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RESUMEN

Las islas Galdpagos son mundialmente conocidas por su alta diversidad y endemismo. No
obstante, existe un problema con el manejo de las aguas residuales. Estas son desechos liquidos
que presentan caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas que amenazan al medio ambiente y
a la salud humana. Para su tratamiento, es posible emplear microorganismos que reducen los
niveles de contaminantes de forma sustentable. Dentro de este enfoque, se ha demostrado la
eficiencia de utilizar consorcios alga-bacteria por sus relaciones mutualistas, pero la
informacion sobre su composicién es limitada. Por ende, este estudio busca caracterizar la
composicion de un consorcio con potencial de remediacion de aguas residuales. Se contd con
un tratamiento (fotoperiodo 12:12) y dark control (ausencia de luz) para evidenciar el rol de
las algas en el consorcio. Mediante la secuenciacion con MinlON vy el analisis metagendémico
con el método de shotgun de este consorcio, fue posible determinar su composicion, diversidad
y funcionalidad en los dias 0, 9 y 12. La asignacion taxondmica demostré la dominancia del
Filo Proteobacteria y la Clase Alphaproteobacteria a lo largo del tiempo, tanto en los
tratamientos como dark controls. La abundancia de Chlorophyta disminuy6 notablemente tras
12 dias y fue ligeramente menor en los dark controls. La alfa diversidad en todos los puntos
analizados fue baja. Por su parte, se observo que los tratamientos de los dias 9 y 12 fueron las
muestras mas similares entre si, seguidas de los tratamientos y dark controls del mismo dia. El
perfil funcional del consorcio reflejé la existencia de varias vias metabdlicas Utiles para la
degradacion de contaminantes frecuentes en aguas residuales, en mayor cantidad en el dia 9.
Por consiguiente, el consorcio de Galapagos es potencialmente aplicable en el tratamiento de

aguas residuales, pero se requiere continuar con su estudio a mayor profundidad.

Palabras clave: Consorcio, Alga, Bacteria, Galdpagos, Metagenomica, Aguas Residuales,

Biorremediacion, Composicién Taxonomica, Diversidad Microbiana, MinlON.



ABSTRACT

The Galapagos Islands are worldwide known for their high diversity and endemism. However,
there is a problem with wastewater management. These are liquid wastes that have physical,
chemical, and biological characteristics that threaten the environment and human health. For
its treatment, it is possible to use microorganisms that reduce the levels of pollutants
sustainably. Within this approach, the efficiency of using bacterial-algae consortia has been
demonstrated because of their mutualistic relationships, but information on their composition
is limited. Therefore, this study aims to characterize the composition of a potential wastewater
remediation consortium. There was a treatment (12:12 photoperiod) and dark control (absence
of light) to reveal the role of algae in the consortium. By MinlON sequencing and shotgun
metagenomic analysis of this consortium, it was feasible to determine its composition,
diversity, and functionality on days 0, 9, and 12. Taxonomic assignment demonstrated the
dominance of the Proteobacteria Phylum and Alphaproteobacteria Class over time, both in
treatments and dark controls. Chlorophyta’s abundance decreased notably after 12 days, and it
was slightly lower in the dark controls. The alpha diversity at all points analyzed was low.
Treatments on days 9 and 12 were found to be the most similar samples to each other, followed
by treatments and dark controls from the same day. The functional profile of the consortium
reflected the existence of several metabolic pathways useful for wastewater frequent pollutants
degradation, in greater quantity at day 9. Therefore, the Galapagos consortium is potentially

applicable in wastewater treatment, but further study is required.

Key words: Consortium, algae, bacteria, Galapagos, Metagenomics, Wastewater,

Bioremediation, Taxonomic Composition, Microbial Diversity, MinlON.
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INTRODUCCION

Tanto las industrias como las instituciones publicas y privadas, residencias y
establecimientos generan residuos sélidos y liquidos, siendo los ultimos conocidos como aguas
residuales, cuya descarga a cuerpos de agua constituye una de las mayores causas de
contaminacion ambiental. En el Ecuador, solamente entre el 10 y 25% de aguas residuales
reciben un tratamiento previo a su descarga (Velasco, et al., 2018). Algunas caracteristicas de
las aguas residuales son que presentan una alta demanda quimica y biologica de oxigeno, alta
cantidad de solidos totales disueltos y suspendidos; ademas de contener organismos patdgenos
y varios contaminantes organicos e inorganicos recalcitrantes, cuya alta concentracion y poca
biodegradabilidad representan el mayor desafio para la seguridad ambiental y la proteccién de
la salud humana (Bharagava, et al.,, 2019). Por estos motivos, es fundamental buscar
alternativas sustentables para combatir esta problematica; algunas consisten en el uso de
métodos fisicos, quimicos, bioquimicos y bioldgicos (Pefia, et al., 2018).

La biorremediacidn consiste en procesos colectivos que emplean sistemas bioldgicos
para reducir los niveles de contaminantes hasta que sean indetectables, no toxicos o aceptables
bajo la legislacion pertinente. Con frecuencia, se reporta el uso de comunidades microbianas
en estos procesos por su capacidad de oxidar, inmovilizar, mineralizar o transformar
contaminantes (Vishwakarma, et al., 2020). Su aplicacién depende, principalmente, de la
naturaleza del contaminante, pero también del grado de contaminacion, tipo de ambiente,
localizacion, costos y politicas ambientales. En base al sitio de aplicacién, se clasifica a la
biorremediacion como ex situ o in situ. La primera hace referencia a la extraccion y transporte
del sitio contaminado hacia el sitio de tratamiento. Por su parte, la segunda implica la reduccion
de la concentracion de contaminantes en el mismo sitio contaminado, sin perturbar su

estructura (Azubuike, et al., 2016).
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En cuanto a los tratamientos biolégicos para aguas residuales, los consorcios
microbianos de microalgas y bacterias han demostrado un inmenso potencial, puesto que
existen relaciones de mutualismo, comensalismo, competencia y comunicacion entre estos
microorganismos (Subashchandrabose, et al., 2011). Es de interés la relacion mutualista basada
en el intercambio nutricional, donde las bacterias suministran nitrégeno fijo, vitamina B,
fitohormonas, derivados de tiamina y sideréforos para acelerar el crecimiento de microalgas y
su produccién de biomasa (Zhang, et al., 2020). El oxigeno molecular de la fotosintesis de las
algas es utilizado como aceptor de electrones por bacterias para degradar materia organica y el
dioxido de carbono producido por la mineralizacion de las bacterias completa el ciclo
fotosintético (Subashchandrabose, et al.,, 2011). Por esto, se incrementa la eficiencia
metabolica, se promueve el crecimiento acelerado de los grupos, se confiere robustez al
ambiente, se minimiza la invasion de otras especies, se mejora la absorcion total de nutrientes
(Zhang, et al., 2020), se reduce el costo de aireacion, se ahorra energia y disminuye el consumo
del reactor (Mu, et al., 2021).

Ademas, el crecimiento de las algas agota el amonio, nitrato y fosfato, lo que beneficia
la remocion de nutrientes en el tratamiento de aguas residuales, mejorando la calidad del
proceso (Subashchandrabose, et al., 2011). Estudios han demostrado que géneros bacterianos
se asocian especificamente con ciertas algas verdes dependiendo de sus productos secretores
(Ramanan, et al., 2016). Por ejemplo, la bacteria Azobacter S8 junto a la microalga Chlorella
vulgaris reducen la concentracion de cromo al encontrarse en una proporcion 1:1 (Tangahu, et
al., 2020). A su vez, los géneros Roseobacter y Flavobacterium se relacionan consistentemente
con diatomeas (Zhang, et al., 2020). En consecuencia, el estudio de las especies presentes en
los consorcios y sus proporciones relativas es imperativo para determinar los grupos

microbianos aptos para su empleo en el tratamiento de aguas residuales (Mu, et al., 2021).
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Dado que la mayoria de los microorganismos ambientales no son cultivables, la secuenciacion
de su material genético permite obtener informacion sobre estos (Wiegand, et al., 2021).

La metagendmica es una tecnologia empleada para el estudio del material genético
obtenido directamente de las muestras ambientales, sin aislamiento ni cultivo de
microorganismos (Datta, et al., 2020). EI ADN obtenido de cada muestra ambiental se conoce
como metagenoma y constituye la fuente de informacion genética (Datta, et al., 2020). Uno de
los enfoques mas utilizados es el “shotgun” que consiste en secuenciar todo el ADN presente
en una muestra (Garrido, et al., 2017). Esta metodologia permite realizar un analisis de genes
funcionales, diversidad de genes relevantes, genes catabolicos y operones completos
taxonomica y filogenéticamente (Bharagava, et al., 2019). De esta manera, la exploracion de
comunidades microbianas y sus funciones es mas confiable e informativa (Sidhu, et al., 2017).

MinlON de Oxford Nanopore Technologies (ONT) es un dispositivo de bolsillo que
aplica la tecnologia de secuenciacion por nanoporos para el anélisis de acidos nucleicos de
manera rapida y en tiempo real (Tyler, et al., 2018). MinlON identifica las bases del ADN al
medir los cambios en la conductividad eléctrica generados a medida que una hebra de ADN
pasa por un poro bioldgico (Lu, et al., 2016). Previo a la secuenciacién, se unen adaptadores a
la secuencia de ADN para facilitar la captura y entrada del extremo 5’ de una hebra en la enzima
que asegura el desplazamiento unidireccional del ADN a través del nanoporo en milisegundos
(Jain, et al., 2016).

La informacion generada gracias a esta tecnologia permite determinar la composicion
y los perfiles funcionales de la comunidad durante el tratamiento de aguas residuales. Por
ejemplo, Sidhu, et al. en el 2017 encontraron que en agua residual no tratada el metabolismo
de ADN y proteinas, quimiotaxis, respiraciéon y degradacion de compuestos aromaticos fueron
abundantes. Por otro lado, en el 2013, Silva y colaboradores reportaron la presencia vias del

metabolismo de nitrégeno, azufre y fésforo, ademas de compuestos aromaticos.
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Las Islas Galapagos son islas volcanicas ubicadas a 930 km de la costa ecuatoriana
mundialmente reconocidas por su gran biodiversidad y endemismo (Jones, et al., 2021). A su
vez, las islas se encuentran en una ubicacion oceanografica que crea diversos habitats marinos
con gradientes de temperatura y condiciones que cambian las estructuras de las comunidades
microbianas (Gifford, et al., 2020). A pesar de que el archipiélago es uno de los lugares mas
estudiados del planeta, muchas de las especies que lo habitan y su ecologia todavia son
desconocidas (Walsh & Mena, 2013). Por su parte, el tratamiento de aguas residuales en el
archipiélago es casi nulo, representando Unicamente al 0.48% de PTAR en el pais, siendo la
regién con menor tratamiento. Asimismo, la poca agua tratada es descargada en el mar y
pantanos artificiales; mientras que el 100% del agua residual sin tratamiento se deposita en el
mar (INEC, 2016). Adicionalmente, los andlisis del suministro de agua en Galdpagos
demuestran la presencia elevada de coliformes fecales, detergentes, nitratos, materia organica
y un nivel insuficiente de cloro desinfectante (Parque Nacional Galapagos, 2017; Alarcon,
2019). Considerando la falta de tratamiento de aguas contaminadas en las islas, es crucial
caracterizar a los microorganismos autoctonos de la zona para conocer su potencial metabdlico,
metabolitos y procesos de degradacion (Chandran, et al., 2020), debido a que estos estan
adaptados a dichas condiciones ambientales (Maitra, 2018).

Con estos antecedentes, y tomando en cuenta que la biorremediacién es una herramienta
emergente con un enfoque sustentable para el manejo de la contaminacion ambiental, existe la
necesidad de generar mas investigaciones en esta area, especialmente, enfocada en los recursos
bioldgicos presentes en una zona con tanta riqueza como las islas Galapagos. Por consiguiente,
el objetivo del presente estudio es caracterizar la diversidad genética dentro de un consorcio
alga-bacteria de Galapagos a lo largo del tiempo mediante su analisis metagenémico, para
comprender la composicion taxondémica, la dindmica microbiana y las posibles vias

metabdlicas implicadas en la remocion de compuestos contaminantes en aguas residuales.
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METODOS

Recoleccion de muestras
La muestra del consorcio se obtuvo de un arroyo de agua dulce en la Encafiada

Gutiérrez, San Cristobal, cuya elevacion es de 179 m.s.n.m y coordenadas geograficas
0°55'42.57" S 89°30'41.08" O (Suérez, 2019). Se criopreservo la muestra hasta su inoculacién
en agua residual sintética, la cual permite obtener mediciones reproducibles, pues se formula a
partir de una concentracion fija de carbono y nutrientes (O’Flaherty & Gray, 2013). Esto se
hizo para evaluar la capacidad de remocion de la muestra a lo largo del tiempo en el Laboratorio
de Ingenieria Ambiental USFQ. El consorcio correspondiente al tratamiento se mantuvo
durante 15 dias a 24°C, con agitacion constante y sometido a un fotoperiodo 12:12. Mientras
el dark control (DC) se mantuvo bajo las mismas condiciones, pero no se sometio a luz para

evaluar la remocion de contaminantes al restringir el crecimiento de las algas en el consorcio.

Extraccion de ADN, cuantificacién con NanoDrop y electroforesis
Para la extraccion de ADN, se transfirieron 15 ml del agua residual sintética con el

in6culo a un tubo Falcon. Esto se realiz6 en los Time Points (TPs) 0, 9 y 12 tanto para los
tratamientos como dark controls, ya que en estos puntos se evidencié la mayor remocion de
contaminantes. Primero, se centrifugd la muestra por 8 minutos a 9000 rpm, para concentrar la
biomasa celular; posteriormente, se descartd el sobrenadante. Se colocé la biomasa en un
mortero, se afiadié nitrogeno liquido para el paso de lisis celular, se macero y se pesé la biomasa
resultante. Luego, se extrajo el ADN con el kit DNeasy® PowerSoil® Pro (Qiagen, Hilden,
Alemania, 2020), en base a las indicaciones del fabricante; con ciertas modificaciones: se
realizd un vortex por 40 minutos en la etapa de lisis celular y se utilizaron 30 pl de agua de
PCR como buffer de elucion. Se colocd 1 pl de la muestra en el espectrofotometro NanoDrop
para cuantificar la cantidad y calidad del ADN extraido. Finalmente, se cargaron 2 pl de ADN

en un gel de agarosa al 1.5% para visualizar que el ADN no esté fragmentado.
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Preparacion de librerias y secuenciacién con MinlON
Para iniciar, se realiz6 un lavado del ADN con beads magnéticas AMPure XP en una
proporcion de 1.8X, con el fin de mantener fragmentos de un amplio rango de tamafios. Se
cuantificd el ADN extraido con Qubit. Luego, se llevd a cabo la preparacion de la libreria
genomica siguiendo el protocolo “Native barcoding genomic DNA”, generado por ONT
(2021), para el cual se siguieron todas las directrices, excepto la repeticion del lavado con
etanol al 70% para limpiar las beads magnéticas. Los adaptadores y cddigos de barras se
afiadieron de acuerdo con el protocolo y se asignaron aleatoriamente para cada muestra. La
secuenciacion se realizd cargando los buffers especificados en el protocolo y la libreria de
ADN en una celda de flujo por aproximadamente 24 horas. Cabe mencionar que la

secuenciacion de cada TP se realizd en un dia distinto.

Demultiplexing y anélisis de la calidad de las secuencias
La remocién de adaptadores y la clasificacion de las lecturas en base a su codigo de

barras se realizaron en el programa Porechop (Github, 2021), el cual alinea subconjuntos de
lecturas con conjuntos de adaptadores y analiza si existe al menos el 90% de coincidencia para
considerar que el adaptador se encuentra en la muestra (Wick, et al., 2017; Github, 2021). Para
el andlisis de la calidad de las secuencias se emple6 el programa Nanoplot (De Coster, et al.,
2019) que produce un resumen estadistico y graficos QC informativos, pues contienen varios
aspectos sobre la longitud de las lecturas, rendimiento acumulado, puntajes de calidad, calidad

a lo largo del tiempo, entre otros (De Coster, et al., 2019).

Alfay beta diversidad
La alfa diversidad indica la riqueza de especies en una comunidad individual

(Arellano & Halffer, 2003). Para su calculo se empled el paquete Vegan (Oksanen, et al.,
2020) en R, el mismo que provee herramientas para realizar estudios de ecologia descriptiva

de comunidades, mediante analisis de diversidad y disimilitudes (Oksanen, et al., 2020). El
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paquete cuenta con los indices de Shannon y Simpson que fueron empleados; adicionalmente,
se calculo el indice de Pielou.

La beta diversidad corresponde al grado de diferencia entre comunidades distintas
(Arellano & Halffer, 2003). Su analisis se realiz6 en el programa Simka (Benoit, et al., 2016)
gue compara metagenomas de novo, al calcular distancias ecoldgicas estandar de una coleccién
de datos y reemplazando los recuentos de especies por recuentos de k-mer lo suficientemente
largos para que sean especificos de un genoma (Benoit, et al., 2016). Dentro de Simka, se
generaron valores para la disimilitud de Bray-Curtis a partir de la diferencia relativa ponderada,
donde la contribucion de cada especie al indice se pondera por la suma de las abundancias de

las especies en las dos unidades de muestra que se comparan (Roberts, 2017).

Asignacion taxondémica
Para la asignacion taxondmica se utiliz6 el programa Kaiju (Menzel, et al., 2016) que

clasifica las lecturas taxondmicamente basado en proteinas, es decir, traduce las secuencias de
aminoacidos y las compara con el catalogo disponible de genes microbianos (Menzel, et al.,

2016).

Ensamblaje y prediccion de genes funcionales
Se realizo el ensamblaje de los genomas en Flye (Kolmogorov, et al., 2019), mismo que

ensambla genomas de novo a partir de lecturas largas. Este genera disjointigs que representan
concatenaciones de segmentos gendmicos disjuntos y construye un grafico de ensamblaje
preciso basado en el concatenado resultante. Luego, realiza graficos de repeticiones para
obtener contigs precisos (Kolmogorov, et al., 2019). Posteriormente, los archivos resultantes
de Flye se utilizaron para correr el pipeline de andlisis metagendmico automatico
SqueezeMeta. Este permite ensamblar conjuntamente los metagenomas, recuperarlos mediante

binning y realizar anotaciones funcionales (Tamames & Puentes, 2017).
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RESULTADOS
A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del secuenciamiento y analisis

bioinformatico de tres Time Points analizados del consorcio alga-bacteria de Galapagos.

Demultiplexing y calidad de las lecturas
A partir del demultiplexing y la remocién de adaptadores con Porechop, se obtuvo que

el total de lecturas asignadas al codigo de barras correspondiente al TPO fueron 1,013,704 y las
bases fueron 1,581,333,319. Por otro lado, el tratamiento del TP9 cont6 con 662,584 lecturas
y 1,004,618,802 bases; mientras que el dark control de este punto obtuvo un total de 902,632
lecturas con 1,477,805,585 bases. Por ultimo, el nimero de lecturas en el tratamiento del TP12
fue de 283,792 con 285,561,800 bases y en el dark control de este punto se obtuvieron 333,553
lecturas y 276,530,740 bases (Tabla 1).

Los resultados de la calidad del secuenciamiento de los diferentes TPs se encuentran en
la Figura 1, la cual contiene un diagrama de puntos que relaciona la longitud de las lecturas
con la calidad de las mismas. En cuanto al analisis del TPO, se obtuvo que la media de la
longitud de las lecturas fue de 1,560.0, la calidad media fue 11.1 y el N50 fue 5,040.0;
adicionalmente, la lectura de mayor longitud tuvo un tamafio de 52652 y una calidad de 9.1.
En el tratamiento del TP9 la media de la longitud fue de 1,516.2, la calidad media fue 11.1y
el N50 resulto ser 3,613.0; la lectura mas larga fue de 44710 con una calidad de 11.1. Por su
parte, en el dark control del TP9 se registré una media de la longitud de las lecturas de 1,637.2,
una calidad media de 11.0 y un N50 de 3,944.0; mientras que la lectura mas larga de esta
muestra tuvo un tamafio de 41111 y una calidad de 11.2. En el dia 12, la longitud media fue de
1,006.2, la calidad promedio de 10.6, el N50 de 2,081.0 para el tratamiento, donde la lectura
mas larga tuvo un tamafio de 44946 con una calidad de 11.7, Por su parte, el dark control
presentd una longitud media de 829.0, una calidad de 10.6 y un N50 de 1,291.0; siendo su

lectura mas larga de 44391 con 11.7 de calidad.
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Asignacion taxonomica

Posterior a la asignacion taxondémica realizada en el programa Kaiju, se evidencié que
la muestra del tratamiento del TP9 alcanz6 el mayor porcentaje de clasificacion (47.962%)
dentro del grupo de muestras. En la Tabla 2 se observan los porcentajes de lecturas clasificadas
en cada TP, destacando el hecho de que, en todas las muestras, el porcentaje de lecturas no
clasificadas fue mayor que el de lecturas clasificadas. Por su parte, los dominios mas
abundantes en los TPs fueron Bacteria y Eukarya, los mismos que empezaron con proporciones
muy similares (cercanas al 50%) en el TPO, como se visualiza en la Figura 4. No obstante, a lo
largo del tiempo, las bacterias colonizaron el consorcio y se volvieron dominantes tras 12 dias,
lo que se observa tanto para los tratamiento como dark controls.

En cuanto a los filos més abundantes encontrados, destacan principalmente
Proteobacteria y Chlorophyta, con porcentajes de 41% en el TPO, entre 78% y 75% del filo
bacteriano y 8% de eucariotas en el TP9; y entre 69% y 78% de Proteobacteria y 9% de
Chhlorophyta en el TP12. Otros filos presentes, pero en menor concentracion, fueron:
Terrabacteria, Opisthokonta, Grupo FCB y Grupo PVC. A nivel de clase, las mas abundantes
fueron: Trebouxiophyceae, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Chlorophyceae,
Planctomycetes, Actinobacteria y Firmicutes, en este orden para el TPO. En el TP9, la clase de
Alphaproteobacteria domind el consorcio, seguida por Trebouxiophyceae, Betaproteobacteria
y Dikarya. En el dia 12, el porcentaje de Proteobacteria disminuye y se observo que el Grupo

FCB presento un aumento considerable (Anexo A).

Alfa diversidad
Para el analisis de la alfa diversidad en las diferentes muestras (Tabla 3), se emplearon

los indices de Shannon, Simpson y Pielou. Inicialmente, los valores obtenidos para el indice
de Shannon para el TPO, tratamiento TP9, dark control TP9, tratamiento TP12 y dark control

TP12 fueron 1.162, 0.728, 0.832, 0.775 y 1.033 respectivamente. Por otro lado, los valores
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resultantes para el indice de Simpson fueron de 0.618, 0.328,0.386, 0.344 y 0.478. Ambos
indices coinciden en demostrar que en el TPO existia una mayor diversidad. En cuanto al indice
de Pielou, los datos obtenidos corresponden a 0.597, 0.374,0.428, 0.398 y 0.531, lo que implica
que existe dominancia de algunos grupos taxonémicos en la composicion del consorcio en

todos los puntos muestreados.

Beta diversidad
Con respecto a este pardmetro, se empled el indice de Bray-Curtis generado en el

programa Simka, que provee una matriz de distancia. Se observaron valores entre 0.723 y 0.986
al comparar la composicién y abundancia de las muestras en grupos de 2. Ademas, como se
indica en la Figura 5, se identificé que las muestras correspondientes al tratamiento TP9 y
tratamiento TP12 son las menos distantes entre si, indicando que la composicion de las dos es
mas similar. Por otro lado, las muestras del tratamiento y dark control del mismo TP (9 0 12)
resultaron un poco menos similares y ambas muestras del TP9 fueron mas cercanas al TPO que

el resto de muestras.

Perfiles funcionales
En lo que respecta a los perfiles funcionales y vias metabdlicas encontradas, se

asociaron 112 vias a Alphaproteobacteria, 114 al género Sphingomonas sp. y se encontraron
321 que no lograron clasificarse en el TPO. En el tratamiento TP9, se asignaron 116 vias
metabdlicas a Proteobacteria y 116 sin clasificacion. Mientras que en el dark control TP9, se
identificaron 94 vias metabdlicas en el orden de Hyphomicrobiales, 100 en
Alphaproteobacteria, 103 en Sphingopyxis sp. y 438 sin asignacion. Por su parte, en el
tratamiento TP12 se registraron 115 vias sin asignacion, 78 asignadas a Alphaproteobacteria
y 96 a Sphingomonas sp. Dentro de estos perfiles funcionales, son de interés aquellos
involucrados en biorremediacion, especialmente de aguas residuales. En la Tabla 4, se indican

las vias metabolicas importantes para la biorremediacion y la cantidad de veces que estas
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fueron encontradas tanto en el TPO, como en el tratamiento y dark control del TP9 y TP12.
Cabe destacar que, en la mayoria de las rutas, el nimero de asignaciones es mayor en el dark
control TP9. Ademas, se encontrd la presencia de la ruta del metabolismo de xenobidticos
Unicamente en esta muestra. Por otro lado, la via de degradacion de estireno se encontro en
todas las muestras excepto el TPO. Finalmente, en el TP12 se presentd la ruta del metabolismo
de butanoato y solamente en el dark control TP12 se detectd la via de degradacion de bifenilo,

como se representa en la Figura 6.
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DISCUSION

A partir de los resultados del tamafio de las lecturas, se evidencié que estos se
encuentran dentro del rango esperado para el secuenciamiento por nanoporos (500 pb - 2.3
Mb), siendo las mas comunes entre 10 kb y 30 kb (Amarasinghe, et al., 2020). A su vez, las
lecturas de mayor longitud presentaron tamafios cercanos a 50 kb en todos los TPs,
demostrando que si se generaron lecturas largas. El valor del N50 es la longitud de una
secuencia para la cual todas las secuencias de esa longitud o mayores suman el 50% del tamafio
total del conjunto (Shafin, et al., 2020). Los resultados son congruentes con la literatura donde
el N50 de muestras microbianas producidas por ONT oscila entre 2102 pb y 4369 pb (Cuscd,
et al., 2021). La calidad de las lecturas depende de alcanzar una velocidad de translocacién
Optima del acido nucleico a través del nanoporo (Amarasinghe, et al., 2020). Para este analisis
se emplea el Phred Quiality Score (Q entre 4 y 60) que define la probabilidad de que el base
call sea incorrecto (Lapidus, 2009; Delahaye & Nicolas, 2021). La calidad en todas las
muestras analizadas es alta, pues incluso supera el minimo establecido (7) y los valores
reportados por Yadav y colaboradores (8.9) (2021).

La asignacion taxondémica demostro un alto porcentaje de lecturas no clasificadas; para
el cual se esperaba alrededor del 50% (Corvelo, et al., 2018). Esto se debe a que las lecturas
son comparadas con una base de datos de referencia (Tovo, et al., 2020). Actualmente, ain no
se cuenta con suficiente informacién sobre la mayoria de microorganismos ambientales, los
que se conocen como “materia oscura microbiana” (Wiegand, et al., 2021). Por ende, la
disponibilidad de genomas de referencia tiene un gran impacto en la clasificacion de las
especies encontradas en muestras metagenémicas (Menzel, et al., 2016). A pesar de esto, Kaiju
demostro que, inicialmente, los consorcios contaban con altos porcentajes de Proteobacterias
y Chlorophyta. A lo largo del tiempo, el filo bacteriano se vuelve dominante en el consorcio,

mientras que las algas se mantienen en el segundo lugar, pero con porcentajes mucho menores.
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La literatura indica que el filo predominante en aguas residuales es Proteobacteria y
gue su porcentaje incrementa a medida que avanza el tratamiento (Zhang, et al., 2019), con
abundancias relativas entre 28% y 67% (Plaza, et al., 2021). Otros filos frecuentes son
Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Acidobacteria (Zhang, et al., 2019;
Plaza, et al., 2021; Yu, et al., 2021; Kaevska, et al., 2015). En el TP12, el Grupo FCB
(Fibrobacteres, Chlorobi y Bacteroidetes) iguald al porcentaje de algas; puesto que los
Bacteroidetes son anaerobios estrictos que descomponen compuestos organicos complejos
como los encontrados en aguas residuales, por lo que son de los grupos mas frecuentes (2.4-
15.7%) en PTARs (Niest¢pski, et al., 2020). Adicionalmente, Kaevska y colaboradores
reportaron que su abundancia relativa aumenta a lo largo el tratamiento (2021), al igual que en
el presente estudio. Para las eucariotas, Barreiro y colaboradores (2021) también informan la
presencia del filo Chlorophyta y la clase Trebouxiophyceae en comunidades alga-bacteria
empleadas en el tratamiento de aguas residuales. En los dark controls, se observé que la
abundancia de algas fue ligeramente menor a la de sus respectivos tratamientos. Esto se debe
a gue estas pueden presentar un crecimiento heterotrofo en ambientes oscuros (Morales, et al.,
2015), por lo cual podrian sobrevivir bajo las condiciones del dark control; no obstante, su
eficiencia en la remocion de contaminantes es menor a la observada cuando si reciben luz.

Anivel de clase, se observo que las Alphaproteobacterias constituyeron mas de la mitad
de los grupos presentes, lo cual es consistente con lo encontrado por Ye y Zhang (2013),
Ramanan y colaboradores (2015) y Liu y colaboradores (2018). Dado que estas utilizan
compuestos organicos de baja masa molecular disueltos en aguas residuales como fuente de
energia, ademas de contar con altas tasas de absorcion de sustratos (Kragelund, et al., 2006),
desempefia un rol fundamental en la fijacion de nitrogeno (Tamminen, et al., 2021).
Adicionalmente, son mas afines a asociarse con algas verdes que otros grupos, ya gque son

funcionalmente mas aptas (Ramanan, et al., 2015).
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La alfa diversidad corresponde al andlisis de la estructura ecoldgica de una comunidad
en base a su riqueza (nimero de grupos taxondmicos) y/o homogeneidad (distribucion de la
abundancia de los grupos) (Willis, 2019). Se evalud el indice de Shannon, que refleja la
entropia y el grado de incertidumbre (entre 0 y 5) de seleccionar al azar un individuo en la
comunidad, donde valores mayores indican mayor diversidad (Pla, 2006). El indice de Simpson
mide la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar correspondan a especies
diferentes, donde 1 implica una diversidad infinita y 0 ausencia de diversidad (Roswell, et al.,
2021). Ante esto, se observaron valores menores a los reportados para microbiomas de aguas
residuales, por ejemplo, para Shannon entre 1.83 y 5 en muestras de Shanxi, China (Ma, et al.,
2015), y 5 en muestras de Sao Paulo, Brasil (Nascimento, et al., 2018); y Simpson en muestras
de Brasil (0.99) (Nascimento, et al., 2018) y Asia (0.74-0.99) (Gerhard & Gunsch, 2019). La
disminucion de la alfa diversidad implica que existe un menor nimero de especies y con
abundancias distintas (Cydzik & Zielinska, 2016). En PTAR, esto resulta beneficioso pues la
dominancia de ciertos grupos incrementa la eficiencia del tratamiento (Plaza, et al., 2021).

Adicionalmente, el indice de Pielou es un indicador de homogeneidad o uniformidad,
dependiente de la riqueza de especies y varia entre 0 (una especie dominante) y 1 (las especies
son igual de abundantes) (Daly, et al., 2018). Inicialmente, en el TPO se presenta una mayor
uniformidad, pero con el curso del tiempo las Proteobacterias se vuelven dominantes dentro
del consorcio. Sin embargo, el valor registrado también es menor al obtenido en estudios
similares (0.71) (Zerva, et al., 2021). No obstante, todos los indices coinciden en que el TPO
demuestra mayor diversidad, debido a que este correspondia al indculo inicial, antes de
exponerlo a un medio de agua residual sintética; ya que, al inocular al consorcio en agua
residual, la composicion de este cambia por la complejidad y recalcitrancia de los
contaminantes (Ma, et al., 2015). Otras posibles razones son el tratamiento empleado

(Nascimento, et al., 2018) y la zona de muestreo (Tiwari, et al., 2021).
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Por su parte, la beta diversidad es la variacion en la composicion de dos muestras y
mide la ganancia o pérdida de especies entre ambas (Cydzik & Zielinska, 2016). En base a la
disimilitud de Bray-Curtis, los tratamientos TP9 y TP12 son mas similares entre si. Esto tiene
sentido debido a que fueron sometidos a las mismas condiciones experimentales. Al comparar
los tratamientos con los dark controls, se registran menos semejanzas. Por su parte, las muestras
del TP9 son mas similares al consorcio inicial (TPQ), lo cual es consistente con la literatura
donde se reporta que existen mas diferencias entre la muestra inicial y las muestras después del
ensayo (Plaza, et al., 2021).

Por ultimo, los perfiles funcionales de interés para biorremediacion fueron asignados a
Alphaproteobacterias, en concordancia con lo reportado por Joshi y colaboradores (2017),
donde las sefiales mas intensas de degradacion de contaminantes organicos se encontraron en
este grupo, al igual que genes de degradacion funcionales. Dependiendo de la fuente de
descarga, el agua residual varia en su composicién, pero algunos de los compuestos organicos
mas frecuentemente detectados son: bifenilos policlorados, pesticidas, herbicidas, fenoles,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos alifaticos y heterociclicos (Zheng, et al.,
2013; Roy, et al., 2018; Wu, et al, 2021; Studnik, et al., 2015; Shi, et al., 2014; Aliabadi, et al.,
2012). En todos los puntos, se contd con asignaciones a vias metabolicas de degradacion de
estos compuestos; principalmente, de compuestos alifaticos y fenoles, los cuales se encuentran
en combustibles y productos de uso diario (Loughrin, et al., 2009). Por ende, es muy probable
su presencia en aguas de Galapagos. En el TP9, se registraron los valores mas altos, sugiriendo
que este dia es crucial en el proceso de remocién de contaminantes; lo cual es consistente con
los resultados de Sidhu y colaboradores (2017). No obstante, se detectd una alta asignacion a
vias del metabolismo de nitr6geno y azufre en todos los puntos, pues estas son necesarias para

la supervivencia de los microorganismos en este ambiente (Joshi, et al., 2017).



26

CONCLUSIONES

Tras el analisis de los resultados en este estudio preliminar sobre la composicién taxondmica,
diversidad microbiana y perfiles funcionales del consorcio alga-bacteria de Galapagos, se
concluye que el presente consorcio es prometedor para su aplicacion en el tratamiento de agua
residual. Esto se debe a que la composicion del consorcio es similar a la reportada en la
literatura sobre plantas de tratamiento de agua residual con resultados efectivos. Ademas, se
evidencid la elevada presencia del filo Proteobacteria en la muestra inicial del consorcio y a
lo largo del tiempo. Este grupo bacteriano es de gran interés en la remocion de contaminantes
de fuentes de agua, ya que cuenta con la capacidad de adaptarse, sobrevivir, proliferar y reducir
el nivel de contaminantes en agua residual. A pesar de que el consorcio no present6 una alta
diversidad, esto no representa una limitacion para su aplicacion, pues se reporta que en plantas
de tratamiento de agua residual es beneficioso que exista dominancia de ciertos grupos como
las Proteobacterias. Adicionalmente, se observd que los microorganismos del consorcio
cuentan con vias metabolicas Utiles para la degradacion de contaminantes frecuentes en aguas
residuales y potencialmente presentes en el agua de Galdpagos. Por consiguiente, se
recomienda continuar con el analisis del consorcio a mayor profundidad para determinar su

eficiencia en la remocion de contaminantes de aguas residuales.



27

TABLAS

Tabla 1.- Numero de lecturas, bases producidas, calidad media, N50 y lectura de mayor
tamafio para cada Time Point (TP).

TPO TP9 TP12
Tratamiento Tratamiento Dark Control Tratamiento | Dark Control
NUmero
de 1,013,704.00 662,584.00 902,632.00 283,792.00 | 333,553.00
lecturas
t'z’f‘;f:s 1,581,333,319.00 | 1,004,618,802.00 | 1,477,805,585.00 | 285,561,800.00 | 276,530.740.00
Calidad 11.0 11.2 11.1 10.6 10.6
media
N50 5.040.0 3.613.0 3.944.0 2.081.0 1,291.0
Lectura
de
mayor 52652 44710 41111 44946 44381
tamano
(pb)

Cantidad de lecturas reconocidas por el barcode asignado a cada muestra y el total de bases
obtenido en cada muestra. Ademas de presentar otros parametros de interés para analizar la

calidad de las lecturas como la calidad media, N50 y lectura de mayor tamafio.

Tabla 2.- Cantidad de lecturas clasificadas taxondémicamente y su porcentaje para cada
Time Point (TP).

TPO TP9 TP12
Tratamiento | Tratamiento Dark Tratamiento Dark
Control Control
Lecturas 220479 151279 331261 40936 84431
clasificadas
Lecturas 1013704 315415 902632 111155 333553
totales
Porcentaje 21.750% 47.962% 36.699% 36.828% 25.313%
clasificado
Porcentaje
no 78% 52% 63% 63% 75%
clasificado

Cantidad y porcentaje de lecturas clasificadas y no clasificadas por Kaiju para cada uno de

los TPs.
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Tabla 3.- Valores resultantes para la alfa diversidad de los diferentes Time Points (TP).

TPO TPO_TRAT | TP9_DC |TP12_TRAT| TP12_DC

Shannon | 1.1620742 | 0.727596 | 0.8322974 | 0.7746532 1.032605

Simpson | 0.6183251 | 0.3288302 | 0.3864949 | 0.3439643 0.477578
Pielou 0.597 0.374 0.428 0.398 0.531

Caélculo de alfa diversidad en base a los indices de Shannon, Simpson y Pielou para las

muestras analizadas.



Tabla 4.- Vias metabolicas encontradas y el nimero de asignaciones a cada una.

TPO TP9 TP12
Via encontrada Tratamiento | Tratamiento Dark Tratamiento Dark
Control Control

Degradacion del 1,2-dicloroetano 11 8 16 NP NP
Degradacion del 1,4-diclorobenceno 17 NP NP NP NP
Degradacion de 1- y 2-metilnaftaleno 17 15 19 NP NP
Degradacion del 2,4-diclorobenzoato 20 17 17 16 NP
Degradacion del &cido 3-cloroacrilico 8 6 16 6 6

Degradacion de benzoato por ligacién de CoA 95 78 108 72 79
Degradacion de benzoato por hidroxilacion 70 55 75 49 56
Degradacion del trinitrotolueno 27 22 22 22 22
Degradacion del estireno NP 24 23 23 23
Degradacion de gamma-hexaclorociclohexano 38 28 45 27 25
Degradacion de la caprolactama 27 19 39 20 17
Degradacion de carbazol 12 12 13 11 12
Degradacion de bifenilo NP NP NP NP 17
Degradacion de estructuras de glicanos 35 29 34 31 NP
Metabolismo de butanoato NP NP NP 80 85
Metabolismo de los aminofosfonatos 15 NP 15 NP NP
Metabolismo de xenobidticos por citocromo P450 NP NP 23 NP NP
Metabolismo del metano 75 57 93 54 54
Metabolismo del nitrégeno 181 127 201 139 121
Metabolismo del propanoato 125 78 127 70 75
Metabolismo del azufre 55 38 69 38 35

29

Vias metabdlicas de interés para la biorremediacion de aguas residuales y la de asignaciones a cada una para las 5 diferentes muestras. *NP: No

Presenta.
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Figura 1.- Diagrama de puntos de la calidad media del secuenciamiento con respecto a

la longitud de las lecturas.
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A) Diagrama correspondiente al secuenciamiento del TPO. B) Diagrama correspondiente al
secuenciamiento tratamiento del TP9. C) Diagrama correspondiente al secuenciamiento dark
control del TP9. D) Diagrama correspondiente al secuenciamiento tratamiento del TP12. E)

Diagrama correspondiente al secuenciamiento dark control del TP12.

Composicién de Bacteria y Eukarya en cada TP
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Figura 2.- Comparacion de la composicion taxonémica a nivel de dominio entre las 5
muestras.

Porcentaje de Bacteria y Eukarya encontradas en los diferentes tiempos de muestreo.
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Figura 3.- Comparacién de la composicion taxonémica a nivel de los filos mas

representativos de cada muestra.

Porcentaje de lecturas asignadas a los filos mas abundantes de las 5 muestras analizadas.
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Figura 4.- Krona chart de la composicién de Bacteria y Eukaryota en cada TP.
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Clasificacion taxonomica dentro de los 2 dominios principales encontrados. A) TPO. B)

Tratamiento del TP9. C) Dark control del TP9. D) Tratamiento del TP12. E) Dark control del

TP12.
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Figura 5.- Matriz de distancia basada en el indice de Bray-Curtis.

Comparacion de la Beta diversidad entre las muestras donde valores de diversidad idénticos
se representan con negro, valores cercanos corresponden al color rojo, valores distantes son

naranjas y valores muy distantes se identifican con verde.
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Comparacion de las vias metabdlicas encontradas
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Figura 6.- Comparacion de las vias metabdlicas con importancia en biorremediacion encontradas y el nimero de asignaciones de cada
via.

Vias metabdlicas implicadas en el tratamiento de aguas residuales encontradas en las muestras estudiadas.
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ANEXO 1: ABUNDANCIA RELATIVA DE LAS CLASES PREDOMINANTES

ANEXOS
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ANEXO 2: ABUNDANCIA RELATIVA DE LOS ORDENES PREDOMINANTES
DENTRO DE LAS MUESTRAS
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