB destacaron por su mayor abundancia en 

las muestras tratamiento y DC de todos los TP. Esto concuerda con los resultados 

reportados en estudios previos realizados en la Amazonía y Galápagos, donde se muestra 

a Chlorophyta como el filo más dominante de microalgas por su eficiencia en la 
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asimilación de nitrógeno y fósforo, que son abundantes en las aguas residuales (Ordóñez, 

2020; Posso, 2019). Proteobacteria y Bacteroidetes tuvieron una abundancia constante 

en todos los TP, esto se debe a su relación simbiótica que tienen con las microalgas, ya 

que promueven su crecimiento a través de la absorción eficiente de nutrientes del medio 

(Krustok, 2016; Posso, 2019). Por otro lado, se observa que la abundancia de Chlorophyta 

varía en las muestras tratamiento de los TP 0, 9 y 12, y también se observa una abundancia 

considerable de este filo en el DC del TP 9, algo que no se esperaba debido a que estos 

organismos necesitan luz para su desarrollo, y las condiciones de cultivo de estas muestras 

fueron en ausencia de luz. Las posibles explicaciones para esto son: una fuente de luz no 

planificada llegó a las muestras DC, se clasificaron las lecturas de microalgas que ya no 

estaban vivas, o que las algas presentaron un crecimiento heterótrofo en ausencia de luz 

(Morales-Sánchez et al., 2014). 

También se encontró que los filos abundantes reportados en este estudio coinciden 

con los resultados de estudios previos de clasificación taxonómica realizados en plantas 

de tratamiento de agua residual en Italia (Tandoi et al., 2018). Una posible explicación 

para esta semejanza es que el sitio de recolección de las muestras para este estudio haya 

estado contaminado con aguas residuales (Posso, 2019). En los estudios previos, se 

encontró que los filos más abundantes fueron Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes 

y Bacteroidetes. Este descubrimiento resulta importante debido a la alta eficiencia de 

remoción que se reporta para estos consorcios, por lo que la similitud encontrada con el 

consorcio analizado en este estudio puede significar que tiene un alto potencial para el 

tratamiento de aguas residuales debido a que estarían aclimatados a desarrollarse en 

ambientes con altos niveles de contaminación.  

La alfa diversidad se analizó con los índices de Shannon-Wiener y Simpson, que 

son ampliamente utilizados en estudios ecológicos por tomar en cuenta la riqueza, 
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abundancia y uniformidad de las especies presentes en la muestra (Brraich & Kaur, 2015). 

En base al índice de Shannon-Wiener, se obtuvieron valores entre 1.336 y 1.413 para los 

TP analizados, mientras que los valores en base al índice de Simpson oscilaban entre 

0.680 y 0.807, como se observa en la Tabla 3. Cabe mencionar que el índice de Shannon-

Wiener comúnmente otorga más importancia a las lecturas de especies poco comunes, 

mientras que el índice Simpson da más importancia a las especies más abundantes. Esto 

puede generar un cierto nivel de sesgo en los resultados, sin embargo, estos concuerdan 

con los resultados reportados en literatura para ambos índices en estudios realizados en 

la Amazonía (Miura et al., 2007; Posso, 2019). Con respecto a la beta diversidad, se 

utilizó el índice de Bray-Curtis para obtener información sobre la diferencia en la 

abundancia de especies entre dos muestras distintas. Este índice es muy utilizado en 

estudios ambientales debido a que las lecturas de especies comunes y poco comunes 

obtienen una importancia similar en el cálculo de los valores del índice, por lo que se 

genera un mínimo sesgo (Demircan et al., 2018). En base a este índice, se obtuvieron 

resultados para todos los Time Points con un rango entre 0.595 y 0.979, como se observa 

en la Tabla 4, los cuales son similares a los valores reportados en estudios de diversidad 

con muestras ecológicas (Xu et al., 2014).  

En base a los resultados obtenidos para los índices de alfa y beta diversidad, se 

encontró una diversidad relativamente alta de especies microbianas que se mantiene 

constante en cada TP analizado, lo que demuestra que los microorganismos 

pertenecientes a los filos más abundantes pueden tener actividades esenciales en el 

proceso de tratamiento de aguas residuales (Qiang et al., 2017). Sin embargo, no es 

posible asumir que una alta diversidad de especies microbianas esté directamente 

relacionada con un mayor rendimiento en la remoción de contaminantes, ya que se ha 

encontrado que la diversidad y el rendimiento no siempre van de la mano. Múltiples 
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estudios han reportado que el dominio de pocas especies en el consorcio puede presentar 

mayores ventajas para remover los contaminantes del agua residual (Ibarbalz et al., 2013; 

Saavedra et al., 2016). Por otro lado, se encontró que las muestras que presentaron una 

mayor diferencia en cuanto a la abundancia de especies fueron entre las muestras 

tratamiento del TP 0 y TP 12, con un valor de 0.979 para el índice de Bray-Curtis. Esto 

evidencia la variación del consorcio a lo largo del tiempo, que puede deberse a la 

disponibilidad de sustratos disponibles, lo que causa la dominancia de microorganismos 

que se encuentran más adaptados a desarrollarse en ese ambiente (Morales-Sánchez et al., 

2014).  

Finalmente, se obtuvo información sobre las vías metabólicas presentes en el 

consorcio mediante el programa SqueezeMeta usando la base de datos KEGG. Los 

resultados obtenidos muestran rutas metabólicas que están involucradas con la 

degradación o metabolismo de contaminantes que se encuentran comúnmente en las 

aguas residuales, como nitrógeno, fósforo, nitrato, compuestos xenobióticos, 

hidrocarburos, benzoato, nitrotolueno y estireno. Estos resultados concuerdan con los 

reportados en literatura para estudios realizados en cuerpos de agua contaminada, lo que 

demuestra una vez más el alto potencial que tiene el consorcio analizado para remover 

eficientemente los contaminantes de aguas residuales (Yadav et al., 2021). A pesar de 

esto, se observa que el número de lecturas es similar en todas las muestras tratamiento y 

DC de todos los TP (Figura 5). Incluso se observa que en el tratamiento del TP 12 no se 

encontraron rutas metabólicas que sí se encontraron en otros TP. Esto se debe a que el 

método que se usó para analizar los perfiles funcionales se basa en el mapeo de genes 

codificantes para proteínas a una colección de pathways de referencia, como la base de 

datos KEGG. Se ha reportado que este método puede generar “agujeros” en los pathways 

reconstruidos debido a información incompleta de los genes (Ye & Doak, 2009).  
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CONCLUSIONES 

En conclusión, se encontró que el consorcio analizado podría ser útil para remover 

eficientemente los contaminantes de las aguas residuales de la Amazonía debido a que se 

ha reportado en otros estudios que los organismos encontrados son eficientes en la 

remoción de estos contaminantes, y además se encontró que estos microorganismos 

tuvieron una presencia abundante y constante en todos los Time Points, lo que demuestra 

sus actividades esenciales en la biorremediación. Estos hallazgos resultan relevantes para 

el tratamiento de aguas residuales en la región Amazónica, que cuenta con una baja 

cantidad de plantas de tratamiento de aguas residuales en el país (20% del total), un bajo 

porcentaje de tratamiento de las aguas que ingresan (68%), y un alto porcentaje de aguas 

no tratadas que son vertidas nuevamente a las fuentes de agua (77%) (INEC, 2016; Orbe, 

2020). Además, los resultados resultan importantes para la biorremediación de las fuentes 

de agua de las que dependen las comunidades de la Amazonía, ya que se pueden 

implementar estos consorcios en sistemas de tratamiento efectivos. Por estas razones, el 

consorcio analizado podría resultar útil para desarrollar un sistema de tratamiento efectivo 

y de bajo costo, que contribuya a la limpieza de las aguas residuales de esta región. Sin 

embargo, se recomienda seguir investigando el consorcio debido al alto porcentaje de no 

clasificación que se tuvo en Kaiju, lo que demuestra la falta de información en las bases 

de datos; y a las muestras en las que no se obtuvieron lecturas para las vías metabólicas, 

lo que demuestra que se debe utilizar un método más efectivo para analizar estos datos. 

Es necesario trabajar con información más completa debido a que la reconstrucción de 

las vías metabólicas y la clasificación taxonómica son esenciales para entender las 

funciones biológicas de un genoma secuenciado. Finalmente, los resultados de este 

estudio son preliminares, por lo que se recomienda realizar análisis más profundos de la 

estructura y composición del consorcio.   
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TABLAS 

Tabla 1.- Resultados en NanoPlor de la calidad del secuenciamiento por nanoporos para 

los Time Points 0, 9 y 12. 

 TP0 TP9_trat TP9_DC TP12_trat TP12_DC 

Longitud media 2,855.9 1,776.3 2,450.4 1,940.8 1,914.2 

Calidad media 11 10.9 10.8 10.7 10.7 

Número de reads 638,996 571,821 591,931 112,841 126,676 

Longitud N50 6,813 5,941 6,753 5,382.0 5,526 

Número de bases 1.82𝑥109 1.01𝑥109 1.45𝑥109 2.19𝑥108 2.42𝑥108 

>Q7 100% 99.9% 99.9% 100% 100% 

Descripción. Resultados obtenidos con la herramienta Nanoplot para determinar la 

calidad del secuenciamiento de todos los Time Points.  

 

Tabla 2.- Porcentaje y número de lecturas clasificadas y no clasificadas obtenidas en el 

web server Kaiju. 

 TP0 TP9_trat TP9_DC TP12_trat TP12_DC 

No 

clasificadas 

Porcentaje 66% 67% 69% 50% 51% 

Lecturas 420,461 79,777 95,651 34,034 63,973 

Clasificadas Porcentaje 34% 33% 31% 50% 49% 

Lecturas 218,535 38,801 42,781 34,503 62,703 

Total Lecturas 638,996 119,578 138,432 68,537 126,676 

Descripción. Número de lecturas generadas del secuenciamiento para cada Time Point. 

El valor del porcentaje se calculó en base al total de lecturas generadas en el 

secuenciamiento. La información se obtuvo con el programa Kaiju, usando la base de 

datos NCBI BLAST nr+euk. 
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Tabla 3.- Índices de Shannon-Wiener y Simpson para el análisis de alfa diversidad. 

 Shannon-Wiener (H’) Simpson (D) 

TP0 1.336 0.680 

TP9_trat 1.377 0.693 

TP9_DC 1.395 0.709 

TP12_trat 1.413 0.807 

TP12_DC 1.387 0.701 

Descripción. Resultados de los índices de Shannon-Wiener y Simpson para cada Time 

Point, obtenidos con el paquete Vegan en R. 

 

Tabla 4.- Índice de Bray-Curtis para el análisis de beta diversidad. 

 TP0 TP9_trat TP9_DC TP12_trat TP12_DC 

TP0 0 0.83 0.595 0.979 0.963 

TP9_trat 0.83 0 0.78 0.96 0.918 

TP9_DC 0.595 0.78 0 0.965 0.963 

TP12_trat 0.979 0.96 0.965 0 0.853 

TP12_DC 0.963 0.918 0.963 0.853 0 

Descripción. Resultados del índice de Bray-Curtis comparando los tratamientos y Dark 

Control de todos los Time Points. Resultados obtenidos con la herramienta Simka. 
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FIGURAS 

 

Figura 1.- Comparación a nivel de dominio de lecturas clasificadas taxonómicamente 

para cada Time Point. 

 

Figura 2.- Comparación a nivel de filo de lecturas clasificadas taxonómicamente para 

cada Time Point. 
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Figura 3.- Comparación a nivel de clase de lecturas clasificadas taxonómicamente para 

cada Time Point. 

 

Figura 4.- Mapa de calor/heatmap para el análisis de la beta diversidad. 
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Descripción. Resultados de la beta diversidad entre los Time Points analizados mediante 

un mapa de calor. Los tonos verde-amarillo indican una mayor divergencia, mientras que 

los tonos rojo-marrón indican una mayor similitud entre las muestras analizadas. Los 

cuadrados de color negro corresponden a la comparación entre las mismas muestras. 

 

 

Figura 5.- Comparación de vías metabólicas encontradas en cada Time Point. 
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ANEXO 1: LECTURAS CLASIFICADAS A NIVEL DE DOMINIO 

 TP0 TP9_trat TP9_DC TP12_trat TP12_DC 

Bacteria Porcentaje 61% 75% 70% 88% 88% 

Lecturas 132,108 29,709 29,884 30,339 55,119 

Eucariota Porcentaje 38% 25% 30% 12% 12% 

Lecturas 83,918 9871 12,644 4,044 7,364 

Descripción. El porcentaje para cada dominio se calculó en base a las lecturas 

clasificadas de todos los organismos celulares en cada Time Point. El número de lecturas 

se obtiene en base al total de lecturas generadas. Se usó el programa Kaiju y la base de 

datos NCBI BLAST nr+euk. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

ANEXO 2: LECTURAS CLASIFICADAS A NIVEL DE FILO 

 TP0 TP9_trat TP9_DC TP12_trat TP12_DC 

Proteobacteria Porcentaje  41% 45% 40% 58% 58% 

Lecturas 89,838 17,782 17,289 20,010 36,566 

FCB Porcentaje 14% 24% 24% 20% 20% 

Lecturas 29,906 9,440 10,145 6,908 12,242 

Terrabacteria Porcentaje 2% 0.80% 1% 0.8% 0.7% 

 Lecturas 4,709 329 533 271 452 

PVC Porcentaje 2% 3% 3% 3% 3% 

 Lecturas 3,773 1,231 1,088 1,108 1,921 

Acidobacteria Porcentaje 0.50% 0.05% 0.09% 0.04% 0.04% 

 Lecturas 1,053 19 38 14 28 

Chlorophyta Porcentaje 33% 12% 22% 6% 6% 

 Lecturas 71,510 4,799 9,259 1,986 3,550 

Opisthokinta Porcentaje 5% 12% 7% 6% 6% 

Lecturas 10,131 4,874 3,063 1,958 3,621 

Bacteroidetes Porcentaje 14% 24% 24% 20% 20% 

Lecturas 29,601 9,429 10,136 6,902 12,234 

Cyanobacteria Porcentaje 0.30% 0.10% 0.10% 0.09% 0.06% 

Lecturas 731 53 54 30 36 

Descripción. El porcentaje para cada filo se calculó en base a las lecturas clasificadas de 

todos los organismos celulares en cada Time Point. El número de lecturas se obtiene en 

base al total de lecturas generadas. Se usó el programa Kaiju y la base de datos NCBI 

BLAST nr+euk. Se observa que hay una mayor abundancia del filo Proteobacteria en las 

muestras de todos los Time Points.  
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ANEXO 3: LECTURAS CLASIFICADAS A NIVEL DE CLASE 

 TP0 TP9_trat TP9_DC TP12_trat TP12_DC 

α-Proteobacteria Porcentaje 31% 37% 33% 50% 51% 

Lecturas 67,735 14,820 14,172 17,397 31,748 

β-Proteobacteria Porcentaje 8% 6% 6% 6% 6% 

Lecturas 18,056 2,257 2,448 1,979 3,579 

γ-Proteobacteria Porcentaje 0.90% 0.70% 0.60% 0.6% 0.7% 

Lecturas 1,918 259 259 215 408 

Gemmatimonadetes Porcentaje 0.10% 0.02% 0.01% 0.01% 0.006% 

Lecturas 288 7 5 4 4 

Actinobacteria Porcentaje 1% 0.40% 0.40% 0.4% 0.5% 

Lecturas 2,703 140 159 146 291 

Firmicutes Porcentaje 0.30% 0.30% 0.60% 0.2% 0.1% 

Lecturas 748 110 267 65 85 

Chloroflexi Porcentaje 0.20% 0.05% 0.10% 0.06% 0.04% 

Lecturas 453 18 44 21 26 

Verrucomicrobia Porcentaje 1% 3% 2% 3% 3% 

Lecturas 2,721 1,077 731 915 1,581 

Planctomycetes Porcentaje 0.50% 0.40% 0.80% 0.5% 0.5% 

Lecturas 1,001 146 342 183 318 
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ANEXO 4: LECTURAS GENERADAS PARA RUTAS METABÓLICAS 

 TP0 TP9_trat TP9_DC TP12_trat TP12_DC 

1,2-dicloroetano 5 5 5 0 5 

1,4-diclorobenceno 15 15 15 0 15 

2,4-diclorobenzoato 14 14 14 0 14 

Ácido 3-cloroacrílico 4 4 4 4 4 

Benzoato por ligación 

de CoA 

67 67 67 0 67 

Benzoato por 

hidroxilación 

49 49 49 0 49 

Caprolactama 14 14 14 0 14 

Carbazol 10 10 10 0 0 

Trinitrotolueno 22 22 22 0 22 

Estireno 19 19 19 0 0 

Metano 49 49 49 0 49 

Nitrógeno 107 107 107 107 107 

Propanoato 59 59 59 59 59 

Azufre 27 27 27 27 27 

Butanoato 67 67 67 67 67 

Xenobióticos por 

citocromo P450 

15 0 0 0 0 

Descripción. Número de lecturas generadas para las rutas metabólicas relevantes en 

biorremediación. Información obtenida con el uso de la herramienta SqueezeMeta. 

 

 

 


