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RESUMEN

La caracterizacion de consorcios alga-bacteria nativos de la region Andina, que estan adaptados
a ambientes con grandes volimenes de descarga de contaminantes, representan un gran
potencial del uso de los mismos para el tratamiento de aguas residuales con un enfoque mas
sostenible. En el presente estudio, se analizd la dindmica de la composicion y funcién
microbiana del consorcio alga-bacteria obtenido de lagunas de la region Andina en Ecuador en
tres time points de remocion de nutrientes (0.9 y 12 dias). Los perfiles taxondémicos y
funcionales de las comunidades microbianas presentes en el consorcio se obtuvieron a partir
de los datos de la secuenciacion por shotgun metagenomics mediante el uso de los softwares
bioinformaticos. Los resultados de la clasificacion taxondmica revelaron una predominancia
de los filos bacterianos Pseudomonadota (63-79%) y Bacteroidota (9-27%), cuya dominancia
en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARS) se relaciona a su rol en la degradacion
de la materia organica y ciclo de nutrientes. Asi también, el filo eucariota mas abundante
correspondi6 a Chlorophyta (4-13%), cuya presencia en los controles oscuros se atribuy¢ al
crecimiento heterdtrofo presente en ciertas microalgas de este filo. El analisis de alfa diversidad
utilizando el indice de Shannon (0,80-1,13) y Simpson (0,37-0,57) indican una baja diversidad
en el consorcio, que puede estar atribuida a los patrones de dominancia de los filos antes
mencionados. Finalmente, el analisis de los perfiles funcionales evidencid la presencia de rutas
metabdlicas necesarias en PTARs en todos los time points estudiados, relacionadas al
metabolismo de aminoécidos, vitaminas, lipidos y &cidos grasos, nitrogeno, entre otros. A
partir de esto, el presente estudio provee un andlisis preliminar del potencial del uso de

consorcios microbianos nativos de la region Andina en el tratamiento de aguas residuales.

Palabras clave: consorcio microbiano, aguas residuales, region Andina, perfiles taxonomicos,

alfa diversidad, beta diversidad, perfiles funcionales.



ABSTRACT

The characterization of native algae-bacteria consortia in the Andean region, which are
adapted to environments with large volumes of pollutant discharge, represent great potential
for their use for wastewater treatment with a more sustainable approach. In the present study,
the dynamics of the composition and microbial function of the alga-bacteria consortia obtained
from lagoons of the Andean region in Ecuador were analyzed at three nutrient removal time
points (0.9 and 12 days). The taxonomic and functional profiles of the microbial communities
present in the consortia were obtained from the sequencing data by shotgun metagenomics
using bioinformatics softwares. The results of the taxonomic classification revealed a
predominance of the bacterial phyla Pseudomonadota (63-79%) and Bacteroidota (9-27%),
whose dominance in wastewater treatment plants (WWTPs) is related to their role in the
degradation of organic matter and nutrient cycles. Likewise, the most abundant eukaryotic
phylum corresponded to Chlorophyta (4-13%), whose presence in the dark controls was
attributed to the heterotrophic growth present in certain microalgae of this phylum. The
analysis of alpha diversity using the Shannon (0,80-1,13) and Simpson index (0.37-0.57)
indicate a low diversity in the consortium, which may be attributed to the dominance patterns
of the phyla mentioned before. Finally, the analysis of the functional profiles showed the
presence of necessary metabolic pathways in WWTPs in all the time points studied, related to
the metabolism of amino acids, vitamins, lipids and fatty acids, nitrogen, among others. Based
on this, the present study provides a preliminary analysis of the potential for the use of native

microbial consortia from the Andean region in wastewater treatment.

Keywords: microbial consortium, wastewater, Andean region, taxonomic profiles, alpha

diversity, beta diversity, functional profiles.
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1. INTRODUCCION

1.1 Concepto y alcance de la biorremediacion en el tratamiento de aguas residuales

El aumento exponencial de las poblaciones humanas, asi como la cantidad y calidad de los
residuos producidos y vertidos han generado un incremento evidente en la contaminacion de
cuerpos de agua, los cuales se convierten en aguas residuales (Ojha, Karn, Abbas, & Bhugra,
2021). Esta problematica es de gran preocupacion en todo el mundo y su estudio puede ser
dividido en tres categorias principales de acuerdo con la composicion de las mismas, que son:
contaminacion por compuestos organicos, compuestos inorganicos (como metales pesados) y
microorganismos. Los desechos en estos cuerpos de agua contienen materiales organicos que
incluyen productos quimicos peligrosos, como pesticidas, detergentes, disolventes, fenoles,
entre otros (Sidhu, Vikram, & Pinnaka, 2017), que representan posibles peligros para la salud
y, por lo tanto, deben estar sujetos a tratamientos para reducir la carga de patdgenos y
compuestos toxicos.

La biorremediacion es una técnica de remocion de gran éxito e interés para eliminar o
reducir desechos toxicos provenientes de aguas residuales. La biorremediacion esta
involucrada en la degradacién, remocién, concentracion o recuperacion de diversos desechos
quimicos y materiales fisicos del entorno a través de la accion integral de los microorganismos
(Shah & Shah, 2020). Ademas, es utilizada frecuentemente en el tratamiento de aguas
residuales municipales e industriales debido a sus bajos costos operativos y su alta eficiencia
para la remocion de diversos tipos de materia organica y nutrientes (Ye & Zhang, 2013).

Se ha demostrado que la biorremediacion o degradacion biologica presenta ventajas sobre
métodos quimicos (Sharma, 2020). Los procesos convencionales como precipitacion, 6smosis

reversa, adsorcion con carbdn activado y procesos redox han sido utilizados de manera poco
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efectiva debido a los altos costos de operacion y la liberacion, en algunas instancias, de
subproductos toxicos en el agua durante el proceso de tratamiento (Coelho, y otros, 2015). En
comparacion, la actividad bioldgica se ha evidenciado incluso cuando los microorganismos

estan presentes en soluciones muy diluidas (Sanchez, 2015).

1.2 Uso de consorcios microbianos en la biorremediacion de aguas residuales

A partir de lo anterior, el uso de microorganismos nativos, que son un grupo de
microorganismos inherentes de ambientes especificos, ha demostrado ser un enfoque exitoso
para el tratamiento de aguas residuales (Saxena & Bharagava, 2016). Esto se debe a que estos
microorganismos estdn adaptados a ambientes con grandes voliumenes de compuestos
organicos que son utilizados como donadores de electrones, provocando un aumento del
metabolismo microbiano (Araric, y otros, 2015). Adicionalmente, para reducir los inputs de
energia, por el suministro constante de fuentes de carbono, en los ultimos afios se han explorado
estrategias de biorremediacién basadas en la relacién sinérgica entre microorganismos
fotosintéticos y heterdtrofos, conocida como consorcios microbianos (Shetty, y otros, 2019).

Los consorcios microbianos han demostrado ser un enfoque para el tratamiento de aguas
residuales més sostenible tanto en términos de contaminantes removidos, como de rentabilidad
(Zhang, y otros, 2020). Esto se logra a través de las interacciones de las comunidades
microbianas en el consorcio, en donde la composicion de microalgas-cianobacterias
proporciona el oxigeno, a través de su actividad fotosintética a las bacterias heterotrofas del
consorcio, las cuales se encargan de la degradacién de la materia organica, liberando como
productos de la reaccion COz y nutrientes minerales que a su vez son utilizados por las
microalgas cuando se exponen a la luz (Congestri, y otros, 2020), resultando en una mayor
eficiencia de eliminacion de contaminantes (Saxena & Bharagava, 2016). Siendo asi que, la

respuesta de consorcios alga-bacteria en la remocion de contaminantes, en la mayoria de casos,
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depende mas de la composicion de la comunidad y las relaciones especie-especie que se
desarrollan, que el nivel de contaminacion existente (Gaikwad, Wate, Ramteke, & Kunal,
2015). Es por esto que, la integracion de la ecologia tedrica en el disefio y operacion de las
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) es importante para lograr una mejor
prediccion de las posibles variaciones en la estructura y funcion de las comunidades
microbianas presentes, en respuesta a los cambios ambientales o condiciones de operacion en

bioreactores (Sidhu, Vikram, & Pinnaka, 2017).

1.3 Secuenciamiento Metagendmico

Debido a la diferente susceptibilidad de las bacterias al crecimiento en medios
microbiologicos y a la baja tasa de bacterias cultivables (alrededor del 1%), el estudio de
ladindamica de comunidades microbianas representa un gran desafio (Bodor, y otros, 2020). No
obstante, durante la Ultima década varias tecnologias han sido desarrolladas con el objetivo de
comprender esta problematica, incluido el secuenciamiento de nueva generacion (NGS) (Zhou,
y otros, 2015). NGS abarca una gran variedad de tecnologias de secuenciamiento de &cidos
nucleicos, ya sea ADN o ARN, de alto rendimiento (Garner, y otros, 2021). Una de ella es el
secuenciamiento metagenomico, también referido como shotgun metagenomics. Este es el
enfoque mas utilizado para la caracterizacion de comunidades microbianas y sus capacidades
funcionales en distintos cuerpos de agua (Coughlan, Cotter, Hill, & Alvarez-Ordéfiez, 2015).
Dispositivos como el MinlON desarrollado por Oxford Nanopore Tehnology (ONT), han sido
utilizado para llevar a cabo este tipo de secuenciamiento (ONT, 2021). EI MinlON utiliza
nanoporos para identificar nucleotidos individuales, midiendo el cambio en la conductividad
eléctrica cuando las moléculas de ADN pasan a través de este. Este procedimiento genera
lecturas de longitudes de mas de 100 kb a un costo comparativamente bajo y a una alta

velocidad (ONT, 2021) (Sevim, y otros, 2019).
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1.4 Tratamiento de aguas residuales en la region Andina de Ecuador

Es evidente entonces la necesidad de entender la dindAmica microbiana de estos consorcios
para poder aplicarlos de manera eficiente en el tratamiento de aguas residuales, principalmente
en paises como Ecuador, en donde se estima que el 44.2% de los efluentes domésticos e
industriales son descargados al ambiente sin ningun tratamiento (INEC, 2016). Esta
problematica es particularmente importante en la region Andina, ya que de aqui nacen las
vertientes que distribuyen al pais de sus recursos hidricos (Cabrera, Garcés, & Paredes, 2010).
La exposicion de las fuentes de agua de esta region a actividades antropogénicas, afectadas
principalmente por los efluentes de las industrias quimica y petroquimica (hidrocarburos),
explotaciones mineras y metalUrgica (sustancias quimicas y metales pesados), textil (cromo) e
industrias de alimentos y bebidas (compuestos organicos), deterioran la calidad del agua
(Ministerio del Ambiente, 2017). Esto afecta principalmente a las poblaciones que no cuentan
con abastecimiento de agua potable y utilizan estas vertientes para su consumo directo. Por lo
tanto, la falta de tratamiento de aguas residuales en esta regién no solo posa una amenaza
ambiental, sino que también representa un riesgo para la salud de sus habitantes (Garcia, 2018).

A partir de lo expuesto anteriormente, el presente estudio tiene como objetivo determinar
la estructura y diversidad de comunidades microbianas, asi como también identificar funciones
metabolicas claves, presentes en consorcios alga-bacteria obtenidos de muestras de lagunas de
la zona Andina en Ecuador en distintas etapas de ensayos de remocion (time points). A partir
de este estudio, se espera contribuir a una comprension mas completa de la estructura de la
comunidad microbiana de consorcios alga-bacteria presentes en ecosistemas acuaticos de la
regién Andina en Ecuador, para asi lograr una mejor aplicacion del tratamiento de aguas
residuales en el pais, mejorando el rendimiento de eliminacion de contaminantes y siendo esta

una técnica mas accesible en el contexto econémico de la region.
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2. METODOLOGIA

2.1 Propagacion de consorcios y recoleccion de muestras

Las muestras de los consorcios obtenidas de la zona Andina se propagaron en agua residual
sintética en biorreactores del Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la USFQ (LIA-USFQ).
Aqui, cada uno de los distintos ensayos de remocion se realizd incubando los tratamientos con
agitacion constante y en donde se establecieron fotoperiodos de 12 horas de luz (12:12).
Ademas, para la determinacion del efecto de las algas en la remocion de nutrientes, se utilizaron
controles oscuros, que al estar en ausencia de luz, se esperaba que se inhiba el crecimiento de
microorganismos fotosintéticos del consorcio, al no poder estos llevar a cabo este proceso de
manera eficiente. A partir de los estudios preliminares en el LIA-USFQ, se definieron los time
points (0, 9y 12 dias), correspondientes al periodo en el cual se observo remocion de nutrientes
en los bioensayos. Luego, se procedid a recolectar las muestras para ser procesadas en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ. Para ello se tomaron los matraces
Erlenmeyer del agitador y, evitando la sedimentacién de los consorcios, se extrajo un indculo

de 15ml.

2.2 Extraccion de ADN total, cuantificacion y electroforesis en gel.

Para obtener ADN total genomico de las muestras ambientales de los consorcios alga-
bacteria, se vertio en tubos Falcon el contenido del in6culo, el cual fue centrifugado y se
descartd el liquido para concentrar la biomasa de las muestras. A continuacion, se utilizo
nitrogeno liquido junto con procesos de trituracion y maceracion para promover la lisis celular.
Posteriormente se utilizo el kit DNeasy PowerSoil (Qiagen, 2017), siguiendo el protocolo
descrito por el fabricante. Una vez extraido el ADN, la calidad y concentracion del material

genético extraido fue analizada utilizando el fluorémetro Qubit™ 4 (Thermo Fisher Scientific,
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2018). Asi también, la presencia de ADN integral en las muestras se confirmé a través de

electroforesis en geles de agarosa preparados al 1.5%.

2.3 Secuenciamiento de consorcios con MinlON de Oxford Nanopore

2.3.1 Preparacion de librerias.

Previo a la preparacion de las librerias, se realizé la purificacion del ADN con perlas
magnéticas AMPureXP (Beckman Coulter, 2021) utilizando un ratio 1.8X. Las
concentraciones iniciales de ADN genomico, medidas mediante el Qubit™ dsDNA HS
(Thermo Fisher Scientific, 2020), oscilaron entre 800-1000 ng por muestra analizada. A partir
de lo anterior, se procedio a realizar la preparacion de librerias utilizando el protocolo de

Oxford Nanopore para el Native Barcoding Expansion 1-12 (EXP-NBD104) (ONT, 2019).

2.3.2 Secuenciamiento en dispositivo MinlON y Basecalling

El secuenciamiento del consorcio alga-bacteria se realizo utilizando el dispositivo MinlON
(ONT, 2021) en donde se tomo en cuenta el protocolo antes mencionado para la preparacién
de la celda de flujo (ONT, 2019). Posteriormente, se inicié el secuenciamiento después de
cargar las librerias (12 pl ). Las corridas de secuenciacién en el MinlON se establecieron de
acuerdo con el estado de poros activos en las celdas de flujo. Siendo asi que, los tiempos de
corrida fueron de 23, 14 y 18 horas para los time points 0, 9 y 12 respectivamente . Posterior
a este tiempo, a los archivos de datos resultantes en formato .fast5, se les realizé el Basecalling
con GUPPY Version 3.1.5+781ed57 (ONT, 2019) incluido en el software de Oxford Nanopore

Technologies (ONT), obteniendo como resultado archivos en formato .fastqg.

2.4 Andlisis Bioinformaticos

Para el anélisis de las secuencias de interés, se realiz6 el demultiplexing, que requirié del

reconocimiento de los barcodes en ambos extremos de las lecturas utilizando Porechop v0.2.4
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(Wick, Judd, Gorrie, & Holt, 2017), a partir del cual tanto los barcodes como los adaptadores
fueron removidos. La calidad de lectura se analiz6 utilizando Nanoplot v1.0.0 (De Coster,
D Hert, Schultz, & Cruts, 2018). Posteriormente, para el ensamblaje de los metagenomas
secuenciados, se utilizo el programa Flye v2.8.3 (Kolmogorov, y otros, 2020), el cual utiliza
las secuencias crudas (.fastq) para realizar el ensamblaje de novo de las mismas.

Para la asignacion taxondmica se utilizé el servidor web del programa Kaiju (Menzel, Lee,
& Krogh, 2016), en donde se ingresaron las secuencias .fastq comprimidas en formato .zip.
Los resultados del programa utilizando la base de datos NCBI BLAST nr+euk, permitid
identificar los principales tipos de microorganismos que conforman los consorcios. Por tltimo,
se utilizé el programa SqueezeMeta v1.4.0 (Tamames & Puente-Sanchez, 2019) para obtener
datos de los perfiles funcionales de los consorcios en los diferentes time points, y la

significancia estadistica de los datos, fue analizada con la prueba Kruskal-Wallis.

2.5 Alfa y beta diversidad

La abundancia y distribucién a nivel de filo de los principales microorganismos presentes
en las muestras de consorcios para los distintos ensayos de remocion fueron visualizados
utilizando un grafico de columnas a través del software Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, 2018) . La evaluacion de la alfa diversidad se realizo utilizando los indices de
diversidad de Shannon y Simpson para las muestras tanto de los controles como de los
tratamientos en los diferentes time points. Los andlisis fueron realizados utilizando el paquete
Vegan version 2.5-7 (Oksanen, y otros, 2020) del software R Core Team (R Core Team, 2020).
Por otro lado, para el analisis de la beta diversidad entre los puntos de estudio se utilizé el
indice de Bray-Curtis . La evaluacién de los resultados se realizd mediante graficos Heatmap

obtenidos utilizando el software Simka v3.0 (Benoit, y otros, 2016).
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3. RESULTADOS

3.1 Secuenciamiento metagendmico y control de calidad

Se realizaron en total 3 ensayos de secuenciamiento, correspondientes a cada uno de los
time points establecidos (0, 9 y 12) del consorcio correspondientes a la Zona Andina (ZA). En
la Tabla #1 se presentan los resultados obtenidos después del demultiplexing. En el time point
cero (T0), se recuperaron 2°032,097 lecturas, con una calidad media de 11,1. En la corrida del
time point 9 (T9) se obtuvo un total de 195,477 lecturas correspondientes al tratamiento y
320,367 pertenecientes al control oscuro, con calidades medias de 11,1y 11,2 respectivamente.
Finalmente, en la corrida del time point 12 (T12) se obtuvo un total de 170,942 lecturas para el
tratamiento y 89,839 lecturas en el control oscuro con calidades medias de 10,6 y 10,7

respectivamente.

3.2 Perfiles taxondémicos

Los resultados de los perfiles taxondmicos obtenidos a través de la comparacion de las
abundancias relativas de los principales filos clasificados a través de la plataforma Kaiju,
muestran que los tres filos m&s dominantes entre los distintos time points estudiados fueron:
Proteobacteria (recientemente renombrado como Pseudomonadota) (NCBI, 2021),
Bacteroidetes (renombrado Bacteroidota) (NCBI, 2021) y Chlorophyta (Figura #1). En todas
las muestras estudiadas, Pseudomonadota fue el filo de bacterias mas comun con una
abundancia relativa correspondiente a un rango de 63-79%, en donde se evidencia que su
abundancia se reduce en los controles oscuros. La abundancia de Bacteroidota en los time
points analizados se establecio en un rango de 9-27%, con un incremento evidente desde el
tiempo cero, con una abundancia relativa del 9%, al tiempo 9, con abundancia de 16% en el

tratamiento y 27% en el control oscuro. Sin embargo, en el T12 se evidencia una disminucion
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de la abundancia tanto en el tratamiento como en el control comparado con el T9. Por otro lado,
Chlorophyta fue el filo de Eucariota mas comun en las muestras analizadas, con abundancias
relativas en los distintos puntos de remocion que se encontraban en un rango de 7-13%, en
donde la mayor abundancia se evidencié en el tratamiento del T9, mientras que los valores mas

bajos, de 6 y 4%, se encontraron en los controles oscuros del T9y T12.

3.3 Alfa diversidad

Debido a la importancia de tomar en cuenta los factores de riqueza y heterogeneidad para
determinar la diversidad de microorganismos presentes en los diferentes time points, la
diversidad de los principales filos clasificados en las muestras fue evaluada utilizando el indice
de Shannon y de Simpson. Si bien ambos indices contemplan las abundancias relativas de los
diferentes filos, el indice de Shannon da un peso mayor a la riqueza de estos y toma en cuenta
también el grado medio de incertidumbre en la prediccion de donde perteneceran los filos
elegidos al azar (Morris, y otros, 2014). Los valores de este indice oscilan entre 0-5, en donde
el valor incrementa al mismo tiempo que incrementa el numero de especies y a medida que la
distribucion de individuos se vuelve mas uniforme (Lu, Wagner, & Chen , 2007). Por otra
parte, el indice de Simpson considera la dominancia de ciertas especies en una muestra, mas
que la riqueza de estos en sus medidas, reflejando asi la probabilidad de que dos individuos
pertenezcan al mismo filo al ser seleccionados al azar (Kumar, Bhardwaj, Kumar, & Sharma,
2019).

A partir de esto, en la Tabla #2 se muestra que, para el indice de diversidad de Shannon se
obtuvieron valores de 1,01, 1,06 , 1,13, 0,80 y 0,89 para el TO, el tratamiento de T9, control
oscuro de T9, tratamiento T12 y control oscuro T12 respectivamente. A partir de los datos
obtenidos, es evidente que la muestra con mayor diversidad corresponde a la del control del

T9, mientras que aquella con un indice menor de diversidad pertenece al tratamiento de T12.
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Con respecto al indice Simpson, se obtuvieron valores de 0,44 parael T0, 0,52 en el tratamiento
del T9, 0,57 para el control del T9, 0,37 para el tratamiento de T12 y 0,44 para el control
oscuro del T12. Aqui, se hace evidente gque el time point con mayor dominancia de especies
es también correspondiente al control de T9.

Ademas, para determinar si las diferencias observadas eran estadisticamente significativas
se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis. Al analizar los datos obtenidos tanto para el indice de
Shannon como para el indice de Simpson con esta prueba, se obtuvo que con un valor P=0.41

(P >0.05), las diferencias observadas no son estadisticamente significativas.

3.4 Beta diversidad

Los resultados para la diversidad entre las muestras analizadas (beta diversidad) se
muestran en la Tabla #3 en donde se presentan los indices de Bray-Curtis, para la cuantificacion
de las diferencias entre los time points estudiados en base a las diferencias en composicion y
abundancia de las especies presentes en los filos mas abundantes. En base a este indice se
obtuvo que las comparaciones de los consorcios en los mismos time points resultaban en un
indice de Bray-Curtis de 0. Por otro lado, las disimilitudes mas evidentes, se presentaron en la
comparacion entre el TO y el tratamiento y control oscuro del T12 con valores del indice de
Bray-Curtis de 0,98 y 0,97 respectivamente, indicando una composicion muy poco similar
entre los mismos. Asi también se observan disimilitudes grandes al realizar la comparacién
entre el T9 y el T12, en donde los valores para los indices tanto entre tratamientos como de
controles oscuros son mayores a 0,84. Ademas, los indices para las comparaciones entre los
tratamientos y controles oscuros en los mismos time points también presentaron diferencias,
siendo asi que en el T9 se obtuvo un valor de 0,76 para dicha comparacion, mientras que en el
T12 este valor correspondi6 a 0,71. Estas comparaciones se presentan de igual forma en el

Heatmap para el indice de Bray-Curtis entre time points estudiados (Figura #2).
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3.5 Perfiles funcionales

Al realizar el ensamblaje de genomas completos obtenidos a partir de metagenomas
(MAGs) utilizando SqueezeMeta, se encontraron entre 61 a 174 categorias funcionales claves
atribuidas a los microorganismos presentes en los consorcio alga-bacteria estudiados. Se
evidencid la presencia de genes compartidos ampliamente involucrados en el metabolismo de
aminodacidos, vitaminas, lipidos y &cidos grasos, nitrégeno, entre otros (Figura #3). De las rutas
metabolicas compartidas entre los time points analizados, se seleccionaron aquellas
involucradas en procesos de biorremediacion para su posterior andlisis, en donde se obtuvo un
total de 16 rutas metabdlicas de interés. A partir de esto, se encontraron genes que codifican
para rutas metabdlicas involucradas en procesos de degradacion de compuestos aromaticos y
derivados como la degradacion de gamma-hexaclorociclohexano, estireno, bifeniles,
benzoatos, 1- y 2-metillnaftaleno y 1,4-diclorobenzeno, son mas abundantes en el control
oscuro del T9, en donde ademas se evidencid la presencia de genes que codifican para la
degradacion del fluoreno los cuales no se encuentran en los demas time points estudiados. Asi
mismo en el TO se identificd la presencia de genes Unicos que codifican para la degradacion de
atrazina. Asi también, en el tratamiento del T9 se encontraron genes unicos que codifican para
la degradacion de bifenol a, naftaleno y antraceno y genes mas abundantes en rutas de
degradacion de fluorobenzoato y carbazol. por ultimo, la ruta mas abundante observada para
el control oscuro del T12 fue la de degradacion de 1,2-dicloroetano.

Se realiz6 ademéas una prueba de Kruskal-Wallis para determinar la significancia
estadistica de las diferencias obtenidas para los perfiles funcionales en los distintos time points.
Aqui, se obtuvo que con un valor P de 0.02 (P < 0.05) las variaciones observadas, son

estadisticamente significativas.
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4. DISCUSION

Los resultados del presente estudio mostraron que, en primer lugar, utilizando métodos de
secuenciamiento de lecturas largas con la tecnologia de ONT (ONT, 2021), se obtuvieron
calidades medias entre 10,6-11,2, los cuales indican una precision de asignacion de bases
mayor al 90% (Sathyanarayanan, y otros, 2018). Si bien una préactica comun es filtrar las bases
con calidades por debajo de 20 (precision del 99%), los estudios donde se utiliza este umbral
utilizan genes marcadores como el 16S rRNA, resultando en una mayor profundidad del
secuenciamiento (Mattson, y otros, 2021). No obstante, el uso de estos genes marcadores
representa también sesgos en el estudio de comunidades microbianas, cuyas fuentes incluyen:
la amplificacion por PCR, los artefactos del secuenciamiento, el nimero de copias de ADN,
entre otros (Brooks, y otros, 2015). Adicionalmente, el estudio con genes marcadores limita el
andlisis de microorganismos poco estudiados, por lo cual el uso de shotgun metagenomics en
el presente analisis permitid superar estas limitaciones.

Con respecto al analisis taxonomico y en concordancia con estudios previos (Zhang, y
otros, 2020; Eze, y otros , 2021; Elul, y otros, 2020), se evidenci6 en el presente estudio, a las
bacterias como el tipo de microorganismo mas prevalentes en las muestras para los distintos
time points estudiados, comprendiendo entre el 82-93% de los microorganismos clasificados.
En estudios similares, donde se analiz6 la diversidad bacteriana en aguas residuales domésticas,
se encontraron abundancias de bacterias que oscilan entre 95-98%, con variaciones
correspondientes a la zona muestreo (Yasir, 2021). Dentro de las bacterias, los filos mas
abundantes correspondieron a Pseudomonadotas, seguido de Bacteroidota y en menor
abundancia Cyanobacterias, Actinobacterias (renombrado como Actinomycetota) y Firmicutes
(Bacillota) (NCBI, 2021). Recientemente, un estudio de la diversidad global de las

comunidades bacterianas en plantas de tratamiento de aguas residuales demostré que el filo
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Pseudomonadota posee un rol importante en la degradacion de la materia organica y ciclo de
nutrientes en estos cuerpos de agua (Wu, y otros, 2019), lo cual explicaria la alta abundancia
del mismo en la muestra analizada.

Ademas, la presencia de bacterias del filo Bacteroidota y sus interacciones con
microorganismos del filo Pseudomonadota juegan un rol importante en aguas residuales
(Atashgahi, y otros, 2015). Siendo asi que, se ha evidenciado la formacion de clusters de
microorganismos anaerobios (facultativos y obligados) del filo Bacteroidota presentes en
sistemas anaerobios de tratamiento de aguas residuales donde descomponen compuestos
organicos complejos (Niestepski, Monika, Stawomir, Korzeniewska, & Osinska, 2020). De
esta forma, la disminucion de microorganismos fotosintéticos en los controles oscuros, como
resultado de la ausencia de luz en los mismos, puede influir en la disponibilidad de oxigeno
para los organismos heterétrofos del consorcio, ya que existe menor disponibilidad del mismo,
en comparacion con el tratamiento. Esta situacién favorece entonces el crecimiento de
microorganismos del filo Bacteroidota, mientras que se reduce al mismo tiempo la abundancia
de organismos aerobios, como los son Pseudomonadotas.

Con respecto a las algas, el filo de eucariotas mas abundante encontrado en las muestras
analizadas corresponde a Chlorophyta, que esta conformada en su mayoria por
microorganismos pertenecientes al género Chlorella (71-80%) y cuya mayor abundancia en
comparacion con los controles oscuros en los tratamientos del T9 (13%) y T12 (7%) fue la
esperada, ya que son organismos fotosintéticos que necesitan de la luz para crecer. No obstante,
un estudio en el que se analizo la tasa de crecimiento de Chlorella vulgaris en aguas residuales
suplementadas con carbono organico, demostrd que estas algas pueden presentar crecimiento
heterotréfico, con independencia de luz (Perez-Garcia, Bashan, & Puente, 2011). Sin embargo,
las tasas de crecimiento de este ultimo son mas lentas, como se pudo comprobar en el presente

estudio.
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Para el analisis de la diversidad del consorcio estudiado, los resultados obtenidos para el
indice de Shannon revelaron valores de entre 1,01 y 1,13. Valores de este indice de entre 1,5-
3,5 sugieren una diversidad moderada alta (Li, y otros, 2021). Por lo tanto, el consorcio
analizado presenta baja diversidad en los diferentes time points. Al comparar los resultados
obtenidos con los presentados en la literatura, se encontro resultados conflictivos, ya que, si
bien algunos estudios reportan un aumento en la diversidad después de tratamientos (Shahraki,
Chaganti, & Heath, 2021), otros reportan menores diversidades como en el presente estudio
(Numberger, y otros., 2019). Esto se debe principalmente a que el uso de datos obtenidos del
secuenciamiento pueden resultar en un muestreo incompleto, ya que las secuencias de todos
los microorganismos presentes no pueden medirse como resultado de diferencias en la
profundidad del secuenciamiento (Wagner, y otros, 2018). Incluso, estos indices pueden verse
sesgados negativamente por el parametro del ambiente, en donde las bases de datos contienen
mas informacidn de ambientes mas estudiados, resultando en bajos porcentajes de clasificacion
(Willis, 2019) (Li, y otros, 2017). Por otro lado, al comparar los indices de diversidad de
Simpson obtenidos en el presente estudio con los resultados del andlisis en el tiempo de una
PTAR en Espafa (de Celis, y otros, 2020), se evidencié que en ambos no se observan
diferencias significativas en los time points de estudio, lo cual puede estar determinado por los
patrones de dominancia de los filos Pseudomonadotas y Bacteroidota encontrados en PTARs
a nivel global (Wu, y otros, 2019).

Con respecto a los indices de beta diversidad de Bray-Curtis calculados, se encontraron
valores que oscilan entre 0,71-0,98, en donde mayores distancias fueron observadas entre el
TO y el T12. Estos resultados van de acuerdo con la teoria de sucesion comunitaria, que se
refiere al ajuste de la estructura la comunidad microbiana en respuesta a factores ecoldgicos
(Qi, y otros, 2021). A partir de esto, en el presente estudio, las relaciones dentro del consorcio

se vieron influenciadas por factores como la disponibilidad de sustratos, oxigeno disuelto (OD)
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y luz (Ayre, Mickan, Jenkins, & Moheimani, 2021). Siendo asi que, debido a que para el T12
la concentracion de nutrientes se habia reducido considerablemente en los bioensayos, se
esperaba que la estructura de la comunidad cambie desde el inicio del bioensayo (TO) hasta el
final (T12) como se evidencio en el presente estudio.

El andlisis de los perfiles funcionales de las muestras analizadas revel6 un considerable
numero de ortologias, en donde se analizaron las rutas metabolicas presentes relacionadas con
metabolismo de ciertos contaminantes y degradacion de compuestos aromaticos y derivados.
De esta forma, se evidencio que, las asignaciones mas abundantes estan presentes en el control
oscuro del T9. Sin embargo, la presencia de rutas para el metabolismo de xenobioticos,
vitaminas, aminoéacidos, nitrégeno y lipidos y acidos grasos se presentan en los tratamientos y
controles oscuros de los 3 time points. De estas, principalmente las dos ultimas rutas
mencionadas, se han implicado en actividades metabdlicas esenciales en comunidades
microbianas, y son necesarios en plantas de tratamiento de aguas residuales (Deng, y otros.,
2020). Demostrando asi, el potencial del consorcio alga-bacteria analizado como técnica de
biorremediacion en el tratamiento de aguas residuales.

Ademas, al analizar las diferentes rutas de degradacion de compuestos aromaticos y
derivados, se observa una relacion de estas con los tipos de contaminantes presentes en las
zonas de extraccion de la zona Andina, afectadas principalmente por efluentes de procesos
industriales, agricultura y/o procesos de transformacion o explotacion, como la mineria,
hidrocarburos, metaldrgicos, entre otros (Guanoquiza & Antlnez, 2019). Siendo asi que, rutas
de degradacidn de diclorobenceno, benzoato, metilnaftaleno y estireno, que se ven enriquecidas
en los controles oscuros, sugieren una degradacion de estas bajo condiciones anaerobias, ya
gue se conoce que, durante estas condiciones, la respuesta de los consorcios microbianos a
estos compuestos antropogénicos conduce a diferentes tipos de asociaciones microbianas

(Sidhu, Vikram, & Pinnaka, 2017).
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5. CONCLUSION

En conclusién, el presente estudio provee un andlisis preliminar del potencial uso de
consorcios alga-bacteria nativos de la Zona Andina en el tratamiento de aguas residuales, a
través del analisis comparativo de la taxonomia y potencial funcional de 3 time points distintos
en ensayos de remocion. Aqui, la caracterizacion taxondmica reveld una predominancia
principalmente de los filos Pseudomonadota, Bacteroidota y Chlorophyta. A partir de estos, se
obtuvo que las abundancias de los mismos varian de acuerdo al tiempo y el control oscuro
influyendo asi en la estructura de las comunidades microbianas estudiadas. Los analisis de alfa
diversidad demostraron que si bien la diversidad de microorganismos es baja en términos de
riqueza de especies (indice de Shannon), la dominancia de ciertos filos (indice de Simpson)
sugiere un efecto predominante de los mismos en la remocién de nutrientes. A su vez, los
resultados de beta diversidad revelaron diferencias comparables entre las composiciones de
comunidades microbianas en los time points estudiados, lo que sugiere un cambio en la
dinamica microbiana influenciado tanto por la disponibilidad de sustratos como por las
condiciones de estudio (tratamiento o control oscuro). Con respecto al analisis de genes
funcionales, es evidente que tanto los tratamientos como los controles oscuros en los 3 time
points cuentan con genes que codifican para rutas metabdlicas necesarias en plantas de
tratamiento residuales, asociadas al mismo tiempo a la dinamica microbiana que se observo.

Por lo tanto, futuros estudios deberian analizar el potencial de los tratamientos y controles
oscuros en distintas condiciones en los biorreactores, asi como también analizar la capacidad
del consorcio para la degradacion de contaminantes aromaticos presentes en los cuerpos de
agua de la Zona Andina. Por altimo, se recomienda también realizar analisis a nivel de genero
y especie de microorganismos presentes, para una mejor comprension del efecto de estos en la

dindmica del consorcio estudiado.
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6. TABLAS

Tabla #1. Informacion obtenida de los secuenciamientos del consorcio alga-bacteria de la

region Andina en los distintos time points estudiados

Parametro TO T9 Trat | T9 DC |T12 Trat| T12 DC
Numero de lecturas |, 43, 097 | 195477 | 320367 | 170942 | 89839
recuperadas
Tiempo de
secuenciamiento 23 14 14 18 18
(horas)
Calidad media de 111 111 112 106 10,7
lecturas
Longitud media de 823.0 31472 | 47230 | 13291 | 21201
lecturas

En la presente tabla se muestran los diferentes pardmetros obtenidos del secuenciamiento del
consorcio de la region Andina en los distintos time points estudiados. En donde TO corresponde
al time point cero, T9_Trat se refiere a los resultados del tratamiento del time point del dia 9,
T9 DC corresponde al control oscuro del time point del dia 9 y T12 Trat y T12 DC
corresponden al tratamiento y control oscuro del time point del dia 12 respectivamente. Los
resultados aqui presentados son los productos del analisis en Nanoplot v1.0.0 (De Coster,

D Hert, Schultz, & Cruts, 2018).

Tabla #2. Indices de alfa diversidad calculados para los diferentes tiempos estudiados

Time point indice Shannon Indice Simpson
T0 1,01 0,44
T9 Trat 1,06 0,52
T9 DC 1,13 0,57
T12 Trat 0,80 0,37
T12 DC 0,89 0,44
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En la Tabla #2 se muestran los indices de diversidad de Shanon y Simpson para el time point
0 (T0), tratamiento y control oscuro del time point 9, T9 Trat y T9 DC respectivamente, y
para el tratamiento y control oscuro del time point 12, T12 Traty T12_DC respectivamente.
Los indices aqui mostrados, fueron calculados a partir del paquete Vegan version 2.5-7

(Oksanen, y otros, 2020) del software R (R Core Team, 2020).

Tabla #3. indices de Bray-Curtis para el analisis de beta diversidad entre los time points

analizados.

Time point TPO TP9 DC | TP9 tratamiento| TP12 DC | TP12 tratamiento
TPO 0,00 0,92 0,88 0,97 0,98

TP9 DC 0,92 0,00 0,76 0,93 0,96

TP9 tratamiento | 0,88 0,76 0,00 0,84 0,90

TP12 DC 0,97 0,93 0,84 0,00 0,71

TP12 tratamiento| 0,98 0,96 0,90 0,71 0,00

En la presente tabla se muestran los indices de disimilitud de Bray-Curtis, donde 0 corresponde
a las comparaciones que no presentan diferencia de composicién y valores cercanos a 1
corresponden a aquellas comparaciones con mayores disimilitudes de composicién. TO: time
point 0; T9_DC: control oscuro del time point9 ; T9 Trat : tratamiento time point9; T12_DC:

control oscuro del time point 12 ; T12 Trat : tratamiento time point 12.
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7. FIGURAS
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Figura #1. Clasificacion taxonomica de los principales filos presentes en el consorcio alga
bacteria de la Zona Andina en los distintos time points. TO: time point 0; T9 Trat:
tratamiento time point 9; T9_DC: control oscuro del time point 9; T12_Trat : tratamiento time
point 12; T12_DC: control oscuro del time point 12 .
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Figura #2. Heatmap de beta diversidad (Bray-Curtis) comparando las diferencias en la

composicion de las comunidades microbiana entre los diferentes puntos de remocién de
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contaminantes. assembly TO: datos de abundancia en el time point 0; assembly t9 trat :
datos de abundancia en el tratamiento del time point 9; assembly t9 dc: datos de abundancia
en el control oscuro del time point 9; assembly t12_trat : datos de abundancia en el tratamiento
del time point 12; assembly t12 dc: datos de abundancia en el control oscuro del time point

12.

Degradacion de compuestos aromaticos y derivados

Metabolismo Azufre BT12.DC B T12 Trat
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Figura #3. Principales rutas metabdlicas compartidas por los consorcios en los distintos
time points analizados. TO: rutas metabdlicas presentes en el time point 0; T9 Trat : rutas
metabolicas presentes en el tratamiento del time point 9; T9_DC: rutas metabdlicas presentes
en el control oscuro del time point 9; T12 Trat : rutas metabdlicas presentes en el tratamiento

del time point 12; T12_DC: rutas metabdlicas presentes en el control oscuro del time point 12 .
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Figura #4. Principales rutas metabolicas involucradas en procesos de degradacion de
contaminantes presentes en el consorcio analizado en los diferentes time points. TO: rutas
de degradacion de contaminantes presentes en el time point 0; T9_Trat : rutas de degradacion
de contaminantes presentes en el tratamiento del time point 9; T9_DC: rutas de degradacion
de contaminantes presentes en el control oscuro del time point 9; T12 Trat: rutas de
degradacion de contaminantes presentes en el tratamiento del time point 12; T12_DC: rutas de

degradacion de contaminantes presentes en el control oscuro del time point 12 .
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