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RESUMEN

La caracterizacién de consorcios microalga-bacteria nativos ayuda al tratamiento de aguas
residuales que actualmente se descargan en rios y oceanos contaminandolos. Dentro de la
biodiversidad probablemente existen microorganismos que se pueden aprovechar para
incrementar la efectividad de remediacion, lo que genera una oportunidad de estudio en lugares
como Galéapagos cuya diversidad microbiana es poco conocida. Actualmente se cuenta con las
herramientas necesarias como la metagenémica, que permite obtener informacion de
microorganismos no cultivables y la secuenciacion por nanoporo (MinlON). Ambas posibilitan
explorar la diversidad y riqueza de consorcios nativos con interés en biorremediacion. En el
presente estudio se caracterizaron seis consorcios nativos de Galdpagos propagados en agua
residual estéril. Para ello se realizaron tres ensayos de secuenciamiento con el MinlON. Luego
con andlisis bioinformaticos y metagendmicos se calcul6 la alfa y beta diversidad; ademas de
la composicidon taxonomica. Como resultado, en base a los indices de Shannon y Pielou se
obtuvo una alfa diversidad alta en los consorcios G2 (H'=2,07, J'=0,58), G4 (H'= 2,24,)'=0,64)
y G5 (H'=1,96, I'=0.61). Con respecto a la beta diversidad se obtuvo valores altos del indice
de Bray Curtis (entre 0,77 y 0,99). Se sugiere que el indice esta sobreestimado debido a los
altos valores obtenidos entre los mismos consorcios en los diferentes ensayos de
secuenciamiento. Es posible que la baja cobertura y la alta tasa de error del MinlON provocaran
la sobreestimacion del indice. En base al perfil taxondmico se encontrd que los consorcios
presentan una composicion taxondmica unica. Los principales filos encontrados son
Proteobacteria, Terrabacteria, Chlorophyta y Bacteroidetes; todos de interés para el tratamiento
de aguas residuales. Se demostrd que existen diferencias entre consorcios a nivel de alfa y beta
diversidad, esto podria ser atribuido a las caracteristicas del medio del cual se tomaron las
muestras. La composicion taxonémica presenta filos de interés en biorremediacion; por tanto
estos consorcios nativos tienen gran potencial para el tratamiento de aguas residuales.
Finalmente, el estudio provee nueva informacion genomica que contribuye a las bases de datos
y a futuros estudios de biodiversidad en consorcios microbianos nativos.

Palabras claves: consorcio, microalga, biorremediacion, Galapagos, secuenciamiento,
MinlON, alfa diversidad, beta diversidad, composicidon taxonémica



ABSTRACT

The characterization of native microalgae-bacteria consortia will help wastewater treatment
that is currently discharged into rivers and oceans contaminating them. Within the biodiversity
there are probably microorganisms that can be used to increase the effectiveness of water
remediation. This creates a research opportunity especially in places like Galapagos, whose
microbial diversity is poorly understood. Currently, the necessary tools to study these consortia
are available. Such as metagenomics, which allows obtaining information on non-cultivable
microorganisms and nanopore sequencing (MinlON). Both make it possible to explore the
diversity and richness of native consortia with an interest in bioremediation. In this study three
sequencing trials were performed with the MinlON of six consortia from Galapagos,
previously propagated in sterile wastewater. Then with bioinformatic and metagenomic
analyzes, alpha and beta diversity index were calculated; besides the taxonomic composition.
As a result, a high alpha diversity in consortia G2 (H'=2.07, J'=0.58), G4 (H=2.24, J'=0.64)
and G5 (H'=1.96, ]'=0.61) was observed, based on the Shannon and Pielou index. According
to the beta diversity, high values of the Bray Curtis index were obtained (between 0.77 and
0.99). It is suggested that the index is overestimated due to the high values between the same
consortia in different sequencing trials. It is possible that the low coverage and the high error
rate of the MinlON caused the index to be overestimated. Moreover, based on the taxonomic
profile it was found that all consortia present a unique taxonomic composition. The main
phylum found were Proteobacteria, Terrabacteria, Chlorophyta and Bacteroidetes; all of
interest for wastewater treatment. Thus, it was demonstrated that there were differences
between consortia at the alpha and beta diversity levels. This could be caused due to the
characteristics of the medium from which the samples were taken. The taxonomic composition
presents interesting groups for bioremediation; therefore, these native consortia have great
potential for wastewater treatment. Finally, the study provides new genomic information that
contributes to databases and future biodiversity studies in native microbial consortia.

Keywords: consortium, microalgae, bioremediation, Galapagos, sequencing, MinlON, alpha
diversity, beta diversity, taxonomic composition
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INTRODUCCION

Segun la CEPAL, la conservacion y el manejo sustentable del agua es particularmente
alarmante en el Ecuador (Galarraga, 2000). Esto dado que en paises en vias de desarrollo, el
90% del agua residual doméstica e industrial no recibe tratamiento previo a su descarga en rios
y océanos, provocando la contaminacion organica e inorgéanica de estos cuerpos de agua
(Benitez, 2015). Esta contaminacién implica que muchos rios, a pesar de tener agua corriendo
por su cauce, no tengan agua apta para riego, ganaderia o generacion eléctrica; provocando asi
una escasez de agua limitada por la calidad y no por lacantidad. Ademas, existen
consecuencias importantes en la gestion de los recursos hidricos, ya que la falta de agua en las
zonas bajas aumenta la presion sobre los paramos y ecosistemas de altura, para suplir de agua
de buena calidad a las poblaciones locales (Garzon & et al., 2012). Por estas razones, resulta
necesario tratar las aguas residuales antes de verterlas en los rios de la ciudad.

La biorremediacion es una herramienta importante en el tratamiento de aguas residuales,
tanto domésticas como industriales. Este proceso usa microorganismos para eliminar o reducir
las concentraciones de desechos peligrosos en un sitio contaminado (Wu, 2017). Entre los
microorganismos empleados, se utilizan las microalgas; debido a su capacidad de asimilar
compuestos que son considerados como contaminantes en el agua residual (nitrato, fosfato,
amonio) como complemento para su crecimiento y desarrollo (Umamaheswari &
Shanthakumar, 2016). Ademads, estos microorganismos se caracterizan por su capacidad de
fijar el carbono y transformar la energia solar en energia quimica, la cual se almacena en su
biomasa (Mata, Martins, & Caetano, 2010). Dicha biomasa se puede utilizar para la produccion

de cosméticos, farmacos y como fuente alimenticia (Zhao, y otros, 2014).
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Emplear microalgas en procesos de biorremediacion confiere la ventaja de no requerir la
adicion de una fuente de carbono al medio, convirtiéndose en grandes sumideros de CO»
(Olearte & Valencia, 2016). No obstante, la actividad de las microalgas se vuelve mas efectiva
cuando se combina con las bacterias, en los denominados consorcios microalga-bacteria. Un
consorcio es una asociacion de especies formado por una relacion de sinergia. Los consorcios
tienen la capacidad de degradar la materia orgdnica y contaminantes del agua residual y a la
vez recuperar los nutrientes mediante la absorcion de estos en la biomasa algal (Gonzalez,
Molinuevo, & Garcia, 2011).

El uso de consorcios microalga-bacteria confiere diversas ventajas, como por ejemplo:
reducen costos energéticos en plantas de tratamiento de aguas residuales, ya que no se necesita
aereacion de los reactores. Estos consiguen eliminar en una sola etapa la materia orgénica, el
fosforo y el nitrogeno del agua residual, lo que garantiza que las aguas vertidas en los rios
tengan niveles de descarga permisibles (Barreiro, 2019). Presentan amplia especificidad a
diferentes sustratos lo cual aumenta la eficiencia de remocion de compuestos (Gongalves, Pires,
& Simodes, 2017). Ademas, tienen mejor supervivencia durante la limitacion de nutrientes al
compartir diferentes metabolitos entre las especies del consorcio (Fito & Alemu, 2018).

Existen dos formas de realizar el proceso de biorremediacion de aguas residuales; in sifu,
elimina, disminuye o transforma los compuestos contaminantes en la zona afectada; y ex sifu,
realizando el tratamiento en plantas fuera del ambiente contaminado. Las técnicas de
biorremediacion in situ son menos costosas y disminuyen la generacion de residuos a eliminar
en la superficie (Suarez, 2013). También emplea organismos autdctonos o nativos del sitio
contaminado, los cuales son de interés al ser degradadores naturales de los contaminantes

presentes (Diaz, y otros, 2017).
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Estudios previos sugieren que los consorcios nativos identificados en un entorno
contaminado pueden reducir eficazmente los contaminantes organicos y nutrientes de las aguas
residuales municipales (Fito & Alemu, 2018). Ademas, estas cepas de microalgas y bacterias
tienen mejor capacidad de adaptacion al ambiente local con tasas de crecimiento mayores, en
comparacion con microorganismos introducidos (Zhou, y otros, 2012). Estas caracteristicas
hacen que los consorcios nativos tengan un alto potencial e interés para la biorremediacion
(Guaman & Gonzéles, 2016). Adicionalmente, dentro de la biodiversidad natural
probablemente existen microorganismos que se pueden aprovechar para incrementar la
efectividad de remocion de compuestos. Por lo tanto se presenta una oportunidad de estudio en
paises como Ecuador, donde su gran biodiversidad permite realizar una bioprospeccion de
consorcios nativos, a fin de desarrollar un sistema adecuado para el tratamiento de aguas
residuales.

Afortunadamente, hoy en dia se cuenta con las herramientas y metodologias adecuadas
para ampliar y profundizar el estudio de la abundancia, diversidad e interacciones microalga-
bacteria con capacidad de remediacion de aguas residuales (Cooper & Smith, 2015). La
metagendmica comprende el estudio de las comunidades microbianas y secuencias del ADN
total extraido de una muestra ambiental (Bonilla, y otros, 2008). La ventaja de esta, es que
permite obtener gran cantidad de informacion sobre microorganismos que actualmente no son
cultivables (Jones, 2018). Los andlisis metagendmicos incluyen un conjunto de tecnologias
genOmicas para acceder directamente al material genético de comunidades enteras de
organismos (Thomas, Gilbert, & Meyer, 2012); asi como herramientas bioinforméticas que
hacen posible la identificacion y anotacion funcional de todos los genomas presentes en un
microbioma (Ospino & et al., 2018).

Analizar las diferencias de los metagenomas permite entender si existe o no una

composicion ideal dentro de un consorcio para el proceso de remediacion. Asi, se emplea
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técnicas de secuenciamiento de ultima generacion tales como Ilumina, Pacbio (Goodwin,
McPherson, & McCombie, 2016); y recientemente la plataforma Oxford Nanopore MinION
(ONT, Reino Unido), utilizada en el presente estudio.

El MinION es un secuenciador de genoma portatil y econdémico que produce lecturas largas
de alta calidad ( > 10,000 pb), lo cual facilita el ensamblaje de metagenomas, el estudio del
perfil taxonomico y la anotacion funcional (Laver & y otros, 2015). El equipo utiliza la
tecnologia de secuenciacion por nanoporos, los cuales estan dispuestos en membranas de
polimeros resistentes a la electricidad (celdas de flujo). Este secuenciamiento se basa en medir
los cambios de corriente i6nica, a medida que las moléculas bioldgicas pasan a través del
nanoporo o junto a este. La corriente i6nica a través de los nanoporos tiene un voltaje
establecido y cada analito que atraviesa el poro causa una interrupcidon especifica en la
corriente. La informacidn se obtiene en tiempo real y se usa para identificar la molécula en
estudio (Oxford Nanopore Technologies, 2019).

Existen diversos estudios metagendomicos en los que se ha empleado la plataforma de
secuenciacion MinlON, como por ejemplo la investigacion de (Samson, y otros, 2019) quienes
estudian la composicion taxondmica y perfil funcional de comunidades microbianas en los rios
Ganges y Yamuna (India). De igual forma, la propagacién epidémica y origen del brote de
fiebre de Lassa (Kafetzopoulou, y otros, 2019); el estudio de reptiles en la selva del Choco
ecuatoriano para identificacion de especies (Pomerantz, y otros, 2018); asi como el estudio de
muestras de agua de playa y agua residual para caracterizar las comunidades bacterianas y sus
repertorios de virulencia (Fresia, y otros, 2019).

Adicionalmente, la tecnologia del MinlON permite analizar el ADN ambiental y a su vez
estudiar la biodiversidad, conservacion y contaminaciéon de las muestras. Se reporta el uso del
MinlON para estudiar la composicion microbiana de cuerpos de agua dulce y salina; suelo;

materia fecal; permafrost; entre otros (Oxford Nanopore Technologies, 2019). Hasta la fecha
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son escasos los estudios que reportan el uso de este secuenciador para analizar la diversidad de
consorcios nativos microalga-bacteria, por lo que este trabajo tiene como base un estudio
previo de consorcios nativos de la Amazonia ecuatoriana.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue el de caracterizar la diversidad a nivel de
metagenomas de seis consorcios microalga-bacteria nativos provenientes de Galapagos,
Ecuador. De esta manera se pretendia determinar si las diferencias entre consorcios pueden
influir en la efectividad del proceso de remediacion. Para ello se utilizé la plataforma de
secuenciacion de ultima generaciéon MinlON, y se realizaron andlisis metagendmicos de las
diversidades alfa y beta de los consorcios. Ademas, se comparo la diversidad y abundancia de
microalgas y bacterias en los distintos consorcios estudiados. Por ultimo, se evaluo si las
diferencias existentes en el medio de origen de los consorcios influyen en la composicion
taxondmica y diversidad.

Esta investigacion se enfoco en consorcios microalga-bacteria provenientes de las Islas San
Cristobal e Isabela de Galapagos, para comprobar si en la biodiversidad existen
microorganismos nativos que incrementen la efectividad en el tratamiento de aguas residuales.
Este archipiélago se caracteriza por tener una gran variedad de especies endémicas, debido al
aislamiento geografico de sus islas (Benavides, y otros, 2009), pese a esto en la actualidad no
se tiene informacion acerca de su biodiversidad microbiana. Por este motivo, la secuenciacion
de ultima generacion por nanoporo y la metagendmica facilitd el descubrimiento de
bioactividades no descritas en consorcios microbianos nativos; permitiendo explorar la
diversidad y riqueza de estos consorcios con particular interés en biorremediacion.

Los beneficiarios de este estudio seran la comunidad cientifica y la industria dedicada al
tratamiento de aguas residuales. En el primer caso el estudio introduce una nueva tecnologia
en el pais, la cual generard nueva informacion gendmica para ampliar las bases de datos.

También aporta nuevo conocimiento acerca de la diversidad y complejidad de consorcios
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nativos microalga-bacteria. Por su parte, los resultados de este proyecto potenciaran la
utilizacion de consorcios microalga-bacteria para desarrollar tecnologias rentables y
sostenibles en la industria de remediacion de aguas residuales. Asi mismo, permitird entender

si la diversidad de los consorcios se puede aprovechar para mejorar estos sistemas de

tratamiento.
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METODOS

Coleccion de Muestras y Propagacion de los Consorcios
Se colectaron un total de seis de consorcios microalga-bacteria en las islas San Cristobal

e Isabela en Galapagos. En los diferentes sitios de muestreo, se tomaron datos como las
coordenadas geograficas y parametros fisico-quimicos del ecosistema nativo de cada consorcio
(Figuras 2 y 3). Todos los consorcios se mantuvieron crioconservados hasta su propagacion.
Posteriormente, se propagaron los consorcios en agua residual estéril en biorreactores del
Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la USFQ. Previamente, se caracterizaron los
parametros fisico-quimicos del agua residual de la USFQ. Este experimento se realizd por
triplicado, cabe senalar que en los ensayos 2 y 3 se utilizd un agua residual distinta al primer
ensayo. Cada muestra se incubd en 65 ml de agua residual estéril con 2.5 ml de indculo
(consorcio microalga-bacteria) en un agitacion constante a 100 revoluciones por minuto (rpm),
24°C, con fotoperiodos 12:12. Cada fase de propagacion tuvo una duracién aproximada de 15
dias y todas las muestras fueron propagadas hasta la fase 3. Con los datos colectados en los
sitios de muestreo, se construy¢ la metadata empleada en los anélisis de alfa y beta diversidad
(Anexo A).
Concentracion de Biomasa y Extraccion de ADN

Se concentr6 la biomasa de cada una de las muestras, para ello se tomé 7,5ml de cada
consorcio y se realizaron 4 ciclos de centrifugacion durante 8,5min a 9000 rpm. Luego se peso
la biomasa concentrada y se realiz¢ la lisis celular mediante nitrogeno liquido. Posteriormente,
para la extraccion de ADN se empled el kit DNeasy PowerSoil® (Qiagen, 2017) segin las
instrucciones del fabricante. Cabe recalcar que el protocolo afadid un paso extra, el cual

consistid en realizar un vortex de 45 minutos a maxima velocidad para el paso de lisis celular.
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Purificacion del ADN

Se probo un procolo de purificacion: SPRI Based Size Selection (Beckman Coulter, 2012)
para el tercer ensayo de secuenciacion. Se empled un volumen de muestra de 1 pL y
concentracion (20 ng/ pl); asi como unas beads magnéticas de 0.65X de radio. Con esto se

garantizd que los fragmentos de ADN resultantes sean mayores a 500 pb.
Cuantificacion y Visualizacion del ADN

Se analiz6 la concentracion y calidad del ADN extraido utilizando el cuantificador
fluorométrico Qubit™ 4 (Thermo Fisher Scientific, 2018). Para ello se siguieron las
instrucciones del fabricante y se coloco 2 ul de muestra para cuantificar. Para la visualizacion
del ADN extraido se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1.5% y se comprobd que el

material genético no se encuentre degradado.

Secuenciacion mediante Oxford Nanopore MinlON y Basecalling

Como primer paso se realizd un comprobacion de la celda utilizada para secuenciar (flow
cell), para ello se utilizé el Software MinKNOW (Oxford Nanopore Technologies, 2019).
Posteriormente, se realizo la preparacion de las librerias gendmicas utilizando el protocolo de
Nanopore ‘‘Rapid Barcoding Sequencing SQK-RBK004”, colocando 400 ng de ADN de cada
uno de los seis consorcios microalga-bacteria y se ajusté el volumen a 7.5 ul con agua libre de
nucleasas. Los metagenomas se fragmentaron y se les colocd un cddigo de barras tnico en cada
una de las muestras (codigo de barras del RBO1 al RB06). Ademads, se afiadieron los
adaptadores en los extremos de las cadenas de ADN, necesarios para el posterior
secuenciamiento.

Finalmente, se carg6 la celda de flujo del MinlON empleando los buffers de carga y la
libreria de ADN siguiendo el protocolo anteriomente descrito (Oxford Nanopore Technologies,

2017). El secuenciamiento se lo realizd usando una Workstation de maxima potencia (8
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nucleos), donde se programo6 una corrida de secuenciacion de 24 horas con el programa
MinKNOW, con la opcion de basecalling en tiempo real y el output final en formato fastq. Este
procedimiento fue el mismo para los tres ensayos de secuenciacion.

En el tercer ensayo el basecalling tuvo que ser completado usando el programa GUPPY

(Wick, Judd, & Holt, 2019) y las secuencias fastq resultantes del MinKNOW.

Analisis de Calidad de Secuencias Crudas y Demultiplexing

La calidad de las secuencias de cada ensayo se analizo usando el programa FastQC (Droop,
2016). Este emplea como input las secuencias fastq del nanopore y determina el Phred Score,
que representa la probabilidad de que la base asignada sea correcta (Liao, Satten, & Juan,
2017). Luego se corri6 el programa MultiQC (Ewels, Magnusson, Lundin, & Kéller, 2016)
para unificar en un solo informe, todos los resultados del FastQC. Después se removieron los
codigos de barras de las secuencias y se separaron las lecturas correspondientes a cada
consorcio, para esto se corrid en la terminal de linux el programa Porechop (GitHub, 2017).
Alfa diversidad

La alfa diversidad permite evaluar la diversidad local dentro de un consorcio, tomando en
cuenta tanto la riqueza como la homogeneidad de especies presentes. Ademas, determina si
existen grupos dominantes dentro de un consorcio o habitat especifico (Cox, Cookson, &
Moffatt, 2013).

Se empleo el programa Flye (Kolmogorov, Yuan, Lin, & Pevzner, 2019) con las secuencias
crudas obtenidas directamente del MinlON. Este programa ensambla los metagenomas con el
algoritmo k-mer. Este metddo metagendmico compara el contenido completo de las secuencias
en estudio, en base a la similitud de lecturas que comparten los mismos nucledtidos de longitud
k. De esta forma se van agrupando las lecturas con la misma longitud k y van formando

conjuntos (clusters) distintos (Benoit, y otros, 2016).
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Luego se utilizo el programa SqueezeMeta (Tamames & Puente, 2019) para obtener el
numero de lecturas correspondientes a cada genoma ensamblado y clasificado
taxondmicamente. Adicionalmente se obtuvieron las secuencias de referencia de cada genoma
ensamblado. Con esta informacion se elabor6 una tabla .biom y se realizé el célculo de los
indices de alfa diversidad: Shannon, Pielou y Riqueza en el Software R con el paquete vegan
(Oksanen & al, 2019). Finalmente, se emple6 el programa Prism8, version 8.3.1 (GraphPad
Prism, 2019) para calcular la riqueza por consorcio y evaluar su significancia estadistica con
la prueba Anova. Para ello se utilizaron los datos de las tablas .biom de SqueezeMeta y se
corrid el programa con la opcion “Grouped”, tres réplicas y los datos normalizados de cada
muestra.

Beta diversidad

Es una medida de la variacion en la composicion de especies entre diferentes consorcios o
habitats (Sonco, 2013). Refleja las diferencias entre las comunidades biologicas de una
determinada region (Baselga & Gomez, 2019). Se analiz6 la diversidad beta entre los seis
consorcios estudiados en base a la informacion obtenida en los tres ensayos de secuenciacion.
Se utilizo6 el programa Simka (Benitez, y otros, 2018), el cual emplea el algortimo k-mer para
calcular las matrices de distancia entre las muestras estudiadas. Como input se ocuparon las
secuencias fastq resultantes del programa Porechop y la metadata en formato .csv “valores
separados por comas”. Se selecciono la opcion --max-reads 0 para que se normalicen los datos
(lecturas) de cada muestra. Finalmente, se computaron matrices de distancia simples y

complejas.
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Permanova

Se realizo la prueba estadistica Permanova en el Software R version 3.6.0 utilizando el
paquete vegan (Oksanen & al, 2019) y la formula adonis. Se corrio la prueba con 999
permutaciones, en base a la matriz de beta diversidad de Bray Curtis en formato .txt obtenidos

del programa Simka y la metadata (Anexo A) en formato .txt.

Asignacion taxonomica

En todos los ensayos de secuenciamiento se analizd el perfil taxondémico utilizando el
programa Kaiju (Menzel, Lee, & Krogh, 2016). Este emplea las secuencias fastq comprimidas
en formato .zip y las compara con la base de datos ‘‘NCBI Blast nr+euk” para lograr la
asignacion taxonomica de los metagenomas secuenciados, tanto de eucariotas como de
procariotas. Se corri6 este programa con la opcion web server y de esta forma no se requirid

descargar el programa ni las bases de datos.
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RESULTADOS
Se muestran los resultados obtenidos del secuenciamiento de seis consorcios microalga-
bacteria de Galapagos. Los consorcios G1, G2, G3 y G4 provienen de la Isla San Cristobal.

Mientras que los consorcios G5 y G6 provienen de la Isla Isabela.

Secuenciamiento y Analisis de Datos Técnicos

Se realizaron tres repeticiones del secuenciamiento, mismas en las que se variaron
parametros como: agua residual (ensayo 1 diferente agua que ensayos 2-3); extraccion de ADN
(ensayo 1 diferente a ensayos 2-3) y seleccion por tamafio de los fragmentos (solo en el ensayo
3) para tener lecturas mas largas.

En la Tabla 1 se muestra los diferentes parametros tanto de la secuenciacion como del
analisis de calidad de las lecturas secuenciadas. En base a la cantidad de lecturas secuenciadas
por el MinlON, se observa que el ensayo 1 es el que logra mayor cantidad de lecturas
secuenciadas; lo cual puede estar dado por el mayor nimero de poros activos en la celda de
flujo del MinION durante este evento de secuenciacion. El ensayo 3 presenta la mejor calidad
de lecturas de los tres ensayos, puesto que su Phred Score es alto y la longitud de las secuencias
al ser la mayor va a permitir un buen ensamblaje de los genomas. A pesar de ello, los Phred
Score de los ensayos 1 y 2 se encuentran dentro del rango esperado para el MinlON (Shin, y
otros, 2018).

Después de realizar el demultiplexing de las secuencias obtenidas se recuper6 la siguiente
cantidad de informacion: 4,1 GB en el ensayo 1; 2 GB en el ensayo 2;y 521,7 MB en el ensayo
3. Cabe sefialar que en todos los ensayos de secuenciamiento se encontraron los 6 cddigos de
barras asignados a cada muestra; sin embargo, con el ensayo 1 se logré recuperar la mayor

cantidad de informacion.
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Alfa Diversidad

Se calculo el indice de Shannon (como medida de alfa diversidad total); ademas de la
riqueza y homogeneidad de especies (como componentes individuales de la alfa diversidad).
Para este analisis se unieron los datos de los 3 ensayos de secuenciacion. Los calculos se
obtuvieron en base al nimero de genomas ensamblados e identificados taxondémicamente con
el programa SqueezeMeta. En la Tabla 3 se muestra el resultado de los indices.

El indice de Shannon cuantifica la incertidumbre de predecir a qué especie pertenecerd un
individuo tomado al azar de una muestra (Cox, Cookson, & Moffatt, 2013). Su valor puede
variar entre 0 a 5; en donde a mayor valor de H" mayor incertidumbre y por tanto mayor
diversidad de especies (Magurran, 2013). En base a este indice los consorcios mas diversos
son: G2, G4y GS.

Se calcul6 también el indice de Pielou el cual mide la equidad u homogeneidad de un
consorcio, es decir, la abundancia de cada especie y qué tan uniformemente se encuentra
distribuida. Su valor va de 0 a 1. De esta forma 1 corresponde a consorcios donde todas las
especies son igualmente abundantes, mientras que consorcios con valores cercanos a 0 indican
la dominancia de una sola especie (Magurran, 1988). En base a esto los consorcios mas
diversos, al presentar menor dominancia de una sola especie son: G2, G4 y G5, lo que
concuerda con lo esperado debido al indice de Shannon.

Por su parte, la riqueza se refiere al numero de especies diferentes presentes en un consorcio
(Magurran, 2013). Los valores de riqueza en este caso se refieren al nimero de genomas
completos identificados taxondmicamente por el programa empleado. Se efectud una prueba
Anova para ver diferencias significativas en la riqueza entre los consorcios. Con un valor
P =0.9870 se determina que no existe diferencia estadisticamente significativa en la riqueza

de los consorcios estudiados.
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Para ver la influencia de ciertas variables experimentales y ambientales en la alfa
diversidad, se ejecutd la prueba estadistica Anova con los diferentes indices (Tabla 4). Se
comprobo que ni el ensayo de secuenciamiento, ni el agua residual empleada para la
propagacion de los consorcios, influyen en la alfa diversidad (valor P > 0.05). Con respecto a
las variables ambientales, se descubrié que ciertos parametros fisico-quimicos de los lugares
de origen de cada consorcio, pueden influir en la alfa diversidad. Tanto en Shannon como
Homogeneidad se observo la significancia de las mismas variables (valor P < 0.05): Altitud,
Temperatura, Oxigeno Disuelto (DO), Conductividad, pH, Turbidez, Origen, Cloro, Sulfato,
Bario, Manganeso, Zinc, Calcio, Magnesio y Sodio. Mientras que solo las variables Isla y
Sodio influyen en la Riqueza de los consorcios.

Se reporta que la riqueza de especies es sensible a las condiciones fisicas de los
ecosistemas, la heterogeneidad de habitats y las interacciones biodticas (Magurran, 2013). Esto
corrobora el hecho de que las variables ambientales, es decir, los parametros fisico-quimicos

de los sitios de muestreo si pueden estar influyendo en la diversidad de los consorcios.

Beta Diversidad

Se analizo en base a matrices de distancia, basadas en indices de disimilitud por pares.
Se calcul¢ el indice de Bray—Curtis, el cual mide la diferencia en la composicion y abundancia
de cada especie presente (Anderson, Crist, Chase, Vellend, & y otros, 2011). Se encontr6 un
indice de Bray-Curtis entre 0,77 y 0,99 para los seis consorcios en los tres ensayos de
secuenciamiento. La matriz de distancia se obtuvo con el programa SIMKA en base al método
de k-mers y ASV (Amplicon sequence variance). Las menores distancias resultaron de las
comparaciones del mismo consorcio en los diferentes ensayos de secuenciamiento (indice entre
0,77-0,88). Mientras que al comparar entre los diferentes consorcios, los valores del indice

estan entre 0,88 a 0,99. El indice de Bray-Curtis va de 0 a 1, donde 0 significa que los dos
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consorcios comparten las mismas especies; mientras que 1 significa que no comparten ninguna
especie (Vavrek, 2018).

Para ver la influencia de ciertas variables experimentales y ambientales en la beta
diversidad, se realizo la prueba estadistica “permanova”. El permanova mide la respuesta
simultdnea de una o varias variables en un disefio experimental Anova, se basa en cualquier
medida de distancia y emplea permutaciones (Anderson, 2017). Se unificaron las corridas de
secuenciamiento para obtener un mayor poder estadistico de comparacién. Como resultado se
comprobo6 que ninguna de las variables experimentales: “secuenciamiento” y “agua residual”
influyen en la beta diversidad de los consorcios. En cuanto a las variables ambientales se
encontrd que aquellas significativas fueron: Isla, Origen, Altitud, Temperatura, DO, pH,
Conductividad, Turbidez, Fluor, Sulfato, Magnesio, Zinc, Manganeso, Cloro, Calcio, Sodio,
Bario. Estos resultados se muestran en la Tabla 5.

Posteriormente se evalud la influencia en conjunto entre dos variables, unicamente la
interaccion “Isla con Altitud” tienen un impacto en conjunto (valor P = 0.006) como se
demuestra en la Tabla 5.

Asignacion taxonomica

Al realizar la asignacion taxondmica de las lecturas obtenidas, el que mayor cantidad de
asignaciones tuvo fue el ensayo 2. Por esta razon el andlisis de composicion taxondmica se
basa inicamente en este ensayo de secuenciamiento. Se logré clasificar con éxito entre el 26 y
69% de las lecturas (Tabla 2).

En la Figura 1 se compararon los filos mas representativos en los seis consorcios, es decir,
los filos mas abundantes en cada consorcio. Cabe sefialar que esta clasificacion estd basada en
el total de lecturas clasificadas para cada consorcio, esta informacion se presenta en la Tabla

2. En todos los consorcios se representa mas del 50% del total de lecturas clasificadas.
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Como se muestra en la Figura 1 los grupos mas representados tienden a ser similares. Esto
también se muestra en los krona charts obtenidos del programa Kaiju (Figuras 4 y 5). Sin
embargo, se observa que existen diferencias en la abundancia relativa de los filos.

Se encontré que cada consorcio tiene una composicién taxondmica Unica. En base a la
Figura 1 se infiere que: el consorcio G2 tiene mayor cantidad de Proteobacteria (42318
lecturas). El consorcio G1 tiene la mayor cantidad de Chlorophyta (3473 lecturas), ademas
junto con el consorcio G3 presentan el grupo Alveolata. El consorcio G3 tiene la mayor
cantidad de Terrabacteria (15238 lecturas) y es el tnico que tiene el filo Amoebozoa y

Poxviridae.
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DISCUSION

Se estudio la diversidad ecoldgica presente dentro de cada consorcio, para ello se calculo
la alfa diversidad. Los dos indices calculados fueron Shannon y Pielou, el primero toma en
cuenta tanto la riqueza como abundancia de especies. Los consorcios presentan un indice de
Shannon en un rango entre (1,14 a 2,24). Se reporta que los valores de este indice usualmente
estan entre 1,5 y 3,5 (Magurran, 2013), por tanto el rango obtenido esta dentro de lo esperado.
Los valores de este estudio son también comparables a lo encontrado en consorcios microalga-
bacteria nativos de la Amazonia (Posso, 2019), asi como estudios de diversidad con muestras
ecologicas (Iannacone & Alvarifio, 2007; Morelli & Verdi, 2014).

El indice de Shannon se correlaciona positivamente con la riqueza y la homogeneidad de
las especies (Silva, y otros, 2010); esto se demuestra con los valores resultantes del indice de
Pielou, el cual mide la homogeneidad de especies presentes. El rango de valores obtenido de
(0,32 a 0,64) es menor al esperado para muestras ecoldgicas (Iannacone & Alvarifio, 2007;
Morelli & Verdi, 2014). Posiblemente la adaptacion de los consorcios al nuevo medio de agua
residual provocd una seleccion de ciertas especies, lo cual cambid la dindmica de las
poblaciones, proliferando las especies que le ayudan a la comunidad microbiana a sobrevivir
(Chevin & Lande, 2011).

Analizar si los indices obtenidos son comparables con lo observado en muestras ecologicas,
es importante tomando en cuenta que los consorcios en estudio fueron adaptados a un nuevo
ambiente de agua residual. Como consecuencia los resultados no reflejan la composicion del
consorcio en su medio de origen, sino la de los consorcios en el nuevo ambiente a remediar.
Conforme a los resultados, si bien la riqueza de especies no se ve afectada por esta nueva
adaptacion, la abundancia relativa de las especies (homogeneidad) si parece variar con respecto

a lo reportado en muestras ecoldgicas.
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Con el indice de Shannon se desea tener un consorcio donde todas las especies tengan la
misma abundancia y alta entropia, lo que se traduce en una alta diversidad (Shannon & Weaver,
1949). En base a este indice los consorcios mas diversos son G2 (H'=2,077), G4 (H'=2,24) y
G5 (H'=1,96). Un resultado similar se obtuvo con el indice de Pielou en donde los consorcios
G2, G4 y G5 presentan la mayor homogeneidad y son los més diversos. Ambos valores
confirman una diversidad relativamente alta en la mitad de los consorcios comparada con otros
estudios (Stamper, Walch, & Jacobs, 2003).

Esto no implica que los consorcios G1, G3 y G6 con un indice de Pielou mas bajo; se deban
descartar para ensayos de biorremediacion. Existen estudios que demuestran que la dominancia
de unas pocas especies confiere una ventaja sobre la gran riqueza de especies; al producir altas
cantidades de biomasa reduciendo los contaminantes del agua residual (Saavedra, y otros,
2016). Por su parte, el analisis de riqueza mostré que no hay diferencia significativa entre los
consorcios; lo cual sugiere la complejidad de estos. Se sabe que los consorcios microbianos
complejos se adaptan mejor en ambientes a remediar y degradan con mayor facilidad las
toxinas (Krustok, 2016).

Posteriormente se realiz6 el analisis de beta diversidad para ver si existen diferencias en la
composicion de especies entre los consorcios. Para esto se utilizé la informacion de los tres
eventos de secuenciacion. De este modo se obtuvieron comparaciones entre los diferentes
consorcios y entre el mismo consorcio en los tres ensayos de secuenciacion. Con este analisis
se logro confirmar lo que se vio en alfa diversidad, es decir, que existen diferencias entre
consorcios. Se obtuvo un indice de Bray-Curtis alto para los seis consorcios. El rango del indice
calculado esta entre 0,77 a 0,99. Estos valores son mayores a los reportados en estudios de
diversidad con muestras ecologicas (Xu, y otros, 2014; Fresia, y otros, 2019).

La tendencia encontrada es que el indice es menor entre los mismos consorcios de

diferentes secuenciamientos (0,77-0,88). Y mayor entre distintos consorcios (0,88-0,99). Se
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esperaria tener valores cercanos a 0 al comparar los mismos consorcios en los diferentes
ensayos de secuenciacion, dado que al ser la misma muestra deberian compartir las mismas
especies. Debido a que los valores fueron altos, se sugiere que el indice parece estar
sobreestimando la diversidad observada.

Una posible explicacion es la forma en como se llevaron a cabo las repeticiones de la
secuenciacion (diferencias en: el ADN a ser secuenciado, cantidad de informacion obtenida, el
tiempo de secuenciacion, la calidad y longitud de las secuencias); sumado a las diferentes aguas
residuales utilizadas para la propagacion de los consorcios. Sin embargo, se realizé la prueba
estadistica “Permanova” y se encontrd que las variables “agua residual” y “secuenciamiento”
no influyen en la beta diversidad. Por tanto, la técnica de como se extrajo la muestra no causa
la sobreestimacion de este indice.

De este modo, lo que pudo ocasionar la sobre estimacion del indice es la baja cobertura y
la alta tasa de error del MinlON del 12% (Goodwin, McPherson, & McCombie, 2016). Esto
influye en la agrupacion en clusters de las secuencias (método de k-mers), lo cual es la base
para calcular las distancias entre muestras. Asi también, se puede atribuir a las diferencias a
nivel de secuencias entre los consorcios; y la gran parte de lecturas que no lograron ser
clasificadas (31-74% lecturas), debido a que las bases de datos para microalgas no son
completas y existe gran cantidad de “dark matter” en estudios metagendémicos (Brum, y otros,
2016). Por ello los porcentajes de lecturas no clasificadas parecen ser consecuentes y son
comparables con la investigacion de (Posso, 2019).

A pesar de la sobreestimacion del indice de beta diversidad, queda claro que existen mas
diferencias y valores mas altos cuando se compara entre distintos consorcios que dentro del
mismo consorcio en los diferentes ensayos de secuenciacion. Esto demuestra que
efectivamente la diversidad entre consorcios es distinta, presentando diferencias en su

composicion taxonomica.
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Por otra parte, se realiz6 el analisis de composicion taxondmica de cada consorcio. Dado
que tuvo una mayor cantidad de lecturas asignadas taxondomicamente, se determind que el
ensayo de secuenciamiento 2 era el mas adecuado para este analisis. Ademads, este tuvo mayor
cantidad de informacién después del basecalling que el ensayo 3 y la concentracion de ADN
usado como input para el secuenciamiento fue mayor que la del ensayo 1.

Al evaluar los principales filos, se encontré6 que cada consorcio tiene una composicion
taxonomica Unica, ya que existen diferencias en la abundancia relativa de los filos. Como se
muestra en las Figuras 1, 4 y 5 los grupos mas representados tienden a ser similares. Esto se
debe a la relacion simbidtica dentro del consorcio, en donde las microalgas producen el
oxigeno, que usan las bacterias para oxidar la materia organica. Y las bacterias aportan el CO»
que las microalgas ocupan para sintetizar biomasa fotosintética (Gonzéalez, Molinuevo, &
Garcia, 2011).

La composicion microbiana encontrada (Figura 1), es similar a la composicioén taxondmica
hallada en consorcios nativos de la Amazonia ecuatoriana (Posso, 2019), también coincide con
lo reportado en estudios de comunidades bacterianas en plantas de tratamiento de agua residual,
en donde los filos mas abundantes en consorcios biorremediadores son: Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Acidobacteria, Firmicutes y Terrabacteria (Ju & Zhang, 2015;
Eschenhagen, Schuppler, & Roskea, 2003; Wang, y otros, 2012). Esto concuerda con el
resultado de este estudio, en todos los casos salvo por las Actinobacterias que no se encontraron
dentro de los filos més abundantes.

El hecho de que exista una similitud entre la composicion taxondémica de consorcios
provenientes de plantas “PTAR” y consorcios nativos de Galapagos, podria deberse a la
presencia de aguas residuales en los cuerpos de agua de donde se tomaron las muestras (Posso,
2019). Podria ser esto una verdad para los consorcios G1 y G6 que provienen de las tomas de

captacion de agua “Cerro Gato” y “El Chapin 17, los cuales presentan problemas de
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contaminacion. Dichos sitios no estdn debidamente protegidos y no cuentan con rejillas de
retencion de solidos ni sedimentadores (Martin, y otros, 2015; Rueda, Lopez, & Nagahama,
2007).

La presencia de filos similares en todas las muestras puede atribuirse a que en los
consorcios existen especies con ciertas actividades que parecen ser esenciales en el proceso de
biorremediacion (Shetty, y otros, 2019; Qiang, Kurade, & Jeon, 2017). En la Figura 2, se
observa que los consorcios presentan grupos que son de interés en este ambito. Como el filo
de Proteobacterias que junto con el filo FCB (correspondiente a los Bacteroidetes) interactiian
con las macro y microalgas (Krustok, 2016); debido a que estimulan su crecimiento y
promueven su morfogénesis. De esta forma ambos filos se reportan como dominantes en
estudios de tratamiento de aguas residuales (Matsuo & y otros, 2005).

Igualmente se encontraron las microalgas Chlorophyta y Terrabacteria, que estan presentes
comunmente en tratamientos de agua residual (Barrera, y otros, 2008; Shanthala, Hosmani, &
Hosetti, 2009). Estos dos grupos captan el nitrégeno y el fosforo y lo difunden a través de su
pared celular disminuyendo su concentracion en aguas residuales, son microorganismos
fotosintéticos que al aumentar el pH del agua provocan la precipitacion del fosforo y la
volatilizacion del amonio (Delgadillo, Lopes, Taidi, & Pareau, 2016). En conjunto, todos estos
organismos aportan al metabolismo global de cada consorcio.

Las diferencias en la abundancia y composicion taxonomica de los principales filos pueden
atribuirse al medio de origen de cada consorcio. Es sabido que la diversidad de especies es
sensible a las condiciones fisicas y heterogeneidad de los ecosistemas (Magurran, Measuring
Biological Diversity, 2013). Corroborando el hecho de que las variables ambientales, es decir,
los parametros fisico-quimicos de los sitios de muestreo puedan influir en la diversidad de los
consorcios. Asi se verifico con pruebas estadisticas de la influencia de variables ambientales

en la alfa y beta diversidad; se vio que tanto “Isla” como “Sodio” pueden influir en la alfa
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diversidad (Tabla 4). Esto coincide con lo esperado, tomando en cuenta los diferentes hébitats
de los cuales provienen los consorcios. Existe una gran diferencia entre los consorcios de San
Cristobal y los de Isabela. Los primeros son consorcios que estan en agua dulce (consorcios
G1, G2, G3 y G4), es decir la conductividad del agua es baja (49-107 uS cm™), y la
concentracion de sodio es baja (5,60-7,32 mg/L). Mientras que los consorcios de Isabela (G5
y G6) vienen de lagunas donde hay aguas salobres, esto implica conductividades altas (3 532.3-
5 840.4 uS cm!) y alta concentracion de sodio (389,88- 417,34 mg/L).

Adicionalmente, se ha reportado que la salinidad de ecosistemas acuaticos controla la
composicion de la comunidad bacteriana (Tang, y otros, 2012; Klier, y otros, 2018) ya que al
influir en la densidad del medio requiere funciones osmorreguladoras de los organismos
(Herlemann, y otros, 2011). La composicion tnica de los consorcios de cada isla podria ser
aprovechada para utilizarlos en medios contaminados especificos.

La fuente de agua salobre en los consorcios de Isabela se forma por grietas subterraneas
que permiten una penetracion importante de agua de mar (Lara, 2013). Cabe la posibilidad de
que los consorcios G5 y G6 posean microorganismos con caracteristicas para adaptarse a
ambientes extremos, en comparacion con los consorcios de San Cristobal. Esto se apoya con
un estudio de un lago salobre de Asia que determina la influencia de la salinidad y el pH en la
diversidad de especies. Dichas condiciones son una buena fuente para la bioprospeccion de
bacterias moderada o extremadamente halotolerantes que permaneceran activas (Raina, y
otros, 2019). Sin embargo, esto se deberia comprobar realizando la adaptacion de estos
consorcios a ambientes con condiciones extremas.

Por su parte, las variables ambientales que parecen estar influyendo en la beta diversidad
(Tabla 5) son consistentes con la literatura, puesto que las algas necesitan trazas de calcio,
magnesio, potasio, hierro, manganeso, azufre, zinc, cobre y cobalto para su crecimiento

(Krustok, 2016). Es probable que la interaccion “Isla-Altitud” influya en la diversidad entre
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consorcios, tomando en cuenta que la altitud de los sitios de muestreo varia entre 5 a 202 msnm,
presentando las dos muestras de Isabela las altitudes mdas bajas. La altitud incide en la
distribucion de las precipitaciones (Llorente & Morrone, 2003); a mayor altitud, la diversidad
de especies aumenta en ecosistemas insulares (Hortal, y otros, 2013). Los datos obtenidos no
son suficientes para afirmar esta correlacion, puesto que si bien la diversidad del consorcio G6
es baja, el consorcio G5 si presenta una diversidad alta.

Finalmente, al inicio del estudio se pensaba que la diversidad de los consorcios se puede
aprovechar para mejorar la efectividad de la biorremediacion, pero, ensayos de remocion
llevados a cabo con los seis consorcios en estudio (Anexo B), determinan que no existe un
consorcio superior en términos de degradacién. Se demostré6 que todos los consorcios
presentaron porcentajes de remocion de amonio, fosfato y nitrato elevados, confirmando su
efectividad para el tratamiento de aguas residuales (Cardenas & Ochoa, comunicacion
personal, 23 de marzo de 2020). En otras palabras, las capacidades de remocion de los seis
consorcios son muy similares. Esto concuerda con (Posso, 2019) que encontr6 la misma
tendencia en consorcios nativos de la Amazonia.

A futuro se recomienda realizar ensayos no en base a efectividad, sino a la tasa o tiempo
de remocion de compuestos y analizar si las tasas se ven afectadas por la composicion
taxondmica a nivel de especies. Como también se recomienda estandarizar los protocolos de
propagacion de consorcios y secuenciacion del ADN empleando las mismas condiciones. A
fin de evitar diferencias significativas entre las repeticiones del secuenciamiento y tener

resultados mas robustos.



33

CONCLUSIONES

En conclusion, se realizd la bioprospeccion de los seis consorcios microalga-bacteria
nativos de Galapagos y se descubrio6 que si existen diferencias a nivel de alfa y beta diversidad.
Mismas que podrian ser atribuidas a las caracteristicas del medio del cual se tomaron las
muestras; ya que ninguna de las variables experimentales influyd en los resultados de
diversidad. Los consorcios mas diversos en base a los indices de Shannon y Pielou son G2, G4
y G5. Ademas, la composicion taxonomica de cada consorcio es tnica. Los principales filos
encontrados son Proteobacteria, Terrabacteria, Chlorophyta y FCB (Bacteroidetes); todos de
interés en biorremediacion. Por tanto, estos consorcios nativos tienen un gran potencial para el
tratamiento de aguas residuales. Los resultados obtenidos demuestran la utilidad de la
plataforma MinlON para analizar muestras ambientales y caracterizar la composicion
taxondmica de las especies presentes. Por ultimo, si bien no se encontr6 una correlacion entre
la composicion taxondmica y la efectividad de remocion; el estudio si provee nueva
informacion gendmica que contribuye a las bases de datos y a estudios futuros de biodiversidad

en consorcios microbianos nativos.
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TABLAS

Tabla 1.- Informacion obtenida de la secuenciacidon de consorcios microalga-bacteria

Parametro Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Cantidad de lecturas 756,64 K 570,65 K 327.86 K
Informacién secuenciada 2.7 GB 1.35 GB 707 MB
Numero de poros activos 1652 1485 1329
Tiempo (horas) 9 18 24
Phred Score 12.5 12.5 15-20
Longitud de las lecturas | 1190 bp —4172 bp | 962 bp - 2938 bp 599 - 5092 bp
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Se muestra los diferentes parametros tanto de la secuenciacion como del anélisis de calidad

de las lecturas secuenciadas. Se observa que el ensayo 1 es el que logra mayor cantidad de

lecturas secuenciadas. El ensayo 2 se pard luego de 6 horas y se volvid a reanudar el equipo

con el 30% de poros activos hasta las 18 horas. Posteriormente se unifico la informacion de

este ensayo, obteniéndose los resultados presentados en la tabla. Por su parte el ensayo 3 no

logro tener el 100% del basecalling en tiempo real ya que al finalizar el secuenciamiento el

programa hizo el basecalling tnicamente del 67%. Se empled el programa GUPPY para

completar el basecalling del 33% restante. Con ello se obtuvo la informacion mostrada en la

tabla.

Tabla 2.- Total de lecturas clasificadas en cada consorcio

Consorcio Gl1 G2 G3 G4 G5 Go6
Porcentaje de lecturas (%) 29 69 42 26 38 32
Cantidad de lecturas 26748 58823 41202 34867 16413 7161

Esta informacion se obtuvo a partir del programa Kaiju con la base de datos NCBI BLAST

non-redundant protein “nr+euk” (Menzel, Lee, & Krogh, 2016).



Tabla 3.- Calculo de la alfa diversidad para los seis consorcios microalga-bacteria

Consorcio Indice de Shannon Indice de Pielou Riqueza
Wiener (H)
Gl 1.170 0.324 37
G2 2.077 0.584 35
G3 1.149 0.328 33
G4 2.243 0.647 32
G5 1.969 0.611 25
G6 1.425 0.407 33

Tabla 4.- Influencia de variables experimentales y ambientales en la alfa diversidad

Ensayos 1,2y 3

Variables Experimentales

Valor P (Pr > F)

Shannon | Riqueza

Homogeneidad

vp

Agua residual

Variables Ambientales

Shannon | Riqueza

Homogeneidad

Altitud

*

*

Temperatura

*

*

Isla

DO

Conductividad

pH

Turbidez

Origen

K| ¥| *¥| *¥|[ *| *

K| *| *| *¥|[ *| *

Cl

F

SO4

Ba

Mn

/n

Ca

Mg

Na

K| ¥ K| K[ ¥ X| ¥

K| *| | X[ *| *| ¥
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Las variables en amarillo con (*) son significativas (valor P < 0,05) luego de correr prueba

Anova para los indices de alfa diversidad en R. Ninguna de las variables experimentales influye

en la alfa diversidad encontrada. En cuanto a las variables ambientales tanto para la alfa

diversidad total (indice de Shannon) como para la Homogeneidad fueron significativas:
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Altitud, temperatura, oxigeno disuelto, conductividad, pH, turbidez, origen, Cl, SO4, Ba, Mn,
Zn, Ca, Mg, Na. Se muestra que para la Riqueza de los consorcios unicamente las variables de
Isla y Sodio son significativas. Esto implica que todas las variables mencionadas pueden influir
en la alfa diversidad.

Tabla 5.- Influencia de variables experimentales y ambientales en la beta diversidad

Variable | R? | Pr>F
Variables Experimentales
Secuenciamiento 0,6694 0,081
Agua residual 0,0626 0,243
Variables Ambientales
Isla 0.073 0.011
Origen 0.372 0.001
Altitud 0.073 0.016
Temperatura 0.372 0.001
DO 0.372 0.001
Conductividad 0.372 0.001
pH 0.372 0.001
Turbidez 0.372 0.001
Cl 0.372 0.001
F 0.145 0.001
SO4 0.289 0.001
Zn 0.372 0.001
Mg 0.372 0.001
Mn 0.372 0.001
Ca 0.372 0.001
Na 0.217 0.001
Ba 0.372 0.001
Interacciones entre Variables
Isla- Altitud | 0,072 | 0,006

Las variables en amarillo son significativas (valor P < 0,05) luego de correr la prueba
Permanova en R, en base a la matriz de diversidad de Bray-Curtis, obtenida en el programa

Simka.
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FIGURAS

Filos mas abundantes en cada consorcio
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Figura 1.- Comparacion de los principales filos en los seis consorcios de Galapagos

El porcentaje de abundancia de cada filo se calcul6 en base al total de lecturas clasificadas,
en todos los consorcios se representa >50% del total de lecturas clasificadas. Cada lectura de
secuenciacion se asigna a un taxon luego de comparar la lectura con la base de datos

NCBI BLAST non-redundant protein “nr+euk” (Menzel, Lee, & Krogh, 2016).

Figura 2.- Mapa de origen de los consorcios G1, G2, G3 y G4 en la Isla San Cristobal

A) Vista de la isla San Cristobal y B) Zoom de localidades de donde se obtuvieron las

muestras.
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Figura 3.- Mapa de origen de los consorcios G5 y G6 en la Isla Isabela
A) Vista de la isla Isabela y B) Zoom de localidades de donde se obtuvieron las muestras

Eucariotas Clasificadas en cada Consorcio
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Figura 4.- Krona charts de Bacteria en el Ensayo de Secuenciamiento 2



Bacterias Clasificadas en cada Consorcio

Figura S.- Krona charts de Eucariotas en el Ensayo de Secuenciamiento 2
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ANEXO A: METADATA EMPLEADA PARA LOS ANALISIS DE ALFA Y BETA

DIVERSIDAD
Sample ID |Sequencing [Island Altitude Temperature | Temperature | DO DO_Qualitat| Conductivity| Conductivity| pH pH_Qualitati| Turbidity | Turbidity Q
Gl El 1[San Cristobs 180 23,27|Low 102,4|Low 101,3|Low 7,62|Neutral 14,2|High
G2 El 1|San Cristob{ 190 24,72|Low 94 9|Low 104,8|Low 7,45|Neutral 14,03|High
G3 El 1|San Cristob{ 179 23,44|Low 67,6|Low 49,7|Low 6,34|Acidic 15,87|High
G4 El 1|San_Cristob{ 202 22,83|Low 88,7|Low 117,9|Low 7,08 Neutral 5,29|Low
G5 El 1|Isabela 5 34,72|High 176,9|High 5840,4|High 8,98| Alkaline 0,92|Low
G6_El 1 |Isabela 10 33,77|High 272,9|High 3532,3[High 9,68| Alkaline 24.1|High
Gl E2 2|San_Cristoby 180 23,27|Low 102,4|Low 101,3|Low 7,62 |Neutral 14,2|High
G2 E2 2|San Cristoby 190 24.72|Low 94.9|Low 104,8|Low 7,45|Neutral 14,03|High
G3 E2 2|San_Cristoby 179 23,44|Low 67,6|Low 49,7|Low 6,34|Acidic 15,87|High
G4 E2 2|San_Cristoby 202 22,83 |Low 88,7|Low 117,9|Low 7,08 {Neutral 5,29|Low
G5 E2 2|Isabela 5 34,72 |High 176,9|High 5840,4[High 8,98| Alkaline 0,92|Low
G6 E2 2|Isabela 10 33,77|High 272,9|High 3532,3|High 9,68| Alkaline 24,1|High
Gl E3 3|San Cristobs 180 23,27|Low 102,4|Low 101,3|Low 7,62|Neutral 14,2|High
G2 E3 3|San Cristobs 190 24,72|Low 94.9|Low 104,8|Low 7,45 Neutral 14,03 [High
G3 E3 3|San_Cristobs 179 23,44|Low 67,6|Low 49,7|Low 6,34|Acidic 15,87|High
G4 E3 3|San_Cristobs 202 22,83 | Low 88,7|Low 117,9(Low 7,08|Neutral 5,29Low
G5 E3 3|Isabela 5 34,72|High 176,9|High 5840,4|High 8,98 |Alkaline 0,92|Low
G6 E3 3|Isabela 10 33,77|High 272,9|High 3532,3[High 9,68 [Alkaline 24,1|High
Origin Cl F S04 Waste Watei Ba Mn Zn Ca Mg Na
Encanada Cerro Gato 449.5 0 33 1 23,86 5,89 16,43 4,03 5 7,32
Encanada Milton Aguas 114,1 0 43 1 26,23 7,27 25,31 6,12 1,52 5,6
Encanada Gutierrez 86,6 0 43 1 18,57 25,39 18,91 0,76 0,59 5,6
Pachai Puerto Chino 148,2 0 47 1 14,37 241 114 0,98 1 5,6
Poza de las Diablas 28988,2 0,3 96,9 1 60,71 3,82 8.9 26,72 25,83 417,34
El Chapinl 20254,8 0,7 56 1 4734 2,1 32,85 30,86 27,1 389,88
Encanada Cerro Gato 449.5 0 33 2 23,86 5,89 16,43 4,03 5 7,32
Encanada Milton Aguas 114,1 0 43 2 26,23 7,27 25,31 6,12 1,52 5,6
Encanada Gutierrez 86,6 0 43 2 18,57 25,39 1891 0,76 0,59 5,6
Pachai Puerto Chino 148,2 0 47 2 14,37 241 11,4 0,98 1 5,6
Poza de las Diablas 28988,2 0,3 96,9 2 60,71 3,82 8.9 26,72 25,83 417,34
El Chapinl 20254,8 0,7 56 2 4734 2,1 32,85 30,86 27,1 389,88
Encanada Cerro Gato 449.5 0 3,3 2 23,86 5,89 16,43 4,03 5 7,32
Encanada Milton Aguas 114,1 0 43 2 26,23 7,27 2531 6,12 1,52 5,6
Encanada Gutierrez 86,6 0 43 2 18,57 25,39 1891 0,76 0,59 5,6
Pachai Puerto Chino 148,2 0 47 2 14,37 241 114 0,98 1 5,6
Poza de las Diablas 28988,2 0,3 96,9 2 60,71 3,82 8,9 26,72 25,83 417,34
El Chapinl 20254,8 0,7 56 2 4734 2,1 32,85 30,86 271 389,88
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ANEXO B: ENSAYOS DE REMOCION CON LOS CONSORCIOS MICROALGA-
BACTERIA DE GALAPAGOS

Ensayos en Agua Residual Estéril

Q ChLt
Consorcio | Amonio (%RE) | Fosfato (%RE) [ DQO (%RE) | Nitrato (%RE) | (mg/Ld)| (mg/L)
Gl 65,83 78,72 63,58 51,93 67,67 36,11
Gl 68,40 78,72 67,78 50,51 67,67 54,78
Gl 62,56 81,09 69,67 36,68 97,33 73,75
G2 57,71 60,45 66,17 28,45 83,33 50,16
G2 60,38 60,45 71,22 42,68 81,00 52,29
G2 56,22 75,49 73,48 19,42 78,00 50,82
G3 60,90 57,87 72,02 30,88 83,67 50,15
G3 78,26 58,09 72,64 29,74 102,00 50,17
G3 80,75 68,29 75,10 41,59 106,67 50,20
G4 61,40 58,79 69,06 31,99 101,33 48,55
G4 69,08 66,53 66,49 37,02 104,33 48,23
G4 63,68 50,35 73,89 34,79 87,33 48,01
G5 38,28 74,93 61,78 36,32 105,33 51,77
G5 71,28 76,72 60,05 37,81 91,00 52,79
G5 57,71 55,89 67,47 37,78 114,67 51,83
G6 78,91 65,34 76,58 25,92 148,67 73,11
G6 81,24 60,54 73,01 32,18 102,67 53,10
G6 81,33 60,56 68,08 32,10 82,00 52,92

Cada ensayo se realiz6 por triplicado. %RE significa eficiencia de remocion. Q (mg/Ld)

significa productividad celular y ChLt (mg/L) se refiere a la concentracion total de clorofila.




