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RESUMEN

Una celda de combustible microbiano (MFC) es una tecnologia que utiliza la electrocatalisis
producida por microorganismos en un espacio mono o bicameral. La identificacion de rutas
metabdlicas de los microorganismos electrogénicos presentes en las MFCs es crucial para
entender las interacciones dentro de la comunidad microbiana. En este estudio, se utilizo
Picrust2 para realizar una prediccion metagendmica a partir de secuencias del gen 16s rRNA
de tres MFCs. Las MFCs presentaron una produccion constante de electricidad (300 mV), y
fueron ensambladas a partir de sedimentos de lagunas talasicas del archipiélago de Galapagos.
Se estudid la contribucion de los taxones microbianos a la abundancia de funcion de cada MFC
y fueron identificados a nivel de familia o género. Los resultados obtenidos en este estudio
muestran rutas catabolicas de interés como: nitrato reduccion I, degradacion de sulfolactato, y
metanogénesis. Estas fueron las principales rutas involucradas en el reciclaje de nutrientes
dentro de la MFC, en méas de una muestra. Por otro lado, se encontr6 una diversidad de rutas
relacionadas con la degradacion de tolueno, mediante diferentes vias como catechol, p-cresol,
4-metilcatechol y o-cresol, lo que indica la presencia de consorcios microbianos capaces de

degradar contaminantes y con uso potencial en el tratamiento de aguas residuales.

Palabras clave: celdas de combustible microbiano, transferencia extracelular de electrones,

prediccion metagenomica, picurst2, rutas metabolicas, sintrofia.



ABSTRACT

A microbial fuel cell (MFC) is a technology that uses the electrocatalysis produced by
microorganisms in a single or dual chamber space. The identification of metabolic pathways
of the electrogenic microorganisms present in the MFCs is crucial for understanding the
interactions within the microbial community. In this study, Picrust 2 was used for carrying a
metagenomic prediction analysis using sequences of the 16s rRNA gene from three MFCs. The
MFCs presented a constant current (300mV) production, and they were assembled using
thalassic lagoon sediment from the Galapagos archipelago. We studied the contribution to the
abundance of function of the microbial taxa of each MFC and identified them at family or
genus level. The results obtained in this study show catabolic pathways of interest, such as
nitrate reduction I, sulfolactate degradation and methanogenesis. These were the main
pathways involved in the recycling of nutrients inside the MFC, in more than one sample. On
the other hand, we found a diversity of pathways for toluene degradation like catechol, p-cresol,
4-methylcatechol and o-cresol, which indicates the presence of microbial consortia with

capable of contaminant degradation and with potential use in the treatment of wastewater.

Key words: microbial fuel cells, extracellular electron transfer, metagenomic prediction,

picurst2, metabolic pathways, syntrophy.
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1. INTRODUCCION

1.1.Celdas de combustible microbiano

Las energias del futuro han tenido diferentes enfoques en su busqueda en las Gltimas
décadas, si bien la atencion de estas se ha centrado en energia solar y edlica, una de estas
prometedoras fuentes de energia se encuentra en las celdas de combustible microbianas, que
particularmente en los Gltimos 10 afios ha tenido un gran niumero de avances en su desarrollo,
puesto a que es un candidato igual de eficiente que los otros tipos de energia mencionados

(Angelaalincy et al., 2018).

Las celdas de combustible microbiano o bioceldas, es una tecnologia que se basa en
electrocatalisis bi6tica, donde suceden reacciones electroquimicas en las que los electrones se
intercambian entre transportadores de electrones y electrodos extracelulares, ciertos
microorganismos oxidan a donadores de electrones y transfieren estos electrones a un anodo

que genera corriente eléctrica en el proceso (Liu et al., 2018).

Existen dos tipos: de una sola camara y de dos. Las monocamerales, contienen tanto el
catodo como el &nodo en el mismo espacio, con un compartimento aerdbico en la parte
superior de la biocelda que funciona como catodo, y dos capas de sedimento que contienen
los consorcios microbianos y estan separadas por el &nodo, que suele ser una malla de
carbono (Javed et al., 2018). Por otro lado, las bioceldas bicamerales, utilizan una membrana

de intercambio i6nico, que separa el &nodo del catodo (Javed et al., 2018).

1.2.Microorganismos con transferencia extracelular de electrones

Los principales actores en esta produccion energética, son los llamados microorganismos
con transferencia extracelular de electrones, o EET por sus siglas en inglés, estos se
encuentran en biofilms y logran esto mediante distintos mecanismos, como uso de proteinas

activo-reductoras, pilis conductivos, o0 mediante metabolitos secundarios (Logan et al., 2019).
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El mecanismo de proteinas activo-reductoras corresponde a transferencia de electrones
utilizando citocromos, quinonas y proteinas sulfuro-férricas que se encuentran en las
membranas microbianas, por esto el mecanismo se llama transferencia de electrones de corto
rango, y la presencia de este se asocia a biofilms (Logan et al., 2019). Por otro lado, el
mecanismo que utiliza pilis conductivos se llama transferencia de electrones de largo rango, y
representa un mecanismo menos frecuente, pero que mantiene la mayor produccion de
energia asociada a este organelo (Logan et al., 2019). En cuanto al uso de metabolitos
secundarios como mecanismos EET, este se asocia a transportadores que facilitan el
transporte de electrones sin necesidad de citocromos o pilis conductivos, estos
transportadores promueven reacciones redox y pueden estar conformadas por diferentes

proteinas (Logan et al., 2019).

Los nichos de estos microorganismos con capacidad EET son variados, sin embargo, los
sedimentos de lagunas volcanicas son ideales, debido a las condiciones de temperatura,

salinidad y ambiente anaerdbico (Santoro et al., 2017).
1.3.Prediccion metagendmica utilizando 16s rRNA

El estudio de la comunidad microbiana y su actividad metabdlica en las bioceldas es de
relevancia, y hoy en dia, es posible utilizar herramientas de prediccion metagenémica para
reconstruir mediante referencias de bases de datos de los genomas completos, las rutas
metabdlicas envueltas y la cantidad de abundancia de estas en la comunidad microbiana a

partir de secuencias 16S rRNA (Zhang et al., 2014).

Entre las herramientas de prediccién con mayor exactitud para muestras ambientales se
encuentran Piphilin y Picrust2, ambas utilizan como entrada las secuencias de los ASVs junto

con la abundancia de estas en diferentes muestras, para mediante el uso de bases de datos de
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referencias como KEGG y MetaCyc, crear una prediccidn en base a estados no observados,

como es las rutas metabolicas presentes (Douglas et al., 2020).

El objetivo de este estudio fue realizar una prediccion metagendmica a partir de secuencias
16S rRNA, de 3 bioceldas con produccion constante de electricidad, para conocer las rutas
metabolicas con mayor abundancia y los taxones que mas contribuyen a estas, y asi intentar

entender los mecanismos catabolicos de sintrofia que suceden en las bioceldas.
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2. METODOS

2.1.Celdas de combustible microbiano

Se trabajo con las secuencias 16s rRNA provenientes de dos celdas monocamerales con
sedimentos de lagunas talasicas en el archipiélago de Galapagos (Cerro Brujo y Punta Pitt), y
una celda bicameral (Punta Pitt) cultivada en medio BG11. Las tres han producido entre 300
y 600mV durante 1 afio. El secuenciamiento fue realizado por Macrogen en Corea del Sur
mediante Illumina, y al momento que se recibié para el presente trabajo las muestras, estas ya
tenian remocidn de primers, reduccion de ruido, alineamiento, y control de calidad, de

manera que las secuencias estaban listas para usarse en andlisis de prediccion metagenomica.

2.2.Prediccion metagendmica utilizando Piphilin

La primera herramienta en probarse para la prediccion metagenémica fue Piphilin de
Second Genome, principalmente por su alta precision hallada en la literatura, ademas de

recomendarse si se utilizé Illumina como método de secuenciamiento.

De esa manera, se subieron tanto las secuencias en formato fasta, como la tabla de
abundancia en formato CSV, a la propia pagina web del servidor de Piphilin
“http://piphillin.secondgenome.com/”, utilizando el 99% de identidad y buscando referencias
de la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Al cabo de unas
semanas, se tuvo respuesta de no existir genomas de referencia para el porcentaje de
identidad utilizado, siendo la posible solucion bajar el porcentaje de identidad junto con
agregar busqueda en la base de datos BioCyc, de forma que se realizo nuevamente la carga de
los archivos al servidor de Piphilin bajando el porcentaje de identidad a 98%, y afiadiendo
BioCyc como base de datos de referencia junto con KEGG. Nuevamente, se recibio respuesta

de no existir coincidencia con ese porcentaje de identidad, por lo que se opt6 por no bajar


http://piphillin.secondgenome.com/
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mas el porcentaje de identidad, puesto a que se comprometeria la precisién de la prediccion, y

se procedio a trabajar utilizando otra herramienta de prediccion metagendmica.

2.3.Prediccion metagendmica utilizando Picrust2

En base a lo experimentado mediante Piphilin, se procedi6 a utilizar la herramienta
Picrust2 (Phylogenetic Investigation of communities by recounstructing unobserved states),
la cual resultaba ser mas nueva y mostraba mejor respuesta para muestras ambientales de

acuerdo a la literatura consultada.

De esa forma, se procedio a instalar el paquete de esta herramienta, puesto a que no trabaja
subiendo la informacion a un servidor directamente como Piphilin, para hacer uso de esta,
que a su vez utiliza distintos paquetes como HMMER, EPA-ng, y GAPPA para antes de
realizar la prediccion metagendmica, basarse en posicionamiento filogenético de los taxones
(Douglas et al., 2020). Desde la terminal se activo Picrut2 y se inicié con el pipeline de
trabajo de este, usando primeramente el archivo fasta de las secuencias para tener el arbol
filogenético de referencia, utilizando la funcién place_seqs.py -s. Seguidamente, se utilizd
este arbol de referenciay se realizd la prediccion de nimero EC con la funcion hsp.py -i EC
-t, los nimeros EC (Enzyme commission) corresponden a una clasificacion enzimatica que se
emplea en el pipeline para la prediccion de rutas usando MetaCyc. Puesto a que puede haber
un namero variable de copias de genes 16s rRNA por ASV, es importante que estos se
contabilicen por cada ASV, ademas de que es importante saber que tan cerca esta el ASV
original del de referencia, por lo que NSTI es un indice que existe para esto, de forma que se
utilizo la funcion hsp.py -i 16s -t junto con calculate.NSTI, para tener esta prediccion y el
indice mencionado, los cuales fueron los archivos finales para ya realizar la busqueda de

prediccién metagendmica.
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Con los archivos anteriormente obtenidos y la tabla de abundancia de los ASVs, se
realizé la basqueda de prediccion metagenomica, sin embargo, el formato utilizado por
Picrust2 para lectura de la tabla de abundancia de cada una de las muestras era formato biom,
de manera que se utilizo la funcion biom convert para que tenga correctamente el formato
dicha tabla, y la funcién pathway_pipeline.py se utilizé finalmente para obtener la prediccion
metagendmica. Dentro de la prediccion metagendmica obtenida, esta se encontraba
distribuida por nimeros EC para cada uno de los taxones, sin embargo, en el caso de este
proyecto el interés es principalmente en las rutas metabolicas, de manera que se utilizé la

funcién pathway_pipeline.py para tener las rutas para cada taxdn de cada muestra.

2.4 .Andlisis de abundancia de funcién

La forma de presentacion de los datos finales de Picrust2 era en una tabla, en la que se
detallaban distintos parametros de cada una de las rutas metabdlicas, incluyendo la categoria
de abundancia de funcion por taxdn, la cual fue la categoria mas importante para realizar en
analisis usando R. El script de R fue proporcionado al igual que las secuencias, por estar
involucrado en experimentos de analisis metagendmicos similares, sin embargo, este se

modifico para el caso de uso en analisis metagendmico de bioceldas.

Dentro del script, existieron tres librerias fundamentales para el anélisis de la abundancia
de la funcion. Primeramente, se utilizaron varias funciones de “pals”, que provee mapas de
colores junto con herramientas de evaluacion de estos, igualmente “ohchibi” que brinda
herramientas filogendmicas y matrices pangenémicas se utiliz6, mientras que la Gltima
libreria usada fue “scales” para aplicar sus funciones de escalar los graficos al nivel visual

deseado.

En cuanto al script utilizado como tal, primero se realizé la lectura del archivo tsv

proporcionado por el pipeline de Picrust2, con el objetivo de sumar la abundancia de funcion
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de cada uno de los taxones para cada ruta y de su respectiva muestra. Con los valores
obtenidos, se realizé una matriz excluyendo los datos no utilizados, teniendo solamente la
muestra, las rutas y los valores de abundancia de la funcion, para asi aplicar una
normalizacion de los datos y sea posible distinguir facilmente la diferencia entre abundancia
de la funcion para cada ruta. Se ordenaron las muestras, las rutas y se determino el orden de
las rutas, para asi crear mediante un dendrograma, la cantidad de clUsteres apropiados segun
cada una de las muestras. Se determiné el rango para los valores normalizados de z, y se
reordend en base a los pardmetros mencionados, una matriz de construccion para un grafico
tipo mapa de calor. Con la matriz lista, se establecié parametros de color y escala del mapa
de calor, para asi proceder a tener este de manera visualmente distinguible para cada una de
las rutas metabdlicas por muestra y cluster. Finalmente, se export6 la informacion de los
valores normalizados z, de cada una de las rutas en cada clUster, siendo en total 7 clUsteres

los resultantes.

2.5.Analisis de abundancia de funcion por taxon

Con el proceso mencionado de andlisis de funcién utilizando el script de R, también se
genero un archivo que clasificaba para cada una de las rutas metabdlicas, la contribucion de
abundancia de cada uno de los ASVs, con el objetivo de saber a qué taxones corresponde

dicha ruta metabdlica.

De esa forma, las secuencias 16s rRNA entregadas se abrieron en el software MEGA X
con su respectivo alineamiento, y se realiz6 Blastn a cada una de estas para hallar el taxon
correspondiente a cada uno de los ASVs, de manera que, junto con el archivo anterior de

abundancia de cada ASVs, se clasifico los taxones mas abundantes en cada ruta metabolica.



17

3. RESULTADOS

La Figura 1 muestra un mapa de calor en base a los resultados obtenidos utilizando
Picurst2 para prediccién metagendmica utilizando los ASVs de cada una de las muestras
secuenciadas, es decir, las bioceldas monocamerales de Punta Pitt y Cerro Brujo, en las que
solamente existié sedimento, y la biocelda bicameral, correspondiente a la nomeclatura PP,
puesto a que esta se cultivo en medio BG11 a partir de una muestra de Punta Pitt. De esa
manera, la Figura 1 expresa el valor de la abundancia de la funcion, 6sea cada una de las rutas
metabolicas, del total de taxones que contribuyen a cada una de estas de forma normalizada,
por lo que se expresa en valores de Z como se presenta en la figura. En cuanto a las
divisiones de la Figura 1, existen 7 clUsteres que agrupan a las distintas rutas, el proceso para
llegar a esto se realizé utilizando R, utilizando funciones de la libreria ohchibi, que
proporciona herramientas filogenémicas y matrices pangenémicas, siendo primero construido
un dendrograma en base a los valores normalizados de abundancia de cada una de las rutas, y
luego agrupando estos en los 7 clusteres de la Figura 1, que presentan caracteristicas

particulares para cada una de las muestras.

En cuanto a las 3 muestras de las que se obtuvo resultados, debido a la gran cantidad de
rutas y taxones, se focalizan los resultados principalmente en los procesos catabélicos que
cumplen cada una de estas rutas, puesto a que las rutas catabdlicas son mayormente
relacionadas a mecanismos de transferencia extracelulares de electrones o EET, sin embargo,
el detalle de todas las rutas predichas para cada una de las muestras se encuentra en la seccién

de anexos.

3.1.Punta Pitt
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Punta Pitt es la primera muestra que encontramos en el mapa de calor de la Figura 1,
siendo los clusteres més activos en este caso el 4, 5, 1y 7, al presentar abundancia de las

rutas de estos mayor a la media.

En total se encuentran 127 rutas para cllster 4 de la Figura 1 para esta muestra, con 68 de
tipo catabdlico, como se muestra en la Tabla 1; es el mas grande de los clUsteres, y debido a
esto existe gran variedad en la cantidad de categorias de metabolismos representados,
encontramos generacion de metabolitos precursores y energia, degradacion de compuestos
aromaticos, degradacion de aminoéacidos, y degradacion de aminas y poliaminas, como las
categorias catabdlicas més presentes. De tal forma, encontramos las siguientes rutas
asociadas a EET y con abundancia mayor a la media para este clister 4: oxidacion de metanol
a didxido de carbono, super ruta de degradacion de tolueno aerdbica, degradacion de 2-
aminofenol, degradacion de tolueno IV (aerébica) (via catechol), degradacion de tolueno |
(aerdbica) (via o-cresol), degradacién de tolueno Il (aerdbica) (via 4-metilcatechol),
degradacion de glucosa (oxidativa), ruta Entner-Doudoroff 111 (semi-fosforilativa),
fermentacion de piruvato a acetato y lactato I, fermentacion homolactica, ruta etimalonil-
CoA, ciclo parcial de TCA (autétrofos obligados), ciclo TCA VII (acetato-productores),
super ruta de metanogénesis, reduccion de nitrato VI (asimilatoria), super ruta de degradacion

de taurina, super ruta de metabolismo de corismato y super ruta de aspartato.

Por otro lado, la Tabla 1 muestra que el cllster 5 tiene en total 59 rutas, de las cuales 22
cumplen con funciones catabdlicas, y se tiene dos metabolismos principales asociados a estas
rutas catabdlicas, degradacion de nucledsidos y nucleétidos, con 4 rutas, y degradacién de
compuestos aromaticos, con 8 rutas. De esa manera, las rutas metabélicas con alta
abundancia Unicamente en Punta Pitt son: super ruta de degradacion defeniletilamina,
degradacion de alantoina a glioxilato 111, degradacién de L-triptéfano XII (Geobacillus),

degradacion de catechol 111 (ruta de orto-fijacién), degradacion de compuestos aromaticos via
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R-ketoadipato, degradacion de catechol a B-ketoadipato, ciclo Calvin-Benson-Bassham,
fermentacion de piruvato a isobutanol (disefiado), fermentacion piruvato a acetona,
degradacion glicerol a butanol, degradacién de inosina 5'-fosfato, degradacion de nucleétidos

de adenosina Il y degradacién de nucleétidos de guanosina Ill.

En el caso del cluster 1, el total de rutas resulta ser de 49, como se muestra en la Tabla 1,
existen 9 rutas catabdlicas y 40 rutas anabdlicas, por lo que mayormente existen
metabolismos relacionados a procesos anabolicos en este cluster, y no hay categorias
especificas de metabolismos catabdlicos mayormente representados. Dentro de la Figura 1,
encontramos para el cluster 1, que la muestra de Punta Pitt Gnicamente mantiene cerca de la
mitad de las rutas de este cluster con abundancia mayor a la media, de estas la mayoria de
rutas son anabolicas y existen 8 de las 9 catabdlicas de este clister representadas con un valor
mayor a la media, siendo estas: ruta de meta fijacién de compuestos aromaticos, degradacion
de 3-fenilpropanoato, ciclo TCA reductivo I, fosfolipasas, glicélisis, reciclaje de
anhidromuropéptidos I, degradacion mio-inositol | y super ruta de degradacion de

sulfolactato.

Por otro lado, en la Tabla 1 encontramos que el clister 7 tiene 21 rutas metabdlicas,
siendo el méas pequefio de los 7 cllsteres, esta principalmente conformado de rutas
catabdlicas, al tener 16 de estas, dentro de las cuales los metabolismos mas representados
corresponden a degradacion compuestos aromaticos, y fermentacion de piruvato, con 3 rutas
en ambos casos. En la Figura 1, el heatmap detalla que existen rutas con la misma
abundancia, y a su vez mayor a la media, entre Punta Pitt y Cerro Brujo para el cluster 7, de
estas rutas las catabolicas son: degradacién de alcohol, oxidacion de compuestos C1 a CO2, y
fermentacion heterolactica; mientras que también existen rutas con mayor abundancia en
Punta Pitt y atenuadas en Cerro Brujo, de estas las rutas catabdlicas son: nitrato reduccion |

(denitrificacidn), fermentacion de piruvato a butanoato, super ruta de fermentacion
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acidogénica de Clostridium acetobutylicum, asimilacion de formaldehido Il (ciclo RuMP
asimilatorio), oxidacion formaldehido I, metanogénesis de H2 y CO2, y degradacion de

metilfosfanoato |I.

En base a las rutas catabdlicas mencionadas con abundancia mayor a la media en Punta
Pitt, dentro de estos clisteres con alta expresién, y con relacion a procesos catabélicos EET,
encontramos la Tabla 2, que muestra la presencia de los taxones con mayor contribucion en
abundancia para cada una de las rutas relacionadas a transferencia extracelular de electrones.
De tal manera, en Punta Pitt encontramos los siguientes taxones como los mas abundantes
para las distintas rutas mencionadas: Lachnospiraceae spp, Polymorphum, Coriobacteriaceae

spp, Halopeptonella, Haloplanus, Wenzhouxiangella, Halorubrum y Ruminococcaceae spp.

3.2.Cerro Brujo

Cerro Brujo es la segunda muestra que encontramos en el mapa de calor de la Figura 1,

siendo los clusteres més activos en este caso el 2, 7y 6.

Como se muestra en la tabla 1, existen en total 33 rutas metabolicas en el clister 2, 21
corresponden a procesos catabolicos, siendo las rutas de degradacion de compuestos
aromaticos, con 10 rutas, el metabolismo catabdlico mas representativo. Dentro de este
cluster 2, se encuentran las siguientes rutas catabodlicas relacionadas a mecanismos EET:
fermentacion de crotonato (a acetato y carboxilato ciclohexano), denitrificacion nitrificante,
degradacion de glicogeno 11, ruta de reduccion de acetil coenzima A | (bacterias
homoacetogénicas), degradacion de benzoil-CoA 1l (anaerdbica), degradacion de compuestos

aromaticos anaerobica (Thauera aromatica), y degradacion de tolueno VI (anaerébico).

Se encuentra en la Figura 1 que, para Cerro Brujo, el cluster 7 también tiene alta actividad
como sucede con Punta Pitt, anteriormente se describid este cluster como tal, y se establecid

las rutas que comparten la misma abundancia entre las dos muestras; de la misma forma, se
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describi6 anteriormente las rutas catabdlicas que presentaban mayor abundancia en Punta Pitt
y atenuacién en Cerro Brujo, ahora lo mismo sucede de forma inversa, siendo las rutas
catabolicas mas abundantes de Cerro Brujo y atenuadas en Punta Pitt las siguientes:
degradacion de cinamato y 3-hidroxicinamato a 2-hidroxipentadianoato, degradacion de 3-
fenilpropanoato y 3-(3-hidroxifenil)propanoato, degradacion de 3-fenilpropanoato y 3-(3-

hidroxifenil)propanoato a 2-hidroxifenilpentadionato, y ciclo TCA reductivo incompleto.

Para el caso de cluster 6, la Tabla 1 muestra que en total existen 55 rutas metabdlicas, con
11 de caracter catabolico y 44 anabolicas, de manera que no existen metabolismos
catabdlicos representativos en este clister. La Figura 1, muestra que Cerro Brujo tiene
algunas rutas con abundancia mayor a la media, de las cuales las catabdlicas son:
fermentacion de piruvato a propanoato I, asimilacion de formaldehido I (ruta serina),
degradacion de sucrosa Il (sucrosa sintasa), degradacion de amina aromatica biogénica
(bacteria), derivacién de Bifidobacterium, degradacion de L-arginina Il (ruta AST), y

degradacion de glucosa y glucosa-1-fosfato.

La tabla 3, nuevamente muestra la presencia de las rutas metabdlicas relacionadas a EET
y ya mencionadas anteriormente, para los diferentes taxones que tienen alta contribucion de
abundancia para estas, con los siguientes taxones presentes en la mayoria de rutas en Cerro
Brujo: Gracilimonas, Balneolaceae spp, Oscillatoria, Desulfobulbus, Desulfobulbaceae spp,
Nitrosomonas, Phycisphaeraceae spp, Candidatus Tenderia electrophaga, Chlorobium y
Salinisphaera. Mientras que Unicamente para el caso de las rutas de degradacion de glicogeno
Iy ruta | reductiva de acetil coenzima A (bacterias homoactogénicas), tenemos los anteriores
taxones reflejados en la tabla, ademas de: Microcoleus, Fulvivirga, Hoeflea,
Wenzhouxiangella, Muricauda, Chroococcus, Marinobacter, Pseudoxanthomonas,

Abidovulvum, Rhodothermaceae spp, Myxococcus y Nannocystaceae spp, y los taxones de,
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Lachnospiraceae spp, Haloplanus, Ruminococcaceae spp, solamente para esta ultima ruta

mencionada.

3.3.Punta Pitt (PP) cultivada

La biocelda bicameral cultivada, correspondiente a la nomenclatura PP, es la tercera que
encontramos en el mapa de calor de la Figura 1, siendo los clisteres mas activos en este caso

el5,1,3y6.

Dentro de la Figura 1, esta presente el clUster 5 como activo, tanto para Punta Pitt como en
la muestra cultivada PP, este clUster se describio con anterioridad, de forma que, el caso de
las rutas con alta abundancia en PP, resultan ser compartidas con Punta Pitt aunque atenuadas
en PP, las rutas catabolicas de estas son entonces: degradacion de protocatechuato 11 (ruta
orto-fijacion), degradacién de fenilacetato | (aerébico), degradacion de tolueno 111 (aer6bico)
(via p-cresol), fermentacion acida mixta, fermentacion de succinato a butanoato, super ruta de
glicolisis y ruta Entner-Doudoroff, glicolisis I11 (desde glucosa), y degradacion de mio-,

chiro- y scyllo-inositol.

En el caso del cluster 1 de la Figura 1, que igualmente se comparte entre Punta Pitt y PP,
ya se menciono las rutas catabolicas compartidas entre estas dos muestras, con abundancia
alta en ambos casos, de manera que en el caso de PP, las rutas particulares y con una
abundancia muy alta para esta muestra son: degradacion de L-triptéfano 1X, fosfolipasas, y

reciclaje de anhidromuropéptidos 1.

El cluster 3, el Unico claster de la Figura 1 que solamente tiene rutas con abundancia alta
en PP, muestra en la tabla 1 un total de 60 rutas totales, con 29 de tipo catabdlico, los
metabolismos catabdlicos presentes mayormente son la generacién de metabolitos
precursores y energia, degradacion de compuestos aromaticos, con 6 rutas en ambos casos, y

degradacion de aminoécidos, con 4 rutas. De tal manera las rutas con abundancia mayor a la



23

media y de caracter catabolico relacionado a mecanismos EET, son las siguientes: respiracion
aerobica | (citocromo c), degradacién de nicotinato I, metabolismo de ketogluconato, ciclo
del glioxilato, glicolisis Il (desde fructosa 6-fosfato), ciclo TCA IV (2-oxoglutarato
decarboxilasa), ciclo TCA VI (Helicobacter), super ruta de derivacion de glioxilato y TCA, y

ciclo TCA.

Como se observa en la Figura 1, el cluster 6 mantiene rutas con alta abundancia entre
Cerro Brujo y PP, estas rutas catabdlicas compartidas y las generalidades de este cluster ya se
mencionaron anteriormente, siendo las rutas particulares de la muestra cultivada PP las
siguientes: degradacion de L-leucina I, asimilacion del glioxilato, super ruta del ciclo 3-

hidroxipropanoato, y sulfato reduccion asimilatoria I.

Finalmente, la Tabla 4 detalla la presencia de los diferentes taxones con alta contribucién
de abundancia en cada una de las rutas metabdlicas relacionadas a EET ya mencionadas,
siendo los taxones con mayor contribucion de abundancia los siguientes: Microcoleus,
Fulvivirga, Hoeflea, Gracilimonas, Wenzhouxiangella, Muricauda, Chroococcus,
Phycisphaeraceae spp, Marinobacter, Methylohalomonas, Pseudoxanthomonas,
Abidovulvum, Rhodothermaceae spp, Myxococcus, Nannocystaceae spp, y

Phormidesmiaceae spp.
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4. DISCUSION

En este proyecto de investigacion, se relaciona la contribucion de las diferentes rutas
metabolicas con capacidad EET predichas, con sus respectivos taxones con mayor
contribucion en estas, para entender las diferentes relaciones de sintrofia que existen en las
bioceldas monocamerales de las muestras de Punta Pitt, Cerro Brujo y la muestra cultivada
PP, que correspondia a una biocelda bicameral. Ademas, la prediccién de rutas metabdlicas
nos permite encontrar otros aspectos importantes de las bioceldas, como es la degradacion de
compuestos aromaticos, lo cual permitira utilizar las bioceldas para depurar aguas residuales

y produccion de energia.

Los ciclos de reciclaje de nutrientes que son utilizados por los distintos taxones
bacterianos se observan en todas las muestras. En el caso de Punta Pitt, dentro del ciclo del
nitrégeno, encontramos que todos los taxones con alta abundancia participan en reduccion de
nitrato VI(asimilatoria), donde se inicia con nitrato, que se reduce a nitrito y seguidamente a
amonio, que a su vez es precursor para la formacion de L-glutamina y L-glutamato,
principalmente los taxones correspondientes a arqueas Haloplanus y Halorubrum, son los
encargados de realizar nitrato reduccion | (denitrificacion), donde se reduce nitrato a nitrito y
finalmente a nitrogeno molecular; siendo ambas especies haléfilas halladas en lagunas
marinas (Chi et al., 2007). De manera similar, la ruta de nitrato de reduccion |
(denitrificacion), esté presente en la biocelda de Cerro Brujo, sin embargo, en este caso los
encargados de esta reduccion son taxones bacterianos de la familia Balneolaceae spp y del
género Nitrosomonas, que ademas realizan denitrificacion nitrificante, una ruta en la que el
amonio se oxida a nitrito y se reduce constantemente a nitrdgeno molecular, dicha ruta ha
sido bien caracterizada en Nitrosomonas, puesto a que este grupo pertenece a oxidadores de
amonio autotréficos y que realiza esta ruta en condiciones oxigénicas, como es el caso en esta

biocelda monocameral (Ritchie y Nicholas, 1972).
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En cuanto a otros ciclos de nutrientes, como es el caso del azufre, encontramos taxones
muy abundantes de familias como Desulfobulbaceae en el caso de Cerro Brujo, que es una
caracterizada familia por reducir sulfatos a sulfuros, ademéas que encontramos
especificamente el género Desulfobulbus, como de los taxones mas presentes en esta muestra
y que igualmente realizan la misma reduccion de sulfato (Lovley y Phillips, 1994). Resulta
relevante la presencia de este género puesto a que ha sido asociado con electrogénesis durante
la reduccion de sulfato, al generar electrones libres que son justamente los que producen
energia dentro de la biocelda, ademas de participar en rutas como fermentacion de crotonato,
que produce acetato y se relaciona con el ciclo del hidrégeno (Lovley y Phillips, 1994). Por
otro lado, el metabolismo de compuestos del azufre en el caso de Punta Pitt, esta
principalmente presentado en la super ruta de degradacion de sulfolactato, en el cual se
encuentran envueltos todos los taxones con alta abundancia, y en este caso se utiliza un
compuesto érganosulfonatado que se termina oxidando en acetil coenzima A por diferentes
mecanismos, se oxida en 3-sulfolactato para mediante esta ruta convertirse en piruvato, o

bien se termina convirtiendo en sulfito (Cook et al., 2006).

Para el caso del ciclo del hidrégeno, tenemos en la muestra de Cerro Brujo, principalmente
a los taxones del género Oscillatoria y Desulfobulbus, como los Unicos en realizar la ruta de
metanogénesis de H2 y CO2, principalmente asociado con Desulfobulbus, al ser un proceso
de produccién de metano mediante respiracion anaerdbica, mientras que la contribucion de
los otros dos grupos de bacterias se centra en partes especificas de esta ruta fuera de la
produccién de metano (Pritchett y Metcalf, 2005). Por su parte, la muestra de Punta Pitt,
mantiene la misma ruta de metanogénesis descrita anteriormente, y realizada por los grupos
de arqueas Haloplanus y Halorubrum, mientras que igualmente el resto de taxones de este
grupo se encuentran envueltos en esta super ruta de metanogénesis, exceptuando

Wenzhouxiangella, también encontramos rutas que producen acetato como fermentacion de
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piruvato a acetato y lactato I, de relevancia en este ciclo puesto a que el acetato se usa como
sustrato en la metanogénesis (Pritchett y Metcalf, 2005). La importancia de caracterizar las
rutas de metanogeénesis junto con las de bacterias sulfato reductoras y nitrato reductoras, se
centra en que la sintrofia que existe entre los taxones que realizan estas rutas metabolicas esta
envuelta en la remocion de metano de sedimento del océano, debido a que las muestras
utilizadas provienen de lagunas marinas, ya existen presentes estos procesos de transferencia
de electrones directamente entre estos grupos de taxones, y evidencia gendémica reciente
muestra que pueden existir genes relacionados entre estos grupos, que permitan mantener
mecanismos de transferencia extracelular de electrones en microorganismos que presentan

sintrofia (Skennerton et al., 2017).

La muestra Punta Pitt, PP, a diferencia de las otras dos muestras, no presenta rutas
altamente abundantes que nos permitan conocer los procesos de sintrofia de diferentes
compuestos que se utilizan por los diferentes taxones dentro de esta, la razon de esto se debe
a que el cultivo de esta biocelda se lo realiz6 en medio BG11, el cual es utilizado para el
cultivo de cianobacterias y contiene acido citrico, citrato de amonio férrico, entre otros
compuestos, que hacen carecer a este de fuente de nitrogeno (IBVF, s.f.). De tal manera, es la
muestra que tiene mayor cantidad de rutas relacionadas a fotosintesis oxigénica, caracteristica
de las cianobacterias, incluyendo diferentes ciclos del TCA o similares como TCA VI, TCA
IV (2-oxaglutarato descarboxilasa), TCA reductivo I, y ciclo del glioxilato, que estan
involucradas en respiracion aerébica y estan presentes en la mayoria de organismos
aerdbicos, mientras que rutas como la respiracién aerébica | (citocromo C), estan envueltas
en respiracion y en cadena de transporte de electrones, donde las flavoproteinas juegan un rol
esencial de transferencia, como sucede con los mecanismos EET (Galushko y Schink, 2000).
De importante en las rutas anteriormente mencionadas, esta que se encuentra la presencia de

todos los taxones con alta abundancia en esta muestra, debido a las condiciones aerdbicas de
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esta biocelda, la mayoria de estos taxones son aerobias, siendo Gracilimonas, Fulvivirga,
Wenzhouxiangella y Muricauda, las Unicas anaerdbicas reconocidas dentro de la biocelda con
alta abundancia, aunque mantienen caracteristicas de ser halofilicas, como presenta este

medio (Lu et al., 2017).

Solamente en la muestra de Punta Pitt de la biocelda monocameral, encontramos
diferentes rutas de degradacion de tolueno, un contaminante importante en aguas residuales,
como es la degradacion de tolueno IV (aerdbica via catechol), 111 (aerdbica via p-cresol), |1
(aerdbica via 4-metilcatechol), y | (aerdbica via o-cresol), mientras que esta presente la ruta
IV mencionada en Cerro Brujo igualmente, y la I1l se encuentra presente en la muestra
cultivada PP; siendo en todos los casos el tolueno degradado para tener acetil coenzima Ay
entrar al ciclo de TCA, y dentro de estas rutas se encuentran envueltas diferentes quinonas
solubles, que se relacionan como aceptores terminales de electrones dentro de procesos de
transferencia extracelular de electrones, y son aceptores de electrones en oxidacion
anaerobica de hidrocarburos aromaticos, como es el benceno y el tolueno (Stams et al.,
2006). Otros compuestos como fenoles, y bencenos, también se encuentran presentes en rutas
de degradacion de compuestos aromaticos, como es la ruta de degradacion de compuestos
aromaticos anaerobicos, presente abundantemente en las tres muestras, parte de la respiracion
anaerdbica de taxones pertenecientes a Desulfobulbaceae, Nitrosomonas,
Pseudoxanthomonas, Coriobacteriaceae, Lachnospiraceae, Haloplanus, Halorubrumy
Ruminococcaceae, estos pueden tener mecanismos EET posibles con quinonas de
transferencia, o bien mecanismos parecidos a otros taxones ya conocidos que degradan
compuestos aromaticos por rutas desimilatorias, como es con taxones pertenecientes a los

géneros Shewanella y Geobacter spp (Jiang et al., 2020).
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5. CONCLUSIONES
Picrust2, a diferencia de otras herramientas como Piphilin, resulté bastante Gtil en la
prediccion gendmica de las rutas metabdlicas en microorganismos electrogénicos
presentes en 3 celdas de combustible microbiano.
La prediccion de funciones a partir de secuencias de 16s rRNA, puede ser una alternativa
viable cuando no es posible realizar transcriptémica, puesto a que no requiere costos
adicionales y nos permite tener un analisis preliminar metagenémico.
El proceso de sintrofia entre los consorcios microbianos presentes en las bioceldas, es
crucial para la produccion de electricidad, donde el reciclaje de compuestos de azufre y
nitrégeno fue comun para las 3 muestras.
Se identificd rutas para degradacion de compuestos aromaticos como el tolueno, lo cual
convierte a la microbiota presente, en candidata a ser utilizada en el tratamiento de aguas

residuales y electrogénesis.
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Tabla 1: Detalle de rutas metabdlicas para los 7 clUsteres del Heatmap de la Figura 1.

Cluster Rutas Rutas Rutas Metabolismos Metabolismos
catabdlicas anabolicas Totales catabolicos més anabdlicos mas
representados representados
1 9 40 49 Ninguno Biosintesis nucledsidos
y nucledtidos (10),
biosintesis cofactores,
transportadores y vitaminas
(4), biosintesis de pared
celular (4), biosintesis de
aminoacidos (6).
2 21 12 33 Degradacion de Biosintesis cofactores,
compuestos aromaticos transportadores y vitaminas
(10). (4).
3 29 31 60 Generacion de Biosintesis de lipidos y
metabolitos precursores y | &cidos grasos (5),
energia (6), degradacion | biosintesis cofactores,
de compuestos transportadores y vitaminas
aromaticos (6), (15), degradacién de
degradacion de carboxilato (4),
aminoacidos (4).
4 68 59 127 Generacion de Biosintesis metabolitos
metabolitos precursores y | secundarios (11),
energia (4), degradacion | biosintesis nucledsidos y
de compuestos nucleétidos (12),
aromaticos (8), biosintesis cofactores,
degradacidn aminoacidos | transportadores y vitaminas
(6), degradacion de (18), biosintesis de
aminas y poliaminas (5). | carbohidratos (20),
biosintesis de aminoacidos
9),
5 22 37 59 Degradacion de Biosintesis nucledsidos
nucledsidos y nucleétidos | y nucledtidos (8),
(4), degradacion de biosintesis cofactores,
compuestos aromaticos transportadores y vitaminas
(8). (4), biosintesis de
aminodcidos (15).
6 11 44 55 Ninguno Biosintesis de tetrapirol
(4), biosintesis de lipidos y
acidos grasos (6).
7 15 6 21 Degradacion Biosintesis cofactores,

compuestos aromaticos
(3), fermentacién de
piruvato (3).

transportadores y vitaminas
(14), biosintesis de
carbohidratos (7).

Detalle del total de rutas catabélicas y anabdlicas, ademas de la clasificacion de
metabolismos mas representados por estas rutas predichas mediante Picurst2.
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Tabla 2: Detalle de rutas metabolicas inferidas con mayor abundancia en Punta Pitt y
relacionadas a EET, con los diferentes taxones que presentan mayor abundancia para

estas rutas

Punt
a Pitt

Clasificacion del taxon

Ruta
Cataboli
ca

Lachn
ospiracea
e spp.

Poly
morphu

Coriob
acteriacea

e spp.

Halo
peptonell
a

Hal
oplanu
S

Wenzh
ouxiangell
a

Hal
orubru
m

Rumin
ococcacea

e spp.

Oxid
acion
methanol
a diéxido
carbono

v

v

v

v

v

v

v

Super
ruta de
degradac
i6n
aerobica
de
tolueno

Degr
adacion
de 2-
aminofe
nol

Degr
adacion
de
tolueno
v
(aerobic)
(via
catechol)

Degr
adacion
de
tolueno |
(aerodbica
) (via o-
cresol)

Degr
adacion
de
tolueno
I
(aerdbica
) (via 4-
metilcate
chol)

Ruta
Entner-
Doudoro
Ll
(semi-
fosforilat
iva)

Ferm
entacion
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de
piruvato
a acetato
y lactato
1

Ferm
entacion
homolact
ica

Ruta
etimalon
il-CoA

Ciclo
parcial
de TCA
(autotrof
0s
obligado

s)

Ciclo
TCA VII
(acetato-
producto
res)

Super
ruta de
metanog
énesis

Redu
ccién de
nitrato
VI
(asimilat
oria)

Super
ruta de
degradac
ion de
taurina

Super
ruta de
metaboli
smo de
corismat
0

Super
ruta de
aspartato

Degr
adacion
de
tolueno
"
(aerdbica
) (via p-
cresol)

Ciclo
Calvin-
Benson-
Bassham
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Ferm
entacion
de
piruvato
a
isobutan
ol
(disefiad

a)

Ferm
entacion
de
piruvato
a acetona

Degr
adacion
de
glicerol a
butanol

Super
ruta de
glicélisis
y de ruta
Entner-
Doudoro
ff

Ruta
pentose
fosfato
(rama no
oxidativa

)|

Glico
lisis 11
(desde
glucosa)

Ruta
de
metafijac
ion de
compues
tos
aromatic
0S

Ciclo
TCA
reductiv
ol

Glicé
lisis

Degr
adacion
mio-
inositol |

Super
ruta de
degradac
ion de
sulfolact
ato




33

Super
ruta de
oxidacio
n de
compues
tosCla
CO2

Ferm
entacion
heterolac
tica

Nitrat
0
reduccié
nl
(denitrifi
cacion)

Ferm
entacion
de
piruvato
a
butanoat
0

Meta
nogénesi
s de H2
y CO2

Se muestra para cada una de las rutas metabdlicas si existe presencia del determinado taxén
con una X, al ser taxones con alta contribucién en casi todas las rutas descritas de la tabla.

Tabla 3: Detalle de rutas metabdlicas inferidas con mayor abundancia en Cerro Brujoy
relacionadas a EET, con los diferentes taxones que presentan mayor abundancia para

estas rutas

Cerro Brujo

Clasificacion del taxén

Ruta Gr Ba o] Des Desu Nit Phyci C C Salini
Catabdlica acilim | Ineola | scilla | ulfobul | Ifobulba | rosom | sphaerac | andid | hloro | sphaera
onas ceae toria | bus ceae spp. | onas eae spp. | atus bium
spp. Tende
ria
electr
ophag
a
Fermentacion ¥ X X v Vi V4 ¥ L/ X L/
de crotonato (a
acetato y
ciclohexanocarboxi
lato)
Denitrificacion X ¥ X X X /7 X X X X
nitrificante
Degradacion de /] L/ ¥ J |/ /1 /] /] |/ X
glicégeno 1l
Ruta reductiva /] |/ ¥ J |/ v ¥ |/ |/ X

de acetil coenzima
A | (bacterias
homoacetogénicas)
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Degradacion de X X X J |/ v X X X X
compuestos
aromaticos
anaerdbico
(Thauera
aromatica)
Degradacidn de /] -/ X v -/ /] /] X L/ L/
tolueno VI
(anaerobico)
Fermentacion L/ Vi i X X /] /] /] /] /]
de piruvato a
propanoato |
Asimilacion de ¥ Vi ¥ X X Vi ¥ /] /] /]
formaldehido |
(ruta serina)
Fermentacion L/ ¥ ¥ /7 v L/ /7 L/
heterolactica
Nitrato X 7 X X X 7 X X X X
reducciodn |
(denitrificacion)
Fermentacion v ¥ ¥ J v ¥ |/ |/ |/ |/
de piruvato a
butanoato
Metanogénesis X X J J X X X X X X
de H2y CO2
Se muestra para cada una de las rutas metabdlicas si existe presencia del determinado taxén
con una X, al ser taxones con alta contribucion en casi todas las rutas descritas de la tabla.
Tabla 4: Detalle de rutas metabdlicas inferidas con mayor abundancia en la muestra
cultivada PP y relacionadas a EET, con los diferentes taxones que presentan mayor
abundancia para estas rutas
Culti Clasificacion del taxdn
vada
(PP)
Ruta M F H G w M P M Met Pse A Rh N P
catabolic | icro | ulvi | oefl | raci | enzh | urica | hro | hycis | arin | hylohal | udoxant | bido | odothe | yxo | annoc | horm
a cole | virg | ea lim | ouxi [uda | oco | phae | obac | omona | homona | vulv | rmace | coc | ystac | ides
us a ona | ange ccu |race |ter |s s um | ae cus | eae miac
S lla S ae spp. spp. eae
Spp. Spp.
Degra | X| X X 4 x| x| X x| X[ X [ x | ] X J X
dacion de
tolueno
Il
(aerébico
) (via p-
cresol)
e I I I I V| v v | v | | v | 4 | V
(desde
glucosa)
Ruta i N V| V| X X X X X X /] X X X X /]
de meta
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ketogluco
nato

Se muestra para cada una de las rutas metabdlicas si existe presencia del determinado taxén
con una X, al ser taxones con alta contribucién en casi todas las rutas descritas de la tabla.
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7. FIGURAS

Zscore

Punta_Pitt Cerro_Brujo PP
Sample

Figura 1: Heatmap de abundancia de las rutas metabolicas predichas por Picrust2

Detalle de abundancia de las rutas metabolicas para cada una de las muestras tomadas de
Galépagos, Punta Pitt, Cerro Brujo y la muestra de la biocelda cultiva con su nomenclatura
PP, al provenir de Punta Pitt. Se utiliza un zscore para visualizar la abundancia de las rutas

por encima de la media, con valores mayores a la media de color rojo y azules cuando son
menores.
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9. ANEXOS

ANEXO A: Esquema de las partes de una biocelda monocameral

Capacitor

Catodo «-
|

Sedimento re-
|
i |
Anodo I
) —

Sedimento

41



42

ANEXO B: Esquema de las partes de una biocelda bicameral
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