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RESUMEN

Los organismos del filo Chloroflexi (OFC) que pertenecen al Dominio Bacteria,
presentan una gran proporcion de organismos “no cultivables”. En las bases de datos de
secuencias existen un gran numero de secuencias de microorganismos de este filo
provenientes de clones ambientales y solo unas pocas secuencias que corresponden a
representantes cultivados. Metabolicamente es un grupo muy diverso y esta distribuido
en una gran variedad de habitat como: fuentes termales, agua dulce, ambientes marinos
e hipersalinos, suelos, y sistemas de tratamiento de aguas residuales, entro otros.
Particularmente organismos de este filo pertenecientes a las clases Anaerolineae y
Caldilineae, han sido frecuentemente detectados en sistemas de tratamiento de aguas
residuales. Aunque se desconoce su funcion se postula que puedan tener un papel
importante ya que las variaciones en su proporcion frente al resto de los
microorganismos, se corresponden con problemas en el funcionamiento de estos
sistemas de tratamientos de efluentes.

Organismos de este filo, fueron detectados por el equipo de trabajo de la Dra. C.
Etchebehere estudiando muestras de lodos de sistemas de tratamiento de aguas
residuales, tanto a escala real como de laboratorio. Se detect6 una gran proporcion de
estos microorganismos en muestras de un reactor metanogénico a escala real que

presentaba el fenomeno de “bulking” (sobrecrecimiento de bacterias filamentosas).

El objetivo de este trabajo fue generar conocimiento que permita explicar el rol de estos
organismos en sistemas de tratamiento de efluentes y disefiar un método de anélisis de la
comunidad de OFC en muestras ambientales.

Se busco enriquecer estos organismos a partir de lodos de un reactor desnitrificante
utilizando diferentes sustratos. Se postula que los OFC estdn especializados en la
degradacion de varios polisacaridos a monosacaridos por la accion de varias exo-enzimas.
Por esta razon en este trabajo se propuso el estudio y enriquecimiento de los OFC en
sustratos como extracto de levadura y extracto celular de la biomasa del reactor sometida al
tratamiento por autoclave, asi como de N-acetilglicosamina (NAG), que es un componente
de la pared celular de peptidoglicano. Como estos organismos se detectaron en reactores
anaerobios y también desnitrificantes, se planted estas dos condiciones para los
enriquecimientos.

Si bien se observo un aumento en el nimero de filamentos en los cultivos durante el

tiempo de incubacion, este aumento fue muy escaso. La técnica de FISH empleada para la



cuantificacion resulto ser muy engorrosa debido a que como son filamentos y en general se

ubican dentro de acimulos, no es posible una buena cuantificacion.

Para conocer cudles eran los organismos del filo presentes en diferentes sistemas, se
analizaron las comunidades bacterianas de tres bibliotecas de clones del gen ARNr de
16S obtenidas con anterioridad. Estas bibliotecas fueron construidas a partir de muestras
tomadas de enriquecimientos anaerobios en diferentes condiciones (acetato/nitrato,
acetato/antraquinona-2,6-disulfonato, acetato/tricloroeteno). En las tres bibliotecas
analizadas, se encontré una unica secuencia que se afilio al filo Chloroflexi en el de
acetato/nitrato. Para el analisis de dicha biblioteca se realiz6 una seleccion previa con
enzimas de restriccion y se secuenciaron representantes de los diferentes perfiles
detectados.

Para poder comparar los organismosdel filo encontrados en los diferentes reactores
estudiados, se realizO estudios filogenéticos con todas las secuencias obtenidas
previamente y secuencias obtenidas de banco de datos (RDP y NCBI). Las secuencias
de los clones de los reactores estudiados mayoritariamente se agruparon dentro de la
familia Anaerolineaceae pero con bajos valores de umbral de confianza. Solamente se
obtuvo un alto valor de umbral de confianza en la clasificacion para la secuencia del
clon AO6 Bader que fue la Unica que se ubicé dentro de la familia Caldilineaceae en el
género Caldilinea.

Se estudio la aplicacion de la técnica de T-RFLP especifica para el filo, para el analisis
de las comunidades de OFC de los reactores. Se determind que con la enzima Msp | se
logra diferenciar entre las secuencias de los organismos de las clases Anaerolineae y
Caldilineae que son los OFC que mayoritariamente se recuperan de los reactores.
Basados en estos estudios se propone un método de T-RFLP para estudiar la diversidad

de los OFC en reactores de tratamiento de aguas residuales.
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1. Introduccién

En esta introduccion se pretende hacer una resefia bibliogréafica de los organismos del filo
Chloroflexi (OFC) y su rol en los sistemas de tratamiento de efluentes. Para esto se
realizard una descripcion de las caracteristicas de los OFC, luego se describiran los
sistemas de tratamiento de efluentes aerobios y anaerobios. Se describira brevemente los
reactores mas frecuentemente utilizados asi como los reactores UASB (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket-reactores de flujo ascendente con lecho de lodos) y SBR (Sequential Batch
Reactors-reactores discontinuos secuenciales) estudiados en este trabajo. Por ultimo se
describiran las bases de la técnica de Fluorescent in situ Hybridization (FISH ), método de

biologia molecular utilizado.
1.1El filo Chloroflexi

El filo Chloroflexi, antiguamente conocido como bacterias verdes no sulfurosas (GNSB),
contiene unos pocos representantes cultivables. Sin embargo, en las bases de datos de
secuencias, hay un gran nimero de secuencias asignadas a este grupo. Metabolicamente es
un grupo muy diverso y distribuido en una gran variedad de habitat, como fuentes
termales, suelos, agua dulce, ambientes marinos e hipersalinos, asi como en sistemas de
tratamientos de efluentes (Yamada et al., 2005, Yamada y Sekiguchi, 2009).

Este filo, originalmente definido en 4 subfilos contiene varios microorganismos
distribuidos hasta el momento en 8 clases diferentes que son; Anaerolineae, Caldilineae,
Dehalococcoidia, Chloroflexia, Ktedonobacteria, Thermomicrobia, Ardenticatenia y la
clase Thrmoflexia propuesta en 2014 (tabla 1).

En la clasificacion primaria de Hugenholtz et al. (1998), las clases Anaerolineae y
Caldilineae, se agrupaban dentro del subfilo I, la clase Dehalococcoidia (denominada
informalmente como  “Dehalococcoidetes”) dentro del subfilo 1, Chloroflexia
(denominada como “Chloroflexi”) dentro del subfilo Il y los clones ambientales

agrupados dentro del cluster SAR202 en el subfilo 1V.

Tabla 1. Esquema de los diferentes subfilos del filo Chloroflexi, segun: (1) Sekiguchi et al., 2003, (2)
Yamada et al., 2006, (3) Podosokorskaya et al., 2013, (4) Nunoura et al., 2013, (5) Imachi et al., 2014, (6)
Yamada et al., 2007, (7) Gregoire et al., 2011b, (8) Sun et al., 2015, (9) Gregoire et al., 2011a, (10) Kale et
al.,, 2013, (11) Loffler et al., 2013, (12) Moe et al., 2009, (13) Bowman et al., 2013, (14) Pierson y
Castenholz, 1974, (15) Hanada et al., 1995, (16) Keppen et al., 2000, (17) Gorlenko y Lokk, 1979, (18)
Hanada et al., 2002, (19) Pierson et al., 1985, (20) Cole, et al., 2013, (21) Holt y Lewin, 1968, (22) Lewin,
1970, (23) Morris et al., 2004, (24) Jackson et al., 1973, (25) King y King, 2014a, (26) Houghton, et al.,
2015, (27) Hugenholtz y Stackebrandt, 2004, (28) Botero et al., 2004, (29) Sorokin et al., 2012, (30) Chang
et al., 2011, (31) Yabe et al., 2010, (32) Yabe et al., 2016, (33) Yabe et al., 2011, (34) King y King 2014b,
(35) Kawaichi et al., 2013, (36) Dodsworth, et al., 2014, (37), Gupta et al., 2013. Se indica el nimero
asignado a las cepas tipo de cada especie.
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SUB FILO

CLASE ORDEN SUBORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
Anaerolineaceae . A. thermophila (DSM16554) (1)
Anaerolinea A. thermolimosa_(DSM14523) (2)
Levilinea L. saccharolytica (DSM16555) (2)
Ornatilinea O. apprima (DSM23815) (3)
. . Thermomarinilinea T. lacunofontalis (JCM15506) (4)
Anaerolineae Araerolineales o Pelolinea P. submarina (JCM17238) (5)
Leptolinea L. tardivitalis (DSM16556) (2)
Bellilinea B. caldifistulae (DSM17877) (6)
Longilinea L. arvoyzae (JMC13670) (6)
Thermanaerothrix T. daxensis (DSM23592) (7)
Flexilinea E_flocculi (JCIM 30897) (8)
N N N Caldilinea C. aerophila (DSM14535) (1)
Caldilineae Caldilineales Caldilineaceae C. tarbellica (DSM 22659) (9)
Litorilinea L. aerophila (DSM 25763) (10)

Dehalococcoidia

Dehalococcoidales

Dehalococcoidaceae

Dehalococcoides

D. mecartyi (KCTC15142) (11)

Dehalogenimonas

D. lykanthroporepellens (JCM15061) (12)

D. alkenigignens (JCM17062) (13)

Chloroflexia

Chloroflexales

Chloflexineae (37)

Chloroflexaceae

Chloroflexus

C. aurantiacus (DSM635) (14)

C. aggregans (DSM9485) (15)

Oscillochloridaceae

Roseiflexineae (37)

Roseiflexaceae

Kallotenuales

Kallotenuaceae

Oscillochloris O. trichoides (VKMB2210) (16)
Chloronema C. giganteum (AF345825.1) (17)
Roseiflexus R. castenholzii (DSM13941) (18)
Heliothrix H. oregonensis (I1S/F-1) (19)
Kallotenue K. papyrolyyicum (DSM26889 (20)

Herpetosiphonales

Herpetosiphonaceae

Herpetosiphon

H. aurantiacus (DSM785) (21)

H. geysericola (DSM7119) (22)

Clones ambiental

€S

Cluster SAR 202 (23)

Thermomicrobiales

Thermomicrobiaceae

Thermomicrobium

T. roseum (DSM5159) (24)

T. carboxidum (DSM27067) (25)

T. peleae (DSM27169) (25)

. . Termorudis
Thermomicrobia T. pharmacopila (DSM26011) (26)
Sphaerobacter S. thermophilus (DSM20745) (27)
Sphaerobacterales --- Sphaerobacteraceae T. terrenum (ATCC BAA-798)) (28)
Nitrolancetus N. hollandicus (DSM23161) (29)
Ktedonobacteraceae Ktedonobacter K. racemifer (DSM44963) (30)

Ktedonobacteria

Ktedonobacterales

Thermosporotrichaceae

Thermosporothrix

T. hazakensis (JCM 16142) (31)

T. narukonensis (NBRC 111777) (32)

Thermogemmatisporales

Thermogemmatisporaceae

Thermogemmatispora

T. onikobensis (JCM16817) (33)

T. foliorum (JMC16818) (33)

T. carboxidivorans (DSM45816) (34)

Ardenticatenia

Ardenticatenales

Ardenticatenaceae

Ardenticatena

A. maritima (JCM17282) (35)

Thermoflexia

Thermoflexales

Thermoflexaceae

Thermoflexus

T. hugenholtzii (JCM19131) (36)




El subfilo I contiene entre los cuatro subfilos las secuencias méas diversas de clones
ambientales. Dentro de este subfilo, la clase Anaerolineae constituye mas del 60% de las
secuencias depositadas en la base de datos del Ribosomal Database Project (RDP). Esta
integrada por 10 géneros; Anaerolinea, Levilinea, Ornatilinea, Thermomarinilinea,
Pelolinea, Leptolinea, Bellilinea, Longilinea, Thermanaerothrix y Flexilinea. Por su parte
la clase Caldilineae contiene los géneros Caldilinea y Litorilinea (segun base de datos del
National Center for Biotechnology Information- NCBI).

Las cepas aisladas del subfilo I son filamentos multicelulares mesofilos o moderadamente
termofilos. Las cepas de la clase Anaerolineae son anaerobias mientras que en la clase
Caldilineae también se encuentran cepas aerobias y aerobias facultativos. Son organismos
quimiolitoorganoheteroétrofos, degradadores de carbohidratos y aminoacidos, que no
presentan crecimiento en condiciones reductoras desasimilativas de nitrato o sulfato. La
mayoria de las cepas se caracterizan por una tasa de crecimiento muy lenta, siendo
inhibidos por los organismos de rapido crecimiento. Los tiempo de duplicaciones para la
clase Anaerolineae estan entre 45-100 horas con excepcion de Ornatilinea apprima, que
tiene un tiempo de duplicacion de 6 horas y de Thermomarinilinea lacunofontalis en la
cual dicho tiempo es de 4,6 horas (Nunoura et al., 2013). Para las bacterias de la clase
Caldilineae este tiempo esta entre 5 y 21 horas (Yamada y Sekiguchi, 2009). En algunos
de los organismos de la clase Anaerolineae que son productores de H, como producto final
de la fermentacion, la acumulacion de H; inhibe su crecimiento, por lo que el co-cultivo
con bacterias metanogénicas hidrogenotroficas estimula su crecimiento. Es decir ciertos
organismos de la clase Anaerolineae tienen la necesidad de asociarse con otros
microorganismos para un crecimiento eficiente (“sintrofismo™) (Yamada y Sekiguchi,
2009).

En los reactores anaerobios UASB metanogénicos, los organismos de la clase
Anaerolineae son los mas abundantes y forman parte de la capa externa de los granulos de
lodo (Yamada et al., 2005, Yamada y Sekiguchi, 2009).

El subfilo Il contiene a los organismos de la clase Dehalococcoidia integrada por los
géneros Dehalococcoides (que contiene a Dehalococcoides ethenogenes, el primer
organismo cultivado del filo) y Dehalogenimonas (datos de NCBI).

Son organismos con morfologia cocoide que obtienen su energia por un proceso conocido
como dehalorespiracién reductiva. En este proceso utilizan cloroetenos como aceptores de
electrones reduciéndolos a eteno, en un proceso estrictamente dependiente de H, como
donador de electrones (Maymd-Gatell et al., 1997, He et al., 2003).
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Dentro de los compuestos clorados que utilizan se encuentran tetracloroeteno (PCE),
tricloroeteno (TCE), cloruro de vinilo (VC), tetracloroetano (TeCE), y bifenilos
policlorados (PCBs). Estos compuestos son muy importantes para la salud debido a su
posible accion como agentes toxicos y/o cancerigenos. Las técnicas de bioremediacion
utilizan el potencial de estos microorganismos para trasformar los compuestos clorados
toxicos en productos inocuos para la salud (Hendrickson et al., 2002).

El subfilo 111 que contiene a los organismos de la clase Chloroflexia. Reclasificada por
Grupta et al. en 2013. Estd integrado por los géneros Chloroflexus, Oscillochloris,
Chloronema, Roseiflexus, Heliothrix, Herpetosiphon y Kallotenue (tablal). Estos
organismos poseen morfologia filamentosa y muestran un crecimiento fotoheterotréfico
y/o quimiolitotréfico, bajo condiciones mesoéfilas 0 moderadamente termofilas (Yamada y
Sekiguchi, 2009).

El subfilo IV contiene clones ambientales provenientes mayormente de ambientes marinos
y de lagos, sin representantes cultivables (Bjornsson et al., 2002, Yamada y Sekiguchi,
2009).

La clase Thermomicrobia, contiene a los géneros Thermomicrobium, Termorudis,
Sphaerobacter y Nitrolancetus. Representan un linaje distinto dentro del filo. Son
organismos quimiolitoheterofroficos, moderadamente termdfilos con morfologia de
bastones (Bjornsson et al., 2002). EI género Nitrolancetus contiene al primer organismo
nitrificante reconocido dentro de los OFC. Fue aislada de un lodo de un bioreactor
nitrificante, que mostraba una alta actividad nitrito-oxidante pero que no contenia
cantidades significativas de bacterias nitrito-oxidantes (NOB) (Sorokin et al., 2012)

La clase Ktedonobacteria estd integrada por los géneros Ktedonobacter vy
Thermosporothrix y Thermogemmatispora. ElI microorganismo aislado del género
Ktedonobacter, fue obtenido de una muestra de suelos. Es una bacteria aerobia, mesofila
heterotrofica y capaz de crecer también en condiciones de microaerobiosis. Es un
microrganismo no movil, que presenta una morfologia filamentosa, que en medios solidos
y liquidos tiene micelios ramificados (Chang et al., 2011). Los microorganismos aislados
del género Thermosporothrix, fueron obtenidos de un compost maduro utilizado para el
tratamiento de excremento de ganado y de muestras de hojas caidas en suelos geotermales.
Son bacterias filamentosas, termofilas, aerobias y formadoras de esporas no moviles, que
formaban micelios vegetativos y aéreos ramificados (Yabe et al., 2010 y 2016). Los

organismos del género Thermogemmatispora fueron obtenidos de muestras de hojas caidas
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en suelos geotermales. Son bacterias aerobias, heterétrofas, termdfilas, filamentosas, con
micelios ramificado y formadoras de esporas (Yabe et al., 2010 y 2016).

La clase Ardenticatenia contiene a la especie Ardenticatena maritima, dentro del género
Ardenticatena. Esta especie aislada de muestras de la costa hidrotermal volcanica rica en
hierro en Japon, es la Unica descripta dentro del filo Chloroflexi con la capacidad crecer
con la reduccion desasimilativa de Fe (I11) a Fe (11). Es una bacteria flexible, no mévil, con
forma de filamento septado, con una membrana citoplasmatica rodeada por una capa
superficial formando una estructura de multicapa, formado agregados al crecer sin
agitacion. Es una bacteria aerobia facultativa, quimioheterotréfica que no puede crecer
eficientemente por medio de la fermentacion. En condiciones aerobias utiliza O, como
aceptor de electrones y también puede crecer anaerébicamente utilizando NOg3’, ferrihidrita
o citrato férrico como aceptores de electrones (Kawaichi et al., 2013).

La clase Thermoflexia contiene a la especie Thermoflexus hugenholtzii aislada de
sedimentos de una fuente termal. Es una bacteria que no forma esporas, anaerobia
facultativa que puede crecer en microaerobiosis hasta un 8 % v/v de O,, termdfila,

filamentosa y heterotrofa (Dodsworth, et al., 2014).

La prevalencia de los Organismos del filo Chloroflexi (OFC) en un amplio rango de
ecosistemas naturales sugiere un importante significado ecoldgico y fisiologico. Uno de los
habitats artificiales mas reconocidos donde los integrantes del filo son detectados con
frecuencia, son en los lodos de los sistemas de tratamiento de efluentes (Fang, 2000,
Bjornsson et al., 2002, Etchebehere et al., 2002, Juretschko et al., 2002, Fernandez et al.,
2008, Sun et al., 2008).

Aunque se desconoce su funcion en dichas comunidades microbianas, se cree que puedan
tener un papel importante. Esto es debido a que las variaciones en la cantidad de
organismos presentes, se corresponden con problemas en el funcionamiento de estos
sistemas tratamientos artificiales (Yamada y Sekiguchi, 2009). Microorganismos
pertenecientes a este filo, fueron detectados por el equipo de trabajo de la Dra. C.
Etchebehere en lodos de reactores de tratamiento de efluentes a escala real y de laboratorio.
Se ha planteado que estos organismos podian tener una funcion como degradadores
iniciales de macromoléculas como azucares, almidédn y restos celulares en los consorcios
bacterianos (Bossier y Verstraete, 1996, Bjornsson et al. 2002, Koizumi et al., 2004,
Kindaichi et al., 2004, Kragelund et al., 2007).

Yamada y Sekiguchi en 2009, concluyeron que la funcion fisiol6gica in situ de los

filamentos del subfilo | en los lodos anaerobios de reactores UASB donde
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fundamentalmente predominan los de la clase Anaerolineae, seria la degradacion de
carbohidratos (degradadores heterotréficos en la capa exterior de los granulos) y materiales
celulares (cuando se encuentran dentro de los granulos), es decir como metabolizadores
primarios de sustratos. Su morfologia filamentosa seria muy importante para la granulacion
asi como para su propia retencion dentro de los granulos. Sin embargo la sobrepoblacion
de los mismos se asociaba al fendmeno de flotacion de los lodos o “bulking”.

Por otro lado, a pesar que no se han aislado cepas de la clase Anaerolineae en ambientes
oxigenados, se han recuperado frecuentemente en sistemas oxigenados como los lodos
activados donde podrian actuar estabilizando el “esqueleto” de los floculos (Bjornsson et
al., 2002, Kindaichi et al., 2004). Utilizando las técnicas de microautoradiografia y FISH
(MAR-FISH), se detectd que estos organismos consumian material celular como N-
acetilglicosamina (NAG), aminoacidos, asi como también carbohidratos (Kindaichi et al.,
2004, Miura y Okabe, 2008). Parecen estar especializados en la degradacion de varios
polisacaridos a monosacéridos por la accion de varias exo-enzimas, se desarrollarian en
coloides en la matriz de expolimeros secretadas por otros microorganismos, donde
quedarian atrapadas las particulas del efluente entrante y los detritus celulares (Kragelund
et al., 2007). También se ha reportado su asociacion con el fendomeno de “bulking”

filamentoso aéreo (Speirs et al., 2009).

1.2 Sistemas de tratamientos de efluentes

Los sistemas acuaticos naturales, tienen la capacidad intrinseca de recuperarse del impacto
producido por la descarga de aguas residuales provenientes fundamentalmente de la
actividad humana. Este proceso es conocido como autodepuracion, donde interviene una
poblacién de organismos, variada, compleja y en constante competencia. El impacto de las
aguas residuales y la capacidad de recuperacion en estos ecosistemas naturales dependen
de la composicion quimica, cantidad y velocidad en que son vertidas al medio.

Para la degradacion de los contaminantes organicos en los sistemas de tratamiento de
efluentes, se siguen en general las mismas secuencias que los sistemas naturales. Sin
embargo al trabajar en condiciones “controladas”, permiten minimizar los tiempos de
tratamiento y aumentar la carga inicial del sistema, sin que estos sistemas pierdan la
condicion de retornar al equilibrio y asi satisfacer los requerimientos de calidad y cantidad

del agua a ser descargada (Lippel, 2005).

19



La remocidn y la degradacién de la materia organica constituyen uno de los objetivos del
tratamiento de las aguas residuales y puede llevarse a cabo tanto en condiciones aerobias
(en presencia de O,) como anaerobias (en ausencia de O;) (Rodriguez, 2002).

En los tratamientos aerobios se llevan a cabo procesos catabdlicos oxidativos que
requieren de la presencia de un oxidante. Como éste no estad presente en las aguas
residuales, la forma mas conveniente de introducir un oxidante es por la disolucion del
oxigeno de la atmdsfera, utilizando la aireacion mecanica.

En los tratamientos anaerobios se llevan a cabo procesos fermentativos que convierten la
materia organica en metano y dioxido de carbono en ausencia de oxigeno. Como no hay
presencia de un oxidante en el proceso, la capacidad de transferencia de electrones de la
materia organica permanece intacta en el metano producido. Se caracterizan en que solo
una pequefa parte de la energia libre es liberada, mientras que la mayor parte de esa

energia permanece como energia quimica en el CH,4 producido (Rodriguez, 2002).

Sistemas de tratamientos aerobios

En los sistemas de tratamientos aerobios la biomasa se encuentra formando floculos. Estos
floculos son fundamentales para la sedimentacién del lodo en el sedimentador. La
formacion de aglomerados microbianos se debe a la produccion de exopolimeros que estan
constituidos por polisacaridos, los que forman una matriz porosa altamente hidratada en su
superficie.

Los aglomerados microbianos, como fléculos y biofilms, pueden ser vistos como un micro-
ecosistema que presenta una dindmica poblacional que depende de las condiciones

ambientales y nutricionales de la fase acuosa (fig. 1).
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Fig. 1 Representacion esquematica de la formacion de capsulas y agregacién microbiana en la formacion de
fléculos y biofilms. Modificado de Schmidell et al., 2005.
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La propiedad de sedimentar con facilidad presentada por los floculos es denominada
sedimentabilidad que puede verse afectada por las variaciones del proceso. Las
alteraciones mas comunes son: la variacion en el aporte de nutrientes, exceso o
insuficiencia de O, disuelto en el medio, variaciones de salinidad de la fase acuosa,
cambios de pH y temperatura, presencia de sustancias toxicas en el efluente, entre otros
(Schmidell et al., 2007).

En estos sistemas la comunidad bacteriana puede ser clasificada en dos grupos: formadoras
de fléculos y formadoras de filamentos o filamentosas. Para poseer adecuadas propiedades
de sedimentacion los floculos deben tener poblaciones equilibradas de estos dos grupos.
Una escasa presencia de filamentos, forma fléculos pequefios (microfléculos o Pin Floc),
que presentan generalmente problemas de sedimentacién. Por otro lado, un exceso de
microorganismos filamentosos, también causa problemas de sedimentacion, formando
grandes agregados que tienden a flotar en el medio, fendmeno conocido como
entumecimiento del lodo o “bulking”. Por otro lado, una alta producciéon de exopolimeros
forma una masa gelatinosa o viscosa de reducida sedimentacion, fendbmeno conocido como
bulking no filamentoso. Otro evento muy frecuente es la formacién de espuma, que
también es perjudicial para el proceso de tratamiento de aguas residuales (Schmidell et al.,
2007).

La comunidad bacteriana en los floculos y biofilms en condiciones aerobias son muy
diversas. Predominan las bacterias aerobias heterotréficas (que utilizan compuestos
organicos como fuente de carbono), que conviven con las bacterias autotroficas (utilizan
compuestos inorganicos como fuente de carbono). Dentro de estas ultimas se encuentran
las que llevan a cabo el proceso de nitrificacion que ocurre en los tratamientos aerobios
convencionales, dependiendo de las condiciones operacionales y ambientales del proceso
(Schmidell et al., 2007).

Mediante el proceso de degradacion aerobia, los contaminantes presentes en la fase acuosa
son primeramente adsorbidos en la superficie del fléculo o biofilm. Las particulas de
mayor tamafio pueden entonces sufrir modificaciones catalizadas por enzimas
extracelulares. A continuacion las moléculas de menor tamafio son transportadas hacia el
interior de la matriz exopolimera hasta llegar a la superficie de las células. La tltima etapa
del proceso consiste en la asimilacion de las sustancias por los microorganismos, una vez
transportadas al interior de las células son encaminadas a rutas metabdlicas especificas
(Schmidell et al., 2007).
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Sistemas de tratamiento anaerobios

La digestion anaerobia es un proceso por el cual a través de la accién de distintos grupos
de bacterias y arqueas, la materia organica sufre una serie de procesos oxidativos
secuenciales que culminan con la formacion de CH; y CO,. Este proceso ocurre en
ausencia de luz y de aceptores de electrones inorgéanicos. Los electrones son finalmente
transferidos al CO,, que es el aceptor terminal en esta compleja cadena tréfica de
microorganismos (Schmidell et al., 2007).

En este proceso se distinguen tres etapas; 1)- hidrolisis y fermentacion, 2)- acetogenesis y
3)- metanogenesis. Requiere la intervencion de diversos grupos de bacterias facultativas y
anaerobias estrictas, las cuales utilizan en forma secuencial los productos metabdlicos
generados por cada grupo, lo que permite entender la necesidad de una estrecha
cooperacion entre los diferentes grupos fisiologicos de microorganismos. Finalmente las

arqueas metanogénicas producen CH4 y CO; (fig. 2).

1)- Hidrolisis y fermentacion

El proceso se inicia con la hidrolisis de polisacaridos, proteinas y lipidos por la accion de
enzimas extracelulares producidas por las bacterias hidroliticas. Las moléculas de bajo
peso molecular producto de estas reacciones, son transportados a través de la membrana

celular al interior de las células.
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Fig. 2. Esquema del proceso de degradacion anaerobia de la materia organica a partir de
proteinas, polisacéridos y lipidos. Tomado y modificado de Rodriguez, 2002.
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Alli son fermentadas por bacterias fermentadoras primarias a acidos grasos con bajo
namero de carbonos, asi como a compuestos reducidos como el etanol, ademas de H, y
CO; (Rodriguez, 2002, Schmidell et al., 2007).

Esta etapa es llevada a cabo por bacterias anaerobias facultativas. La proporcion de los
diferentes grupos de bacterias que participan, varian segun el ambiente en que se
encuentren. Fundamentalmente se encuentran organismos de los filos Betaproteobacteria,

Chloroflexi, Bacteroidetes, y Synergistetes (Riviére et al., 2009).

2)- Acetogénesis

Los productos de fermentacion son degradados a acetato/H, por las bacterias acetogénicas
productoras de hidrégeno, y a Ho/CO, por las bacterias homoacetogénicas. La degradacion
de estos compuestos es energéticamente desfavorable en condiciones estandar, pero la
reaccion se vuelve favorable en presencia de bacterias metanogénicas que consumen
eficientemente el hidrdgeno generado. La asociacion de bacterias para desplazar un
equilibrio termodindmicamente desfavorable es conocido como sintrofismo. Si por
distintas causas aumenta la concentracion de H, en el sistema, cesa el metabolismo de las
bacterias acetogénicas y comienzan a acumularse acidos grasos volatiles (Rodriguez, 2002,
Schmidell et al., 2007).

La oxidacion de los productos de la fermentacion a acetato, CO, e H, es llevada a cabo por
bacterias conocidas como “organismos acetogenos productores obligados de hidrogeno
(OHPA)”. Las especies aisladas mas representativas en los lodos anaerobicos son
Syntromonas wolfei, Syntrophobacter wolinii, Syntrophus buswellii y Syntrophomonas
sapovorans (Rodriguez, 2002, Fang, 2000, Ariesyady et al., 2007).

Dentro de las bacterias homoacetogénicas que son anaerobias obligadas y utilizan el CO»,
como aceptor final de electrones, produciendo acetato como producto Unico de la
fermentacion anaerobia. Aunque no es un grupo taxonémico definido, en él se incluyen
una variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas, de alto y de bajo contenido
G+C, formadoras de esporas como algunas especies de Clostridium, y otros Firmicutes

como Acetobacterium (Diaz-Béez, et al., 2002; Ariesyady et al., 2007).

3)-Metanogénesis

Es llevada a cabo por organismos metanogénicos estrictamente anaerobios del dominio
Archaea. Convierten el acetato a CH, y CO, (bacterias metanogénicas acetoclasticas), o
reducen el CO, a CH, (bacterias metanogénicas hidrogenotroficas). Son los Unicos
organismos capaces de producir CH, debido a que poseen enzimas y cofactores exclusivos.

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y pueden habitar lugares muy
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extremos debido a la composicién quimica particular de algunas estructuras celulares, sin
embargo, la presencia de otros aceptores de electrones inhibe reversiblemente el proceso
de metanogenesis (Rodriguez, 2002, Schmidell et al., 2007).

La habilidad de catabolizar el acetato a CH,4 en la naturaleza esta limitada a los géneros
Methanosarcina y Methanosaeta (Methanotrix). Es frecuente encontrar en reactores
anaerobios una competencia por el acetato entre estos dos géneros. Las bajas
concentraciones de acetato que usualmente predominan en el interior de los reactores
favorece el crecimiento de las Methanosaeta. Los sistemas de tratamiento metanogénicas
pueden presentar fallas en su funcionamiento debido a que las bacterias metanogénicas son
sensibles a sustancias toxicas generadas en el proceso o presentes en el sistema (Diaz-
Baez, 2002, Schmidell et al., 2007).

Como se vera mas adelante, en los reactores tipo UASB anaerobios la biomasa se
encuentra formando granulos. Existen varias teorias sobre el proceso de formacion de los
granulos metanogénicos. Algunas bacterias metanogénicas presentan morfologia
filamentosa lo que provee de soporte al granulo. Se sabe que los granulos estan
compuestos por varias capas, donde las bacterias fermentadoras primarias y las hidroliticas
se encuentran en la capa mas externa y en la capa mas interna se encuentran las bacterias
acetogénicas y metanogénicas. La disposicién de microorganismos en distintas capas
favorece la transferencia de H; interespecies y ademas protege a las bacterias individuales
de efectos ambientales adversos como la variacion de pH, el ingreso de sustancias toxicas

y el aumento abrupto de la concentracion de sustratos (Fang, 2000).

Biorreactores de tratamientos de efluentes

El objetivo de estos bioreactores es generar el ambiente adecuado para la actividad
microbiologica a gran escala, satisfaciendo las condiciones de calidad y cantidad
requeridas para el agua a tratar.

Para ello es necesario el conocimiento de ciertos parametros como: velocidad de
crecimiento y requerimientos nutricionales de los microorganismos, factor de conversion
del sustrato consumido en biomasa y velocidad de eliminacion de contaminantes por
unidad de biomasa. Dichos datos se obtienen de plantas ya existentes o de experimentos
en plantas a escala de laboratorio o piloto (Bertola et al, 1999).

Los reactores pueden clasificarse de diferentes maneras como ser: aerobios/anaerobios,

continuos/discontinuos, masa suspendida /masa inmovilizada.
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Reactores aerobios y anaerobios

La diferencia principal entre ambos tipos de reactores, es la exclusion del oxigeno en los
reactores anaerobios. Esto se logra con ambientes cerrados 0 en sistemas donde existe
estratificacion del agua, con el consiguiente agotamiento del oxigeno, como por ejemplo en
las lagunas anaerobias y en el fondo de las lagunas facultativas. Otra razon por la que los
reactores anaerdébicos deben ser cerrados, es el olor producido en las reacciones
fermentativas, por lo que necesitan de un sistema adecuado de ventilacion. En estos
sistemas la poblacion microbiana se reproduce lentamente, requiriendo mayores tiempos
de residencia de la masa de agua a tratar.

Por otro lado, los reactores aerobios que contienen biomasa suspendida, requieren del
suministro de oxigeno (aireadores), por lo que se debe tener una interfase de agua-aire
grande para mantener al sistema funcionando. Obtienen un alto grado de eliminacién de
materia organica, nitrogeno y fdsforo, permitiendo ademas el tratamiento de una gran

variedad de aguas residuales (Bertola et al, 1999, Schmidell et al., 2007).

Reactores continuos y discontinuos

En los reactores continuos, una corriente de agua residual es continuamente alimentada al
reactor, mientras que otra corriente es continuamente eliminada por la salida. Tiene la
desventaja que si el reactor falla y no se corrige, la descarga del efluente no cumplira los
requerimientos.

En los reactores discontinuos (batch), el reactor se llena con el agua residual a tratar y se
espera el tiempo necesario para obtener las condiciones del efluente requeridas. Se utilizan
para el tratamiento de pequefios volimenes de agua, sélidos (compostaje), y tienen el
tiempo de residencia es muy alto.

Existe un sistema intermedio denominado reactores discontinuos secuenciales
(sequencial batch o SBR). Un mismo reactor opera en una serie de periodos llenado,
reaccion, sedimentacion, extraccion, y fase inactiva (que se puede omitir) que constituyen
un ciclo, siendo la manipulacion de estos periodos lo que varia la condicion del efluente.
Durante el periodo de reaccion tienen lugar los procesos de remocion de carbono,
nitrificacion, desnitrificacion y remocion del fosforo. En el periodo de sedimentacion, los
solidos (la biomasa y particulas de sustrato) sedimentan y dejan un sobrenadante
relativamente claro (Schmidell et al., 2007).

Reactores de biomasa suspendida y biomasa inmovilizada
En los reactores de biomasa suspendida, los microorganismos encargados de la

degradacion estan suspendidos en el liquido, por lo que para evitar su pérdida con el agua
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tratada se deben recuperar y reincorporar al reactor. En general se utiliza para esto un
sedimentador.

En los reactores con biomasa inmovilizada se utilizan un soporte para prevenir que la
biomasa salga del reactor. La biomasa se inmoviliza o adhiere a un soporte solido inerte,
que sea lo suficientemente liviano para permitir su suspension, pero que no sea eliminado
con el efluente. Tienen la capacidad de operar con carga organica elevada sin riesgo de
perder biomasa (Schmidell et al., 2007).

Tipos de reactores anaerobios

En la tabla 2 se muestra la clasificacion de los reactores anaerobios segin la masa este

suspendida o inmovilizada.

Reactores UASB

Su funcionamiento se basa en la formacién de un lodo granular con buena capacidad de
sedimentacion y alta actividad bioldgica. Esta formado por un tanque, donde el afluente
entra por el fondo de este y lo recorre en un flujo ascendente hasta la salida en la parte

superior (fig. 3).

Biomasa en suspension Biomasa fija
Lagunas anaerobias Filtros anaerobios (AF)
De contacto (ACP) Biodiscos rotatorios (RBC)
De flujo ascendente con lecho de lodos (UASB) De lecho expandido y lecho fluido (FB/LEB)
De mezcla completa De contacto con soporte (CASBER)

Por lotes en serie (SBR)
Con deflectores (ABR)
Lecho expandido o fluidificado (RALF)

Tabla 2. Tipos de reactores anaerobios segun el estado en que se encuentre la masa, suspendida
o inmovilizada. Tomado de Schmidell, et al., 2007.
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Biogas

Sustrato Agua

Tratada

Fig.3. Esquema de un reactor anaerobio de flujo ascendente con lecho de lodo (UASB). Tomado de
Caldera et al., 2005.

Durante el recorrido del agua, la materia organica soluble va siendo degradada y
transformada en biogas (CO,, CH,). La velocidad de ascenso del liquido en el interior del
reactor y la produccion de gas proveen de agitacion al sistema haciendo que se
resuspendan los sélidos sedimentados en el fondo. En la parte superior el reactor posee un
dispositivo que permite separar la biomasa, el efluente tratado y el biogas (separador de
tres fases, solido-liquido-gaseoso).

Las bacterias y arqueas anaerobias especializadas que habitan en los granulos, convierten
los contaminantes complejos a metano. La degradacion de la materia organica presente en
el afluente se inicia con la hidrélisis y acidificacion, finalizando en la produccién de
metano que se pone de manifestado en la parte superior del reactor. En este tipo de
reactores digiere el 70% de la materia organica mientras que el 30% se elimina con el
efluente (Schmidell et al., 2007).

Muchos factores pueden afectar la granulacion y determinar fallas en el funcionamiento del
reactor. Como por ejemplo las propiedades fisicoquimicas de los constituyentes del lodo, la
hidrofobicidad de la superficie de las células, la presencia de polimeros extracelulares y la
composicion de la flora microbiana El sobrecrecimiento de los organismos filamentosos al
igual que en los lodos aerobios, provoca el fendomeno de “bulking” y la perdida de la
sedimentabilidad de los granulos, lo que deriva en el mal funcionamiento del reactor
(Martins et al., 2004, Schmidell et al., 2007).
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Reactores discontinuos secuenciales (SBR)

Los reactores SBR (Sequencing Batch Reactor) son reactores operados bajo una serie de
etapas que constituyen un ciclo. El ciclo consiste generalmente en periodos de llenado,
reaccion, sedimentacion, extraccion y fase inactiva (esta Gltima se puede omitir), siendo la
manipulacion de estos periodos lo que varia la condicion del efluente. Esta operacion
permite que un reactor simple actie como una serie de reactores secuenciales y un
sedimentador (fig. 4).

En la etapa de llenado el agua residual que ingresa es agregada a la biomasa del ciclo
anterior que se encuentra en el tanque. La extension de este periodo depende del volumen
del SBR vy la naturaleza del efluente a tratar. El llenado es intermitente y el reactor puede o
no ser agitado durante ese periodo.

Luego, en el periodo de reaccion el reactor puede o no ser aireado dependiendo del
objetivo del mismo. En esta etapa tienen lugar los procesos de remocion de carbono,
nitrificacion, desnitrificacion y remocion del fosforo. La nitrificacion es el pasaje de
amonio a nitrito y posteriormente nitrato si se airea el reactor por el suficiente tiempo. El
nitrato formado puede también sufrir una segunda reaccion en anaerobiosis denominada
desnitrificacion, donde el nitrato formado pasa a nitrito, NO, N,O y finalmente No.

En la etapa de sedimentacion puede ocurrir la desnitrificacion u otros procesos
anaerobios. Esta etapa consiste en la decantacion de los sélidos (la biomasa y particulas de
sustrato) hacia el fondo del reactor, y dejar un sobrenadante relativamente claro de modo
de poder vaciar el reactor en la préxima etapa para comenzar un nuevo ciclo.

La dltima etapa recibe el nombre de extraccién o purgado y consiste en el vaciado del
efluente y el purgado del lodo excedente.

Las principales ventajas de estos reactores son los altos rendimientos de eliminacion de
nitrégeno, materia organica biodegradable, y la adaptabilidad a cambios en las condiciones
de operacién. Otra ventaja importante es la disminucién de los costos de inversion y
mantenimiento ya que constan de un solo reactor donde ocurren las dos etapas (aerobia y
anaerobia) (Schmidell et al., 2007, Travers, 2008).

Reactores con retencion de biomasa

Un requisito fundamental para estos sistemas de tratamiento de efluentes es que la biomasa
quede retenida en el reactor. Esto tiene dos explicaciones, por un lado para que no se
pierda la biomasa activa del sistema, y por otro para evitar la contaminacion del agua de

salida del reactor, es decir del efluente del reactor.
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Fig. 4. Etapas del ciclo de operacion de un reactor SBR nitrificante-desnitrificante Tomado de
Travers, 2008.

Esto se logra con diversos sistemas de retencion de células, por ejemplo en los reactores
tipo lodos activados y SBR con la formacion de fléculos, y en los reactores tipo UASB
con la formacidn de grénulos.

No so6lo es necesario lograr la formacion de floculos o granulos adecuados, sino también
lograr que éstos presenten una buena capacidad de sedimentacion. Si las células no
sedimentan, el lodo se “flota” (fendmeno conocido como entumecimiento o bulking del
lodo) se produce perdida de biomasa y una perdida de eficiencia del sistema (Schmidell et
al., 2007, Travers, 2008).

1.3 Sistemas desnitrificantes

La desnitrificacion es una via respiratoria llevada a cabo por un amplio grupo de
microorganismos, tanto del dominio Bacteria, Archaea como Eucarya, que son capaces de
la transferencia de electrones entre un dador de electrones reducido (materia organica) y
utilizar nitrato como aceptor final de electrones. Es un proceso en el cual los nitratos son

reducidos a nitrégeno gaseoso teniendo como intermediarios el nitrito, oxido nitrico, y
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Oxido nitroso. El uso de nitrato conlleva a una obtencion ligeramente inferior de energia
que con O, pero superior a la que se obtendria con sulfato como aceptor final.

La mayoria de las bacterias desnitrificantes son heterétrofas (aunque algunas pueden crecer
autotréficamente con H, y CO, o con compuestos del azufre reducidos), en general son
aerobias facultativas, con capacidad de reducir el nitrato a nitrgeno gaseoso en
anaerobiosis o con baja tencion de O,. Existen reportes de microorganismos
desnitrificantes anaerobios estrictos y microorganismos que reducen simultdneamente
oxigeno y nitrato lo que le da la capacidad de desnitrificar en presencia de O, por ejemplo
Paracoccus pantotrophus (Richardson, D., 2000), Microvirgula aerodesnitrificans
(Takaya et al., 2003) y Thauera mechernichensis (Scholten, et al., 1999) (Schmidell et al.,
2007).

Las bacterias desnitrificantes mas frecuentemente aisladas se afilian dentro de las subclases
alfa, beta, gama o epsilon de Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes aunque no siguen
un patrén de distribucion reconocible (Zumft et al, 1997).

1.4 Bases de las técnicas moleculares utilizadas en este trabajo

Hibridacion in situ fluorescente: FISH

La técnica de FISH (Fluorescent in situ hybridization) consiste en la deteccion de
microorganismos a partir de células morfolégicamente intactas, basandose en la secuencia
del gen ARNr. Para ello se utilizan sondas fluorescentes complementarias al ARNr 16S o
23S que se uniran al ribosoma y marcaran la célula (fig. 5).

Esta técnica permite:

. Identificar y cuantificar en una muestra tanto organismos cultivables asi como no
cultivables, como por ejemplo la mayoria de los microorganismos del filo Chloroflexi.

. Visualizar las relaciones espaciales de microorganismos en comunidades como
lodos activados, granulos de lodo, etc.

. Monitorear las dindmicas de poblaciones.

. La identificacion morfologica de los diferentes tipos de organismos en el medio

ambiente y/o los enriquecimientos (Travers, 2003, Amann et al., 2001).

Fig. 5. Esquema de la metodologia llevada a cabo en la técnica de FISH. Las muestras se fijan en
un portaobjeto, las sondas de oligonucleétidos marcadas con fluorescencia se hibridan con la
muestra, se lava el exceso de sondas, y se utiliza la microscopia de epifluorescencia para ver la
ubicacion de las células hibridadas. Tomado de
http://www.bio.davidson.edu/courses/Molbio/MolStudents/spring2003/Baxter/MolecularTool.htmL
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(terminal restriction fragment length polymorphism: T-RFLP)

La técnica consiste en someter un fragmento de ADN que generalmente codifica un gen

(en este caso el gen ARNr de 16S) a la accion de una 0 mas enzimas de restriccion.

El

tamafio de los fragmentos resultantes dependera de la secuencia de ADN por lo que dos

moléculas de ADN con distinta secuencia generaran distinto patron de fragmentos de

ADN que pueden visualizarse en un secuenciador capilar separandolos por

electroforesis. Se utiliza el primer forward marcado con un compuesto fluorescente de

manera que el detector del secuenciador detecta el fragmento 5” (fig. 6).

- %
L 2
oo = T
n . 5l
ap - - 5
3 4
- Extract DNA PCER witha fluorescently °
from the community labeled 169 TRNA forward primer
3
5 41 T
Restriction digestof
PCE prodiuct
—
: g:DIIIIII]III; @;3,‘
2 T— 5 A
Reocognation of Fragment peparationin
labeled fiagments sequencing gel
\ y
Fig. 6. Esquema del protocolo para T-RFLP. Tomado de Cabezas, 2005. 31




1.5 Antecedentes del trabajo

El grupo de investigacion de la Dra. Etchebehere ha trabajado en el tema de la deteccion de
OFC desde el 2002. Durante estos estudios se pudo observar que, en la mayoria de los
reactores de tratamiento de aguas residuales estudiados, se detectdé la presencia de
organismos del filo Chloroflexi. La primera observacion ocurrié estudiando la composicion
microbiana de reactores desnitrificantes. En estos reactores se esperaba obtener una alta
abundancia de bacterias desnitrificantes, sin embargo, se detecté ademéas un 12 % de
organismos pertenecientes al filo Chloroflexi (segun el analisis de la secuencia del gen del
ARNr de 16S), cuyo rol era totalmente desconocido (Etchebehere et al., 2002). En estudios
posteriores en reactores de laboratorio nitrificantes-desnitrificantes, también se detectd la
presencia de estos organismos mediante técnicas de analisis de la secuencia del gen del
ARNr de 16S. Como estos organismos se encontraron en baja proporcion, se decidio
utilizar diferentes primers especificos para poder estudiarlos. En la Tabla 8 se muestra los
diferentes reactores estudiados la metodologia y los clones cuya secuencia presentd alta
homologia con secuencias de OFC. Para poder comparar los organismos encontrados en
los diferentes reactores estudiados, en esta Tesis se realizo estudios filogenéticos con todas
las secuencias obtenidas previamente.

Incorporando técnicas de hibridacion in situ fluorescente se observo que estos organismos

presentaban morfologia filamentosa (Cabezas et al., 2005, 2006, 2009).

En colaboracion con el Centro de Ecologia Microbiana de la Michigan State University de
Estados Unidos, se decidid estudiar estos microorganismos en muestras de un reactor a
escala real de tipo SBR nitrificante-desnitricante de post tratamiento del agua residual de
una curtiembre. Durante el trabajo en Estados Unidos se realizaron enriquecimientos con
lodos de este reactor utilizando diferentes condiciones de crecimiento (Tabla 7). El
objetivo de estos enriquecimientos fue determinar si en alguna de estas condiciones era
posible enriquecer en estos microorganismos. Para determinar la presencia de OFC se
utilizo la técnica de FISH mediante sondas especificas. Luego de un afio de incubacion, se
tomaron muestras de estos enriquecimientos y se realizé el andlisis de la comunidad
microbiana mediante bibliotecas de clones del gen del ARNr de 16S con la finalidad de
conocer los organismos enriquecidos en cada condicion. En este trabajo de Tesis se utiliz6
muestras de lodo de este mismo reactor para los diferentes enriquecimientos realizados y

se analizd los clones de cada biblioteca obtenida previamente mediante amplificacion por
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PCR de los insertos, determinacion de su secuencia y comparacion con secuencias de

bancos de datos.

Por otro lado, en el afio 2008, investigadores del Departamento de Ingenieria de Reactores
de la Facultad de Ingenieria de la UDELAR detectaron problemas de pérdida de eficiencia
en el reactor metanogénico escala real de una industria procesadora de malta que estaba
operando eficientemente por varios afios. Esta pérdida de eficiencia se asoci6 a la mala
sedimentacion de la biomasa. Se decidio estudiar las causas de este problema y se observo
que era debido al sobrecrecimiento de bacterias filamentosas. Los filamentos formaban
proyecciones en los granulos produciendo la pérdida de densidad y su flotacién. Mediante
la técnica de FISH se caracterizaron estos filamentos como pertenecientes al filo
Chloroflexi. Se hipotetiz6 que este sobrecrecimiento podria estar relacionado con un alto
contenido de células del reactor y con la lisis celular debida a una subida abrupta del pH.
Los resultados de este trabajo, ademés de buscar soluciones al problema de la industria,

permitieron publicar un trabajo en conjunto (Borzacconi et al., 2008).

A pesar de los avances en el tema durante estos afios de trabajo, quedan muchas incognitas
sin responder. En particular no se conoce la funcion de estos organismos en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales que explique su persistencia en diferentes tipos de
reactores. En este trabajo de Tesis se pretende aportar conocimiento sobre este tema tan

poco estudiado.
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2. Objetivo general

Generar conocimiento que permita explicar el rol de organismos del filo Chloroflexi

(OFC) en sistemas de tratamientos de efluentes.
Objetivos especificos

Enriquecer en OFC a partir de un lodo de un reactor SBR nitrificante/desnitrificante

utilizando sustratos provenientes de restos celulares y NAG.

Conocer cuéles son los OFC que estan presentes en diferentes sistemas estudiados y en

particular en sistemas desnitrificantes.

Disefiar un método de T-RFLP especifico para detectar la diversidad de OFC en

muestras ambientales.
Preguntas a responder:

¢Los OFC pueden utilizar compuestos provenientes de restos celulares en condiciones

desnitrificantes o anaerobias?

¢Es posible enriquecer estos organismos utilizando compuestos similares a restos

celulares?

¢Los OFC detectados por secuenciacién pertenecen a un determinado género/especie 0

a varios?

¢Como se podria disefiar un método para estudiar la diversidad de este grupo en

muestras de reactores?
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3. Estrategia

Para enriquecer en organismos del filo Chloroflexi se realizaron enriquecimientos en
medio liquido anaerobio (sin ningun aceptor de electrones) y en medio desnitrificante
(con nitrato como aceptor de electrones). Se utiliz6 como indculo el lodo de un reactor
SBR de tratamientos de efluentes de una curtiembre, en el cual se habia detectado
previamente OFC. Los sustratos utilizados fueron extracto de levadura, extracto celular
del mismo lodo en estudio (previamente esterilizado por autoclave) y N-Acetil
Glucosamina (NAG).

Para la deteccion de los organismos se utilizd la técnica FISH utilizando dos sondas
especifica (CFX1223 y GNSB941) dirigida a los OFC. Se aplicé la técnica tanto en el

inéculo como en muestras tomadas de los diferentes enriquecimientos.

Parte de este trabajo fue conocer cuéles eran los OFC que estaban presentes en
diferentes sistemas. Para ello se analiz6 la comunidad bacteriana de tres bibliotecas de
clones del gen ARNr de 16S obtenidos de diferentes enriquecimientos realizados
anteriormente. Los enriquecimientos anaerobios analizados fueron; un sistema
desnitrificante (con acetato como sustrato y NO3; como aceptor de electrones), un
sistema declorador (con acetato como sustrato y tricloroeteno-TCE como aceptor de
electrones) y otro sistema con acetato como sustrato y antraquinona-2,6-disulfonato
(AQDS) como aceptor de electrones. Los insertos de las bibliotecas de clones de los tres
enriquecimientos se amplificaron por PCR y se comprobd el tamafio de los mismos. El
andlisis de los amplificados se realizd por dos estrategias. Por un lado se realizé el
analisis de restriccion de amplificados (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analisis:
ARDRA) haciendo el estudio comparativo de los geles obtenidos se seleccionaron
clones que presentaban diferentes perfiles para su secuenciacion (placa N1). En las
placas D1y T1 se realizo la secuenciacion de 20 y 19 insertos de la poblacion de clones
de las bibliotecas sin hacer seleccion previa. Se comparé las secuencias obtenidas con

las secuencias de la base de datos del Ribosomal Database Project (RDP).

Se construyeron arboles filogenéticos con las secuencias de OFC obtenidos en
enriquecimientos realizados con anterioridad para encontrar si existia algin género o

especie que predominara en los sistemas estudiados.

Para diseflar un método de deteccién de la diversidad de OFC en diferentes muestras

ambientales, se recopil6 informacion de las diferentes sondas y primers encontrados en
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la bibliografia dirigidas a detectar estos microorganismos. En este anélisis se determind
“in silico” a partir de secuencias obtenidas de bases de datos (RDP), cuéles serian los
primers adecuados para la técnica de PCR. Para disefiar un método de discriminacion de
los fragmentos obtenidos en analisis de T-RFLP, se estudié también la capacidad de tres
diferentes enzimas de restriccion (Msp I, Taq I, y Hha 1) de diferenciar las secuencias de
los distintos géneros y especies de los OFC. Este trabajo se realizd “in silico” a partir de

secuencias obtenidas de bases de datos (RDP).
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4. Materiales y Métodos

4.1Enriguecimientos

Enriquecimientos realizados

Sustratos utilizados

Las bacterias del filo Chloroflexi han sido reportadas como degradadoras de
carbohidratos y materiales celulares, teniendo algunas de requerimiento expreso de
extracto de levadura para su crecimiento (Yamada et al., 2005). Es por esta razon que se
planteod el estudio de los sustratos: extracto de levadura (extract. lev), extracto celular
(extract. cel.) y N-acetilglucosamina (NAG). Este ultimo compuesto forma parte del
polimero peptidoglicano que constituye la pared celular de las bacterias (Brock y
Madigan, 1991). Como estos organismos fueron detectados en reactores desnitrificantes
y anaerobios metanogénicos se decidio probar estas dos condiciones de crecimiento (fig.
7ytablas3,4y5).

Medios de cultivo

El medio utilizado para el cultivo de los microorganismos fue una modificacion del
medio minimo de cultivo BCY (Wolin et al., 1963). Dicho medio contiene por cada 500
mL; K;HPO, 2,65 g, KH,PO, 1,33 g, extracto de levadura 0,25 g, NH,CI 0,50 g,
solucién trazas de minerales, 2,50 mL, Na,S (25 g/L) 0,10 mL, rezarsurina al 0,2 %
0,50 mL, NaCl 2,8 g. Se hirvié por 5 min para eliminar el O,, se enfrid con agitacién en
bafio de hielo bajo corriente de N, ajustando el pH a 7,0. Se reparti6 en viales de 120
mL con 50 mL de medio, que fueron gaseados con N,. Se sellaron herméticamente con
tapon de butilo y se esterilizaron por autoclave a 120°C y 1,1 atm por 15 min. Luego de
esterilizar se agregd por filtracion por cada 10 mL de medio, 0,1 mL de solucion de

vitaminas y 0,2 mL de solucién de Ca'y Mg (ver composicién en Anexo 1).

In6culos

Los lodos utilizados como indculos provenian de un reactor tipo SBR de tratamiento de
efluentes de una curtiembre del departamento de San José en el que previamente se
habian detectado OFC.

La primera muestra de lodo fue tomada de la entrada al reactor SBR el 27.07.2005 con
la que se inocularon los viales 1-6 que tenian como sustrato extracto de levadura (tabla

3) y los viales 7-12 que tenian extracto celular como sustrato (tabla 3).
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A los 125 dias de incubacion se traspasaron a medio fresco inéculos tomados de los
viales 7 al 12 que tenian extracto celular como sustrato, designandolos como viales 7°
al 12" y que se dejaron de seguir los viales que tenian extracto de levadura como
sustrato (viales 1-6). Esto fue debido a que presentaron un marcado crecimiento
fermentativo (produccion de gas y pH acido), con el que no podrian competir los OFC
de lento crecimiento (tabla 3). Los blancos realizados se esquematizan en la tabla 4.

Sustrato Viales | Aceptor de e- In6culo

Extracto de 1,2,3 - lodo reactor
Levadura 4,5,6 NO; lodo reactor
7,8,9 - lodo reactor

10, 11, 12 NO; lodo reactor

7 - lodo enrig. 7

Extracto 8 - lodo enrig. 8
Celular 9 - lodo enrig. 9
10 NO; lodo enrig. 10
11 NO; lodo enrig. 11

12 NO3 lodo enrig 12

Tabla 3. Esquema de los enriquecimientos con Extracto de Levadura y Extracto Celular
realizados. Los viales 7 al 12 fueron subcultivados a medio fresco luego de 125 dias de
incubacion manteniendo las mismas condiciones de cultivo utilizadas para los enriquecimientos
originales, designando a los nuevos enriquecimientos como 7"al 12" respectivamente.

Blanco Sustrato | Aceptor de e- In6culo
BL1 - - lodo reactor
BL 2 - NO3 lodo reactor
BL 3 extract. lev. - -

BL 4 extract. lev. NOj -
BL5 extract. cel. - -
BL 6 extract. cel. NO;’ -
BL 7 - - lodo enriq 7
BL 8 - NO3 lodo enrig 10

Tabla 4. Esquema de los blancos realizados. La biomasa de los enriquecimientos originales 7 y
10 que tenian 125 dias de incubacion se utilizaron para inocular los blancos BL7 y BL 8 que se
prepararon al subcultivar los enriquecimientos iniciales a medio fresco. Se mantuvieron las
mismas condiciones de cultivo utilizadas para los enriquecimientos originales.
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Para los experimentos con NAG se hicieron tomas de la biomasa de los viales 7 al 12 y
7" al 12" con 224 dias de incubacidn totales, a los que se design6 C7 al C12 y B7 al B12
respectivamente (el lodo de los viales 7°al 12" tenia 125 dias de incubacion en el medio
inicial y 99 dias en medio fresco lo que completaba los 224 dias totales de incubacién).
Se utilizé también una nueva muestra de lodo, designando a los viales como Al al A6.
Este nuevo lodo estudiado correspondié a una muestra de la entrada al reactor tomada el
25.01.2006.

A los 56 dias de incubacion con NAG de los viales Al al A6y Cl al C6 y 24 dias de
incubacion con NAG de los viales Bl al B6 fueron traspasados todos los
enriquecimientos a medio fresco, designandolos respectivamente viales Al-2 al A6-2,
C7-2 al C12-2, y B7-2 al B12-2) (tablas 5a y 5b).

Vial In6culo NO;~ Vial Indculo NO;~
Al Lodo A - Al-2 Lodo Al -
A2 Lodo A - A2-2 Lodo A2 -
A3 Lodo A - A3-2 Lodo A3 -
A4 Lodo A X A4-2 Lodo A4 X
A5 Lodo A X A5-2 Lodo A5 X
A6 Lodo A X AB-2 Lodo A6 X
C7 Lodo 7 - C7-2 lodo C7 -
C8 Lodo 8 - C8-2 lodo C8 -
C9 Lodo 9 - C9-2 lodo C9 -
C10 Lodo 10 X C10-2 lodo C10 X
Ci11 Lodo 11 X C11-2 lodo C11 X
C12 Lodo 12 X C12-2 lodo C12 X
B7 Lodo 77 - B7-2 Lodo B7 -
B8 Lodo 8 - B8-2 Lodo B8 -
B9 Lodo 9 - B9-2 Lodo B9 -
B10 Lodo 10 X B10-2 Lodo B10 X
B11 Lodo 11° X B11-2 Lodo B11 X
B12 Lodo 12 X B12-2 Lodo B12 X

Tabla 5a Esquema de los enriquecimientos con NAG vy los diferentes indculos utilizados. Lodo
A; muestra de lodo de entrada al reactor del 25.01.2006. Lodos 7 al 12; biomasa de los
enriquecimiento originales 7-12 que ya tenian 224 dias de incubacion en extracto celular. Lodo
7°-12"; biomasa de los enriquecimiento 7°-12° con extracto celular, que tenian 99 dias de
incubacion en medio fresco y que habian sido subcultivados de los enriquecimientos originales
7 al 12. Todos los enriquecimientos en NAG fueron subcultivados a medios frescos,
manteniendo las mismas concentraciones de cultivo utilizadas para los enriquecimientos
originales. Los viales Al al A6y los C7 al C12 fueron subcultivados a medio fresco luego de 56
dias de incubacion con el sustrato NAG, designando a los nuevos enriquecimientos como Al-2
al A6-2, C7-2 al C12-2 respectivamente. Los viales B7 al B12 fueron subcultivados a medio
fresco luego de 24 dias de incubacion en NAG, designando a los enriquecimientos como B7-2 al
B12-2 respectivamente.
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Blanco Inéculo | NAG [ NO;~
blanc - X - .
Tabla 5b. Esquema de los blancos realizados en
Blancy - X X los epriquecimientos con NAG como _sus_trato.
Bia Lodo A i i Se utilizaron la biomasa de los en_rlque0|m|ento§
BLan Lodo A ) X 7y 10 par_a los _blzfmcos de lodo s_ln y con NO,
B, Lodo 7 ) ) en !os enriquecimientos de_ los viales C._ I_En los
enriquecimientos de los viales B se utilizaron
BLion Lodo 10 - X . -
B Lodo 7 para los blancos de lodo sin y con NO, a la
BL7 Lodo 10 N biomasa de los viales 77y 10" respectivamente.
L1 odo ' Al subcultivar a medio fresco se utilizaron para
BLa i X i los blancos de lodo sin y con NO,
BLay ) X X respectivamente las siguientes biomasas; para
Bra: Lodo Al - - los viales A, los lodosAly A4, para los viales
BLaan Lodo A4 - X C, los lodos C7 y C10, y para los viales B, los
Blanc, | Lodo C7 X i lodos B7 y B10. Se mantuvieron las mismas
Bl Lodocto | x N concentraciones de cultivo utilizadas para los
anc czv | 1000 enriquecimientos originales.
Blanc g, Lodo B7 X -
Blanc g.n | Lodo B10 X X

Enriquecimientos con extracto de levadura y extracto celular como sustrato

Para los célculos de concentracion del extracto celular se consideré CsH;O,N como la
relacion existente entre los componentes de una célula y que los sélidos suspendidos
volatiles eran de 3 g/L (dato suministrado por la empresa). De esta forma se determino
la cantidad de NO3™ para consumir el sustrato.

Los primeros sustratos ensayados fueron extracto de levadura (viales 1 al 6) con una
concentracion en los viales de 2 g/L y extracto celular del lodo en estudio esterilizado
en autoclave en los viales 7 al 12, con una concentracién de 0,5 mM, en los 50 mL de
medio (anexo 1). Las soluciones de extracto de levadura y extracto celular se
esterilizaron en autoclave a 1,1 atm por 15 min (el lodos se esteriliz6 méas de una vez).
Los ensayos Yy los blancos respectivos se esquematizaron en las tablas 3 y 4.

Los ensayos fueron realizados por triplicado con y sin NO3’, incubandose a 30°C. La
concentracion de NO3™ fue de 10 mM en los viales con extracto de levadura y de 4 mM
en los de extracto celular. EI consumo del NO3” se siguié mediante deteccion con tirilla
reactiva (Quantofix , Macherey-Nagel Gmbh & Co. KG) y mediante el cambio del color
del medio debido al cambio de color de la resurzina, provocado por la variacion del
potencial redox a consecuencia de la desaparicion del NO3'.

En los ensayos con NOj3 se realimentd con sustrato cuando el NOjz agregado se

consumia, y en los de sin NO3™ aproximadamente cada 15 dias.
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A los 125 dias se subcultivaron a medio fresco los viales con extracto celular
designando a los nuevos viales como viales 7° al 12" y se realizaron los blancos
respectivos (tablas 3y 4).

Enriquecimientos con NAG

Posteriormente se ensayd NAG como sustrato, con una concentracion en los viales de 5
mM en presencia y ausencia de NOs’, donde este Ultimo tenia una concentracion de 30
mM. Los ensayos se hicieron por triplicado, incubandose a 30°C con sus blancos
respectivos (tablas 5a y 5b). En estos enriquecimientos el consumo de NOj3 se
determin6 por HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (anexo tabla 25¢) o
por tirilla reactiva (Quantofix®). Las soluciones de NOs y NAG se esterilizaron por
filtracion con filtro estéril con un didmetro de poro de 0,2 pum.

A los 56 dias de incubacion de los viales Ay C y a 24 dias de incubacién de los viales
B, se subcultivaron todos los ensayos con NAG a medio fresco (designandolos como
viales; Al1-2 — A6-2; B7-2 — B12-2, C7-2 — C12-2 respectivamente) (tabla 5a).

Para medir la concentracion de NAG primero se determind la absorbancia a A = 540 nm
en espectrofotometro con lampara de tungsteno (espectrofotometro GENESYS 5) pero
no se obtuvieron valores reproducibles. Finalmente se utiliz6 la técnica de
determinacion de azlcares reductores con dinitrosalicilico (DNS) por
espectrofotometria (Miller, 1959) como se especifica en el anexo 1, realizando las

medidas por triplicado.
Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

La técnica de FISH se utiliz6 para monitorear el crecimiento de los OFC en los
enriquecimientos. Para aumentar el rango de deteccion de microorganismos se
utilizaron dos sondas a la misma vez CFX1223 y GNSB941 que cubren el filo
Chloroflexi (Bjornsson, et al., 2002, Gich, et al.,, 2001) (IDT Integrated DNA
Technologies, Inc).

Para la fijacion se centrifugaron dos volumenes (600 pl) de células y se resuspendieron
en un volumen de PBS 1X (300 uL), mezclandose luego con tres volimenes de solucién
al 4% de paraformaldehido-PBS fria (900 ul), incubandose por 4-24 horas a 4°C. Luego
se centrifugd por 10 min a 7000 rpm y se descartd el sobrenadante. El pellet se
resuspendio en un volumen de PBS (300 uL). Luego de agitar con Vortex se repitio el
centrifugado, resuspendiendo nuevamente el pellet en un volumen de PBS (300 pL). Se
agregd igual volumen de etanol absoluto y se mezcl6. Las muestras se conservaron a —

20°C hasta ser analizadas.
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En cada pocillo del portaobjetos se colocaron 10 uL. de muestra dejando secar al aire o
en estufa a 55°C. Se deshidrato con tres series de tres minutos cada una de etanol al 50
%, 80 % y 96 % respectivamente, dejando secar al aire. Para la etapa de hibridacién, se
colocaron 10 uL de buffer de hibridacién que para 2,0 mL de buffer y las sondas
utilizadas consistié en; 40 uL Tris-HCL 1M pH 8, 360 uL de NaCl 5 M, 700 uL de
formamida (35 %), 900 uL de agua miliQ, 2 uL de SDS. Se agreg6 1 uL de cada sonda
(50 ng/uL) por pocillo, incubando de 9 min a 4 horas a 46°C, en camara humeda y
oscuridad.

Luego se realizé un lavado con 1-2 mL de buffer de lavado a 48°C que para 50 mL
contiene; 1,0 mL Tris-HCL 1M pH 8, 500 uL EDTA 0,5 M, 700 uL NaCl, agua MQ
hasta 50 mL y 50 pL de SDS. Se sumergid el portaobjeto en buffer de lavado a 48°C por
10 min. En este punto se agregd DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) tal que la
concentracion final fue de 0,025 pg/mL. Luego se lavo el portaobjeto con agua MQ fria
y en oscuridad a temperatura ambiente. Se monto el portaobjeto con 3 uL citifluor por
pocillo, se colocd el cubreobjeto para observar la muestra al microscopio de
fluorescencia.

Al principio se clasificaron los acimulos segun el criterio subjetivo propuesto por
Eikelboom (Eikelboom, 2000), que establece el indice de Filamentos (IF) dentro de una
escala del 0-5, dependiendo la cantidad de filamentos presentes en los acumulos. Se
utilizaron los valores intermedios de la escala, asignandole los nimeros 3, 4 y 5 segun
tuvieran entre 1 a 5, 6 a 20 o mas de 20 filamentos respectivamente (tabla 6).
Finalmente dado las dificultades de contar los filamentos dentro de los acimulos se
tom6 como método de cuantificacion el % de campos positivos frente a los campos

totales analizados.

N° caracteristica Tabla 6. Clasificacion subjetiva de
3 entre 1y 5 filamentos por floculo los acumulos segun  Eikelboom,

_ dependiendo de la cantidad de
4 | entre 5y 20 filamentos por floculo filamentos observados en ellos
5 mas de 20 filamentos por floculo (Eikelboom, 2000).

Extraccion de ADN
Se tomaron muestras de la biomasa de los enriquecimientos y de los lodos. Se extrajo el
ADN utilizando el kit “Ultra clean/soil DNA isolation” (MoBio) siguiendo ¢l protocolo

sugerido por el manual del kit a partir de 1,0 mL de la muestra (anexo 4).

43



4.2 Andlisis de secuencias del gen ARNr 16S de OFC obtenidas de

enriquecimientos previos

Analisis de bibliotecas de genes del ARNr 16S (placas N1, D1, T1)
Se analizaron tres bibliotecas genomicas realizadas previamente por la Dra. Claudia
Etchebehere en la Michigan State University de a partir de muestras de tres

enriquecimientos diferentes (tabla 7).

Enriquecimientos Placas de Clones
acetato/nitrato (anaerobio) placa N1 LiB 16S
acetato/AQDS (anaerobio) placa D1 16S

acetato-H,/TCE (anaerobio) placa T1 LiB 16S

Tabla 7. Esquema de los tres enriquecimientos previos con los que se
construyeron las bibliotecas de clones de los genes ARNr 16S. AQDS-
Antraquinona-2,6-disulfonato, TCE-Tricloroeteno.

El in6culo para los enriquecimientos con los que se construyeron las bibliotecas
gendmicas, provino de un reactor desnitrificante UASB alimentado con acetato y
nitrato. A partir del ADN extraido de los enriquecimientos, se amplificd el gen del
ARNr 16S por PCR convencional. Se utilizd primer universales para el dominio
Bacteria, el forward 27F (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"), correspondiente a la
posicion 8+27 (numeracion Escherichia coli); y el reverse 1522R (5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3"), correspondiente a la posicion 1522+1542 (IDT
Integrated DNA Technologies, Inc). El producto de PCR (amplificacién del gen ARNr
de 16S) fue clonado utilizando el kit para el clonado TOPO TA cloning kit
(Invitrogene™) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Estos procedimientos
fueron realizados por la Dra. Etchebehere.

Amplificacion por PCR del gen ARNr de 16S de los clones

En este trabajo se analizé los clones obtenidos en las bibliotecas gendmicas descriptas.
Se partid de cultivos de los clones obtenidos y se amplifico el inserto de cada clon. Para
ello se utiliz6 una mezcla de reaccion conteniendo para 25 pl; 2,5 puL Buffer 10x, 0,75
uL MgCl,; 50 mM, 0,25 pL BSA, 1,25 puL dNTPs, 19,6 puL H,0, 0,25 pL primer T7,
0,25 pL primer T3, 0,125 uL Taq Polimerasa (Invitrogene™), en la mezcla de reaccion
de resuspendio parte de la colonia de cada clon. Inicialmente se llevo a 92°C durante 2
min 10 seg. Se realizaron 25 ciclos de 94°C (1 min), 55°C (1 min), 72°C (1min). Se
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realizd una extension final de 7 min a 72°C. Se utilizaron los primer T7 cuya secuencia
es 5-TACGACTCACTATAGGGC-3, y el primer T3 cuya secuencia es 5'-
TAACCCTCACTAAAGGGA-3 dirigidos a la secuencia del plasmido (IDT Integrated
DNA Technologies, Inc.). Cada reaccion fue luego analizada por electroforesis en gel
de agarosa 0,8 % en TBE 0,5X, con un marcador de peso molecular de 1kb (Invitrogen).
La corrida fue realizada a 100 V por 15-20 min hasta que el colorante azul de
bromofenol llegara al final del gel. Cada gel fue tefiido con 10 uLL de Bromuro de Etidio
10 pg/uL en 200 mL de agua durante 30 min. Luego se lavé con agua, se observo con el

transiluminador y se fotografié con camara digital (Kodak digital science, EDAS 120).

Andlisis de restriccion en amplificados de ARNr (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Andlisis: ARDRA)

Los amplificados obtenidos se utilizaron para el tratamiento con enzimas de restriccion.
Cada reaccion de restriccion de 30 pL contenia; BSA (20mg/mL) 0,2 ul, agua MQ 15.8
uL, Buffer C 10x 3.0 uL, Hha I 1,0 uL (Invitrogen), producto de PCR 10,0 uL. Cada
reaccion fue incubada a 37°C en bafio de agua durante toda la noche o al menos durante
4 hs, y luego inactivada a 65°C durante 10 min. Los fragmentos se separaron por
electroforesis en gel de Agarosa (Methaphor) 3,5 % en TBE 1X, cargandose 20 uL de
cada reaccion mas 3 pL de Loading buffer 6X. Se utiliz6 el marcadores de peso
molecular N° VV (Roche Gmb) La corrida se realiz6 a 100 V hasta que el colorante azul
de bromofenol llegara al final del gel. Cada gel fue tefiido con 10 uLL Bromuro de Etidio
10 pg/ul en 200 mL de agua durante 30 min. Luego se lav6 con agua y se observé con
el transiluminador y se fotografié con camara digital (Kodak digital science, EDAS
120). Se observaron los patrones obtenidos y los de la placa N1 fueron comparados con
el software GelCompar (version 4.2; Applied Maths 1992-1997, Kortrij, Belgium).

Secuenciado y analisis de secuencias

Se secuencio el producto de PCR proveniente de;

-10 amplificados 1500 pb y 10 de 1000 pb de la placa D1 (tabla 19).

-19 amplificados de 1000 pb de la placa T1 (tabla 19).

-19 clones de los 10 perfiles de ARDRA dominantes de la placa N1, cuyo peso
molecular era de 1500 pb (tabla 20).

La secuenciacion fue realizada en un analizador de genes ABI Prism 3700 (Applied
Biosystem) del Genomics Technology and Support Facility de la Michigan State
University. Se analizé la similitud de las secuencias obtenidas con las secuencias de la

base de datos GeneBank utilizando al herramienta BLAST asi como las herramientas
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SEQMATCH, CLASIFIER, y TREE BUILDER del RDP (Cole et al., 2011, Wang et
al., 2007).

Anélisis filogenéticos de secuencias del gen ARNr 16S de Chloroflexi obtenidas en

trabajos previos

Se construyeron arboles filogenéticos del filo Chloroflexi con la secuencia N1 (la Gnica
secuencia del filo obtenida de la placa N1), con secuencias obtenidas previamente por la
Dra Etchebehere en estudios anteriores con reactores UASB desnitrificantes (tabla 8) y
con secuencias obtenidas de los lodos de un reactor SBR de tratamientos de efluentes de
una curtiembre. Se utilizaron también secuencias de organismos aisladas del filo
Chloroflexi obtenidas del banco de datos GenBank del NCBI y secuencias recuperadas
con la herramienta Segmatch del RDP. Los analisis filogenéticos y evolutivos
moleculares se realizaron utilizando el programa MEGA version 5,2 (Tamura et al.,
2011) y la herramienta Tree builder del RDP (Cole et al., 2011).

CLON |PRIMER Sustratos/aceptor de e
31 Bacteria lixiviados de vertedero/NO;’
10lix Bacteria lixiviados de vertedero/NO;’
48G Bacteria | efluente de reactor metanogénico de cerveceria/NOz
64G Bacteria | efluente de reactor metanogénico de cerveceria /NO5’
58C DHC Acetato/NO;’
99C DHC Acetato/NO3
10dhc DHC Acetato/NO;’
11dhc DHC Acetato/NO;’
T5 DHC Acetato/NO5
T10 DHC Acetato/NO;’
T14 DHC Acetato/NO5
T20 DHC Acetato/NO;’
H3 Bacteria Acetato/NO; + Tenso Activo
N1 Bacteria Acetato/NOy
AO06 Bader | Bacteria | Mmuestra directa del lodo de reactor SBR de curtiembre
GO6 Bader | Bacteria | Myestra directa del lodo de reactor SBR de curtiembre
B12 Bader |Bacteria | \Muestra directa del lodo de reactor SBR de curtiembre

Tabla 8. Cuadro con los clones obtenidos previamente de reactores UASB desnitrificantes a escala
de laboratorio y de un reactor SBR, que contenian secuencias del filo Chloroflexi. Se indican los
tipos de primers utilizados, la composicion del sustrato y el aceptor de electrones. La sustancia
tenso activa fue agregada porgue en el reactor existian problemas de sedimentacion. Los primer de
Bacteria fueron el 27F y 1492R (Alm et al., 1996), los de DHC fueron el Fp DHC1 y el Rp
DHC1377 (Loffler, et al., 2000).
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Analisis bioinformaticos: Estudio de cobertura de las sondas, cebadores (primers)

y de enzimas de restriccion para diferenciar el filo

Para poder disefiar un método de T-RFLP especifico para los OFC es necesario conocer
primero cual o cudles son los posibles primers que detectan mejor el filo. En el T-RFLP
se utiliza el marcado del primer con un fluoroforo en el extremo 5 para su posterior
visualizacion. Luego se necesita conocer cual o cuéles enzimas de restriccion permiten
obtener fragmentos de longitudes diferentes al digerir los productos de PCR en estudio.
Los extremos marcados con el fluor6foro de los fragmentos obtenidos, son luego
separados por electroforesis y visualizados en un secuenciador automatico.

Sondas

En esta seccion se recopilaron datos de las diferentes sondas que cubren el filo
Chloroflexi, para poder disefiar un método de analisis de estos organismos. Se analizd
cuéles serian los primers mas adecuados para PCR para el método T-RFLP especifico
para el filo. Los datos de las sondas fueron obtenidos de la base de datos de probeBase
(Loy, et al., 2007). El analisis de las sondas se realiz6 con la herramienta ProbeMatch
del RDP. Se compararon las sondas definidas en la bibliografia que cubren todo el filo o
parte de él (tabla 9). Se selecciond las secuencias de organismos aislados asi como de

organismos no cultivados del filo.

Largo

Sonda Blanco (1) Secuencia Referencia

Probe: 5 CCATTGTAGCGTGTGTGTMG 3'
CFX1223 filo Chloroflexi 1223-1242 Bjornsson et al., 2002
Target: 5 CKACACACACGCTACAATGG 3'

Probe: 5AAACCACACGCTCCGCT 3'
GNSB941 filo Chloroflexi 941-957 Gich etal., 2001
Target: 5’ AGCGGAGCGTGTGGTTT 3'

Probe: 5' CCCCGTAGGAGTCGGGAC 3'
CFX1A331 Candelineae 331-348 Yoon et al., 2010
Target: 5' GTCCCGACTCCTACGGGG 3'

Probe: 5' ACCGGGGTCTCTAATCCC 3'
CFX784 clase Anaerolineae 784-801 Bjornsson et al., 2002
Target: 5' GGGATTAGAGACCCCGGT 3'

filotipos no cultivados Probe: 5TCCCGGAGCGCCTGAACT 3'
CFX197 197-214 Speirs et al., 2009
de la clase Anaerolineae Target: 55 AGTTCAGGCGCTCCGGGA 3'

Probe: 5TAGCCCGCCAGTCTTGAACG 3'
633-652 Sekiguchi et al., 1999
Target: 55CGTTCAAGACTGGCGGGCTA 3'

algunos clones del

GNSB633 subfilo |

Probe: 5CACGTGTTCCTCAGCCGT 3'
CFX109 "Chloroflexi" 109-126 Bjornsson et al., 2002
Target: 5’ ACGGCTGAGGAACACGTG 3'

algunos Probe: 5’AGCTCCAGTTCACACTGTTG 3'
1259-1278 Yang y Zeyer, 2003

Dhe12s9t | oo .
ehalococcoldes spp. Target: 5CAACAGTGTGAACTGGAGCT 3'

Tabla 9. Esquema de las sondas analizadas. Se detallan los grupos blancos, el largo de la sonda,
asi como la secuencia blanco. Los detalles de las sondas estan disponibles en probeBased (Loy
et al., 2007).
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Enzimas de restriccion

Para disefiar un método de T-RFLP especifico del filo y ver si existe algin patron que
sirva para diferenciar entre las familias o géneros de los OFC, se analizaron los
fragmentos que se obtienen con las enzimas de restriccion Msp | Tag | y Hha | (tabla
10). Para ello se obtuvieron de las bases de datos del NCBI y del RDP, las secuencias
completas y parciales de los genes del ARNr 16S de los organismos aislados del filo.
Luego se utilizo el programa MEGA 5.2 para alinear las secuencias y buscar el sitio de
unién al primer y los lugares de corte de las diferentes enzimas en las secuencias
analizadas, y asi determinar in silico el tamafio del fragmento N-terminal (se utilizo el
primer general para Bacteria 27F). En las secuencias que no tenian el sitio de union para
el primer, se estimo el tamafio del fragmento N-terminal. Para esta estimacion luego de
alinear las secuencias, se ubicd la secuencia de un microorganismo en la que si se
encontrara el sitio de unién y se estimé los nucleétidos que faltaban en las secuencias

sin el sitio de union, hasta encontrar dicho sitio.

RECONOCIMIENTO Y
ENZIMA REFERENCIA
PUNTO DE CORTE
Msp | C CGG Linetal. 1989
Taq | T CGA Barany et al., 1992
Hha | GCG CC Roberts el al., 1976

Tablal0. Enzimas de restriccidn con sus sitios de reconocimiento y puntos de corte.
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5. Resultados obtenidos y discusion

5.1 Enriquecimientos realizados

Observacion macroscopica

El resumen de las observaciones realizadas se detalla en las tablas 11, 12a, 12b, 13a 'y
13b.

Enriquecimientos con Extracto de Levadura como sustrato

Luego de 125 dias de incubacién se descartaron los enriquecimientos con extracto de
levadura por presentar crecimiento fermentativo muy marcado con gran produccion de
gas y pH é&cido (entre 5y 6 determinado por tirilla reactiva). Dado que los OFC son de
crecimiento muy lento, no podrian competir con las bacterias fermentativas de rapido
crecimiento, por lo cual se decidi6 descartar estos enriquecimientos (anexo 1, tablas 26a
y 26b).

Enriquecimientos con Extracto Celular como sustrato

Enriguecimientos sin NO3
Viales 7 al 9
El color del medio altern6 entre verde-amarillento y gris. Se observaron lodos negros,

lo que podria indicar la presencia de S que con algo de Fe*? precipita como FeS.

Con el paso de los dias se observo al lodo méas agregado, comenzado a observarse lodos
con ciertas dificultades para precipitar a los 267 dias de incubacion.

A los 267 dias de incubacién se observd la formacion de cristales en forma de agujas
doradas que también se observaron en los blancos de extracto celular con y sin NO3'.
Estos cristales estarian indicando en estos sustratos complejos la existencia de
transformaciones quimicas. No se observé formacion de gas durante los 395 dias de
incubacion (tablas 27a'y 27e).

Viales 7°al 9

El color del medio altern6 entre verde-amarillento y gris. Se observaron lodos negro-
grisaceos en los que se aprecid la formacion de agregados o biofilm y a los 143 dias de
subcultivados (267 dias totales) ciertas dificultades para precipitar. Durante el tiempo de
incubacion no se observd en los viales ni en los blancos respectivos la presencia de

cristales dorados ni de gas (anexo 1, tablas 27c y 27e).
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Enriguecimientos con NO7"
Viales 10 al 12

El medio permaneci6 mayormente rosado, lo que indicé poco consumo de NO3™. El
lodo paso de un color grisaceo (a los 138 dias de incubacion) a un lodo negro (a los 192
dias de incubacidn), observandose la formacion de agregados o biofilm. Luego de 274
dias de incubacion se observé algo de produccion de burbujas de gas que también se
observo en el blanco BL6 de extracto celular y NOs™ (anexo 1, tablas 27b y 27e).

Viales 107al 12

El medio permanecié mayormente rosado, tornandose amarillo verdoso a los 67 dias de
subcultivado. El lodo pasé de un grisdceo a un negro amarronado a los 143 dias
subcultivado tornandose de color beige a los 252 dias de subcultivado.

Se observo la presencia de biofilm y durante el tiempo de incubacion no se observo la
produccion de gas.

En el blanco de lodo BL 7 (inoculado con biomasa del vial 7 que tenia 125 dias de
incubacion) se observo la formacion de biofilm y algunos grumos negros, mientras que
en el blanco BL 8 de lodo y NO3™ (inoculado con biomasa del vial 10 que tenia 125 dias
de incubacion) no se observé la formacion de biofilm pero si algunos grumos negros
(anexo 1, tablas 27d y 27e).

Enriquecimientos con

Extracto de Levadura Observa,cpn Obs. por Con_sumo Comentarios
macroscopica FISH | de nitrato
como sustrato
Se observa abundante
. L ., Se descartan
Medio . crecimiento, formacion C
. |viales1,2y3 por crecimiento
anaerobio de gas, descenso de .
fermentativo.
pH.
. Abundante
Medio e ., Se descartan
. . crecimiento, formacioén C
anaerobio | viales 4,5y 6 por crecimiento
: de gas, descenso de .
con NO3 oH fermentativo.

Tabla 11. Resumen de las observaciones macroscopicas y por FISH de los
enriquecimientos con Extracto de Levadura como sustrato en presencia y ausencia de
NO; como aceptor de electrones.
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Enriguecimientos con
Extracto de Celular como

Observacion
macroscopica

Observacion por FISH
(GNSB941-CFX1223)

Comentarios

El medio alterné entre
verde amarillento y gris,
se observa oscurecimiento
de la biomasa, formacion
de biofilms, dificultades
para precipitar y la
presencia de cristales.

Se observaron
organismos filamentosos,
la mayoria de ellos cortos

y finos, mayormente
dentro de los acimulos.

Dificultades para cuantificar
por FISH. En las muestras de
lodo del reactor, los
filamentos se veian en mayor
ndimero, mas grandes y
definidos que en los
enriquecimientos.

sustrato
viales 7,8y 9
Medio
anaerobio
viales
subcultivados
7,8y9

El medio alterno entre
verde amarillento y gris,
se observa oscurecimiento
de la biomasa, formacién
de biofilms, dificultades
para precipitar

idem. Se apreci6 una
tendencia al aumento de
los filamentos con el
tiempo.

Dificultades para cuantificar
por FISH. Se observd un
mayor nimero de filamentos
gue en los enriguecimientos
con NOg'.

Tabla 12a. Resumen de las observaciones macroscépicas y por FISH de los enriquecimientos con Extracto Celular

como sustrato.
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Enriquecimiento con NAG como

sustrato

Observacion
macroscopica

Observacion por
FISH

Comentarios

Medio
anaerobio

Viales Al, A2y A3

Medio trasldcido. Se
observa un color beige-
grisaceo de la biomasa,
y algo de produccién de

Se observo escasos
acimulos y un
aumento en el

nimero de
filamentos del filo

Dificultades para
cuantificar el consumo de
NAG, asi como para la
cuantificacion por FISH
debido a los cristales de

Viales C7,C8y C9

gas. los que eran muy
dispersos y delgados. NAG.
Se observo escasos
Se observa

oscurecimiento de la
biomasa del color gris
al negro, turbidez del
medio y algo de
produccién de gas.

acumulos y un
aumento en el
nimero de
filamentos del filo,
los que eran muy

dispersos y delgados.

Dificultades para
cuantificar el consumo de
NAG, asi como para la
cuantificacién por FISH

Viales B7, B8 y B9

Se observa
oscurecimiento de la
biomasa del color beige
al negro, y algo de
produccion de gas.

Se observo escasos
actmulos y un
aumento en el

namero de
filamentos del filo
los que eran muy
dispersos y delgados.

Dificultades para
cuantificar el consumo de
NAG, asi como para la
cuantificacion por FISH.

Tabla 13a. Resumen de las observaciones macroscopicas y por FISH de los enriquecimientos con NAG como sustrato.




Enriquecimiento con NAG como
sustrato

Observacion
macroscopica

Observacion por
FISH

Consumo de
nitrato

Comentarios

Viales A4, A5y A6

Se observa la biomasa

de color beige-grisécea,

COon grumos marrones.

Se observo escasos
acimulos y un
aumento en el

nimero de
filamentos del filo
los que eran muy

dispersos y delgados.

No se detect6
consumo total de
nitrato y nitrito.

Dificultades para
cuantificar el consumo de
NAG, asi como para la
cuantificacion por FISH

Medio
anaerobio
con NOy

Viales C10, C11y C12

Se observa poco
oscurecimiento de la
biomasa, y algo de
produccién de turbidez

y gas.

Se observo escasos
acmulos y un
aumento en el

nimero de
filamentos del filo
los que eran muy

dispersos y delgados.

Se detect6 consumo
total de nitrato y
nitrito.

Dificultades para
cuantificar el consumo de
NAG, asi como para la
cuantificacion por FISH.

Viales B10, B11y B12

Se observa la biomasa

de color beige algo de

turbidez del medio y
produccion de gas.

Se observo escasos
acmulos y un
aumento en el

nimero de
filamentos del filo
los que eran muy

dispersos y delgados.

No se detect6
consumo total de
nitrato.

Dificultades para
cuantificar el consumo de
NAG, asi como para la
cuantificacion por FISH.

Tabla 13b. Resumen de las observaciones macroscopicas y por FISH de los enriquecimientos con NAG como sustrato y nitrato (NOS_)

como aceptor de electrones.




Enriquecimientos con N-acetilglucosamina (NAG) como sustrato

Puesta a punto para la cuantificacién del NAG:

Para medir la concentracion de NAG se construy6 una curva de calibracion midiendo la

absorbancia a 540 nm en espectrofotdmetro con ldmpara de tungsteno (Genesys 5). No

se obtuvieron valores reproducibles a pesar de realizarse varias medidas y por

triplicado. Se decidié entonces utilizar la técnica de determinacion de azucares

reductores del dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959) midiendo la absorbancia a 540 nm

siguiendo la técnica del protocolo adjunto (anexo 1). Se construyd la siguiente curva de

calibracion a partir de una solucion stock de 11,06 mg/mL. La solucion asi como sus

diluciones se prepararon y midieron el mismo dia (tabla 14, fig. 8).

conc.(ug/mL) Abs; Abs; Abs promy,
750 0,216 0,220 0,2180
500 0,145 0,145 0,1450
250 0,043 0,041 0,0420
125 0,011 0,012 0,0115
100 0,009 0,008 0,0085
50 0,003 0,000 0,0015
curva de calibracdin
0.3
T ]
o 8:45 /%/
Ci o4
-500 505 0 500 1000

conc ug/ml

Tabla 14. Medidas de
las absorbancias de las
soluciones de NAG de
concentracion conocida,
para la construcciéon de
la curva de calibracion.
Las soluciones fueron
preparadas y medidas en
el mismo dia siguiendo
el método de DNS.

Fig. 8 Curva de
calibracion para la
determinacion
espectrofotométrica
de la concentracion
de NAG por el
método de DNS.

Se obtuvieron valores reproducibles en los duplicados y un buen coeficiente de

correlacion (R? = 09934) en un rango de concentraciones desde 1000 pg/mL a 100

pg/mL.
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Determinacién de las concentraciones de NAG en los enriguecimientos

Al medir las concentraciones de NAG en los viales a los 45 y 54 dias de incubacion se
obtuvieron los valores indicados en el anexo 1 en la tabla 28a.

Si bien se observé una disminucion de la concentracion del NAG en todos los viales, al
medir las absorbancias de los blancos de NAG vy calcular sus concentraciones
respectivas utilizando la curva de calibracion, también se observd en ellos una
disminucion de la concentracion de NAG (tabla 15).

Se observo al microscopio en fresco los blancos para poder determinar si habia
problemas de contaminacion. Se constatd dos problemas, por un lado algunos de los
viales se contaminaron y por otro se observé un precipitado blanco en algunos de ellos.
El blanco BL,n (NAG y NOg3) fue descartado a los 6 dias de incubacion por estar
contaminado, lo que se constatd por la presencia de gas en el vial y por observacion al
microscopio.

En los blancos blanc (NAG), blancy (NAG yNO3) y BLgn (NAG y NO3") se aprecio la
presencia de un precipitado blanco, a pesar que la solubilidad del NAG en agua (50
mg/mL, indice Merck 2007) esta por arriba de la concentracion de los viales (1,1
mg/mL). En estos blancos precipitados, BLgy Yy sobre todo blanc y blancy (que fueron
los que se realizaron al comenzar los enriquecimientos), la medida de la concentracion
de NAG fue menor a la agregada (tabla 15). Por lo tanto la disminucién en la lectura de
la absorbancia en los viales (y por ende en la concentracion calculada) se podria deber a
la formacion del precipitado y no solo a la utilizacion de ese sustrato por los
microorganismos.

Se prepar6 una nueva solucién de NAG (22,12 mg/mL) y se realizaron dos nuevos
blancos de NAG sin y con NOs (BLg y BLgx) con dicha concentracion y un blanco mas
diluido de NAG con NO3 (BL,x 5,53 mg/mL) para determinar si el medio de cultivo
afectaba la solubilidad del NAG.

En la tabla 15 se esquematizan los valores obtenidos para las concentraciones de NAG
medidas en los distintos blancos y soluciones preparadas. Por lo observado al analizar la
tabla 15, la formacion del precipitado podria estar relacionado con la presencia de NOs’,
el tiempo de incubacion y/o con la concentracion de NAG.

Cuando se midio una solucion control de 750 pg/mL preparada el dia anterior a la
medida, se observé un valor 28 % menor que lo esperado, mientras que la solucion
usada de la curva de calibracion se prepard y midié en el momento. También se midid

un blanco preparado en el momento el cual dio un valor proximo al esperado en la
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curva. Esto podria sugerir que hay un efecto del tiempo sobre las soluciones de NAG
que hace que no se pueda detectar su consumo con el método aplicado.

El otro problema fue la contaminacion de las soluciones y blancos de NAG (tabla 16).
Se descart6 que la contaminacion de los blancos proviniera de la solucién de NO3™ ya
que no se detecté contaminacion al observar al microscopio una muestra de esta
solucién. Al observar al microscopio la solucién stock de NAG (que tenia 13 dias de
preparada) se observo la presencia de microorganismos. Dichos microorganismos
podrian provenir de la propia solucién de NAG debido a los métodos de obtencion
biotecnoldgicos (Chen et al., 2010, Rao et al., 2000, Rao et al., 2005), ya que las
soluciones presentaban rapidamente evidencias de contaminacion a pesar de haber sido
filtradas. La degradacion del NAG por parte de estos microorganismos contaminantes
podria a su vez incidir en la disminucion de dicha concentracion en los blancos.

Por lo tanto en base a las observaciones hechas en los blancos, no se puede afirmar que
las medidas de las concentraciones NAG obtenidas en los viales, fueran debidas al

consumo de este sustrato por los microorganismos del inoculo.

Conc. de Conc. de NAG »
) o 1 Observacion
Blancos NAG medida inicial )
(dias) macroscopica
(Mg/mL) (Mg/mL)
Incoloro
Blanc 126 993 64 o
c/precipitado
Rosado c/precipitado
blancy ¢/NO3’ 128 958 64
blanco
BL, 890 993 7 Rosado intenso
BLg 881 993 1 Rosado intenso
Incoloro
BLgn (¢/NO3) 648 958 1 o
c/precipitado
BL,n (¢/NO3 458 479 1 Rosado s/ precipitado
Sol. control 750
538 750 Q)
pg/mL
Blanco (S/NO;3 )= 1007 993 0

Tabla 15. Comparacion de las concentraciones de NAG en los blancos. Conc. de NAG medida:
concentracién promedio calculada partir de la curva de calibracion. Conc. de NAG esperada:
concentracién esperada a partir de la cantidad de NAG utilizada. Se detallan los dias de incubacion
y la observacién macroscopica de los mismos. La composicion de cada blanco se detalla en la tabla
5b. (1) 1 dia de preparada la solucién, no es un blanco por lo que este tiempo no es un tiempo de
incubacion.
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Blanco NAG (mg/mL) | ti. (dias) Observacion microscopica
blanc 11,06 76 No se observan microorganismos, si cristales
blancy ¢/NO; 11,06 76 Se observan bastones delgados
BL, 11,06 19 Se observan microorganismos
BLn 11,06 6 Se observan microorganismos
BL; 22,12 13 Se observan bastones delgados
BLgn C/NO3 22,12 13 Se observan microorganismos
BL,nC/NO;’ 5,53 13 Se observan bastones delgados y filamentos
Sol NAG 11,06 13 Se observan microorganismos

Tabla 16. Observacion microscépica de blancos de NAG con diferentes concentraciones y
diferentes tiempos de incubacién.

Se probaron varios métodos para evitar la formacion del precipitado y la contaminacion
de la solucién de NAG y asi poder poner a punto la técnica para la determinacién del
NAG consumido en los enriquecimientos. A continuacion se detallan los cinco métodos

testados.

1-Ya que el NAG precipita a pH alcalino (como cristales o floculos), se prob¢ acidificar
hasta pH 5 e incubar para ver si se disociaban los cristales (aunque este pH no fuera
adecuado para el crecimiento de los microorganismos). Se tomaron 5,0 mL de un blanco
de NAG precipitado y se acidificé con é&cido fosférico 0,1 M. Al observar al
microscopio los cristales persistian.

2-Se prepard una nueva solucion de NAG y se prepararon blancos menos concentrados
de 5, 10, 15 y 20 pg/mL, en presencia y ausencia de NO3’, dado que existen trabajos en
los que se utiliz6 una concentracion de NAG de 88 uM (20 pg/mL) (Kindaichi et al.,
2004). Debido a que se estaba trabajando por debajo de los valores de deteccion de la
curva de calibracién, no se pudieron determinar su concentracion por el método de
DNS. Al observarlas al microscopio en fresco o con tincion de cristal violeta luego de
un dia de preparadas, se observo que presentaban algunos pocos cristales.

3-Se probo disolver los cristales por tratamiento con ultrasonido, sometiendo soluciones
de 11,06 pg/mL a este proceso. En una solucion se aplico un tratamiento de 1 min con
pulsos cada 1 seg. y en otra uno de 2 min con pulsos cada % seg. Al observarlas al
microscopio ambas soluciones presentaron cristales.

4-Se prepararon blancos con y sin NO3™ utilizando soluciones mas diluidas de NAG

preparandolas en el momento y filtradas dos veces, una vez al preparar la solucion y la
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otra al inocular. Las concentraciones utilizadas fueron de 553 pg/mL, 221,2 pg/mL y
22,12 pg/mL. Se observaron el dia posterior a su preparacion obteniéndose los
resultados mostrados en la tabla 17.

En ninguna de las soluciones doblemente filtradas se observo contaminacion. En
presencia de NO3™ se observaron cristales mas grandes, mientras que en su ausencia se
observaron cristales pequefios, los que dejaron de observarse en bajas concentraciones
de NAG (22,12 pg/mL).

5-Para tener una perspectiva a futuro se estudié la posibilidad de utilizar la
esterilizacion por autoclave de la solucion de NAG. Como la precipitacion podria ser
causada por una enzima, la esterilizacion de la solucion de NAG por autoclave
desnaturalizaria dicha enzima. Por otro lado, se podria evitar la contaminacion de la
solucion, si es que la fuente de dicha contaminacion estuviera en la propia solucion. Sin
embargo, este procedimiento de esterilizacion podria provocar la caramelizacion de la
solucién de NAG, debido a las condiciones a las que seria sometida. Para determinar si
la esterilizacion por autoclave podria ser utilizada como una posible soluciéon a los
problemas de precipitacion y/o contaminacién de la solucion de NAG, se esterilizd por
autoclave una solucion de 62,5 mM comprobandose que dicha solucion no se

caramelizaba.

NAG (ug/mL) NO; (30 mM) Observacioén al microscopio en fresco
553 + cristales grandes y pequefios s/contaminar
553 - cristales pequefios s/contaminar
221.2 + cristales grandes y pequefios s/contaminar
221.2 - cristales pequefios s/contaminar
22.12 + Sin cristales s/contaminar
22.12 - Sin cristales s/contaminar

Tabla 17. Blancos de NAG de diferentes concentraciones en presencia y ausencia de NOs. Se
observaron el dia siguiente a su preparacion.

Resultados obtenidos por la técnica de FISH

En general las sondas CFX1223 y GNSB941 dirigidas al filo Chloroflexi se hibridaron
con organismos de morfologia filamentosa que fueron muy dificiles de cuantificar dado
que se encontraban dentro de los acimulos del lodo y su distribucion no era homogénea.

Se planted inicialmente la clasificacion de los campos observados segun el indice de
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filamentos de Eikelboom (Eikelboom, 2000). Se utilizaron los valores intermedios de la
escala, asignandole los nimeros 3, 4 y 5 segun tuvieran entre 1 a 5, 6 a 20 0 mas de 20
filamentos por campo respectivamente (tabla 6). Con esta clasificacion se observaron
tres de las muestras (tabla 18a).

Finalmente debido a la dificultad de determinar el nimero de filamentos a cuantificar se
optd por establecer la relacion de los campos positivos con filamentos frente a los
campos totales observados (tabla 18b y 18c). Esto dado que era muy dificil o imposible
contar los filamentos dentro de los acimulos (determinar la cantidad de filamentos
presentes por campo) (fig. 10), asi como saber si los filamentos pequefios se trataban de
filamentos fragmentados o no (fragmentados por ejemplo durante la manipulacion) (fig.
9).

Enriquecimientos con Extracto Celular como sustrato

Al observar por esta técnica muestras de lodo de los enriquecimientos originales (viales
7 al 12) con 65 dias de incubacion se observé pocos filamentos largos, unos cuantos
intermedios y la mayoria eran finos y cortos (fig. 9). Mientras que en las muestras de

lodo del reactor los filamentos se veian méas grandes y definidos que en los

enriquecimientos (fig. 10).

Fig. 9. Microfotografia de una muestra
tomada del enriquecimiento 12 en medio
de cultivo suplementado con Extracto
Celular y NO3; a los 65 dias de
incubacion. Se utilizo la técnica de FISH
descripta con las sondas CFX 1223 y
GNSB-941.

Fig. 10. Microfotografia de una muestra
de lodo de entrada al reactor del
11.12.2005. Se utiliz6 la técnica de
FISH descripta con las sondas CFX
1223 y GNSB-941.
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En las tres fechas comparadas se aprecia que los enriquecimientos 7° sin NO3™ tuvieron
mayor porcentaje de campos positivos que 10s10” con NOj3” (tablas 18b y 18c).

A su vez el enriquecimiento 10 original con NOj3™ a los 65 dias de incubacion tenia
mayor porcentaje de filamentos (16,5 %) que el 10" con NO3 (5,5 %), a los 22 dias de
subcultivados ( vial que fue inoculado con el enriquecimiento 10 original).

Al cambiar de aguja por una de mayor calibre (18G11/2) se aumentd considerablemente
la deteccion de filamentos en comparacion al bajo aumento que se venia observando,

pasando de un 6,9 a un 19,2 % de campos positivos (tablas18b y 18c).

t&g,’;(;; vial | camp.c/3| % de3 | camp.c/ 4| % de 4 | camp.c/5 | % de 5 | camp.tot.
65 10 15 44 9 2,6 32 9,41 340
165 10 12 3,2 14 3,7 0 0,00 379
224 | * 10 28 7,6 13 3,5 30 8,13 369

Tabla 18a. Cuantificacién de OFC detectados por el método de FISH en los viales con NOz
indicados, utilizando las sondas CFX1223 y GNSB941. Los tiempos de incubacion totales para
el vial 10", corresponden a los primeros 125 dias de incubacién en el medios inicial, mas los dias
de incubacion en el medio fresco. Se utilizé la cuantificacion de cantidad de microrganismos
segun tabla 5. % de 3, % de 4, % de 5; porcentajes de campos con clasificacion 3, 4, y 5
respectivamente. * vial en que la muestra para el FISH fue extraida con aguja de mayor calibre.

t&'gig;;' vial Camp. tot. | Camp. positivos | % posit.
65 10 340 56 16,5
147 10 363 20 55
165 10 379 26 6,9
224 10" * 369 71 19,2

Tabla 18b. Cuantificacién de OFC detectados por el método de FISH utilizando las sondas
CFX1223 y GNSB941en los viales indicados con Extracto Celular como sustrato y con NOs'.
Los tiempo de incubacién totales para el vial 10", corresponden a los 125 dias de incubacion en
el medios inicial, mas los dias de incubacién en el medio fresco. Se cuantificaron los
filamentos segun la relacion de porcentajes de campos positivos frente a los campos totales.
Camp. tot.: campos totales observados. Camp. positivos: campos con filamentos observados.
% posit.: % de campos positivos. * vial en que la muestra para FISH fue extraida con aguja de
mayor calibre.

t&‘j"i;(;;' vial Camp. tot | Camp. positivos | % posit.
147 7 530 72 13,6
165 7 418 78 18,7
224 7 * 391 116 29,7

Tabla 18c. Cuantificacion de OFC detectados por el método de FISH en los viales
subcultivados 7" con Extracto Celular como sustrato y sin NOj3’, utilizando las sondas CFX1223
y GNSB941. Los tiempo de incubacion totales para el vial 7°, corresponden a los 125 dias de
incubacion en el medios inicial mas los dias de incubacion en el medio fresco. Se utilizo la
cuantificacion de % de campos positivos frente a los totales. Camp. tot.. campos totales
observados. Camp. positivos: campos con filamentos observados. % posit.: % de campos
positivos. * vial en que la muestra para FISH fue extraida con aguja de mayor calibre.
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Enriquecimientos con NAG como sustrato

Al observar mediante FISH muestras de los enriquecimientos A, By C a los 59, 31y 59
dias de incubacion con NAG respectivamente, se observo que tenian muy pocas células,
escasos acumulos y algunos escasos filamentos muy dispersos y delgados que no se
podian ver bien por la gran cantidad de cristales.

Debido a los problemas en la cuantificacion y contaminacion del NAG, asi como a las
dificultades en la observacion por FISH, no se continué aplicando esta técnica en el
estudio de los enriquecimientos con este sustrato. Sin embargo al observar al
microscopio utilizando la tincion con cristal violeta los enriquecimientos A y C
subcultivados (inoculados con los lodos de los enriquecimientos de NAG originales) a
los 180 dias totales de incubacion, se pudo observar la presencia de filamentos en todos
los enriquecimientos. En los viales sin NO3™ se observaron menos cristales y mayor
cantidad de filamentos muy largos, y de largo intermedio y cortos. Hay que tener en
cuenta que estos filamentos no se pudieron asignar al filo Chloroflexi porque no se
realizé la hibridacion especifica.

Al observar nuevamente por FISH muestras de los enriquecimientos originales Al, C7
(cuando tenian 230) y B7 (con 202) dias de incubacion con NAG, se observé la
presencia de un namero mayor de filamentos. Se decidié entonces hacer mas extraccion
de ADN vy fijar muestras para FISH para futuros analisis tanto de los viales originales

Al, C7,y B7, como también los enriquecimientos subcultivados (anexo 1, tabla 28d).

DISCUSION

Enriquecimientos con Extracto Celular como sustrato

Al observar los blancos sin NO3™ se detectaron cristales en forma de aguja que sugieren
que hubo transformaciones quimicas de sustratos complejos. Estos cristales también se
observaron en los viales de los enriquecimientos sin NO3'.

En cuanto a la técnica de FISH no se realizaron medidas por duplicado debido a los
bajos recuentos de filamentos que se obtuvieron y a las dificultades en la observacion.
Por lo tanto hay que considerar el error que puede existir en los resultados. Otro error a
considerar en la tecnica es la heterogeneidad de la muestra ya que la presencia de
acumulos dificultaba una toma reproducible y representativa.

A pesar de estas dificultades en la aplicacion de la técnica de FISH podemos decir que:
1- Los viales sin el agregado de NO3 tuvieron un mayor porcentaje de OFC que los que

tenian NOj" (tablas 18b y 18c). El resultado obtenido en los viales no se contradice con
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la bibliografia, ya que ésta afirma que la mayoria de los OFC recuperados de los
sistemas de tratamientos de efluentes pertenecen al subfilo 1, fundamentalmente a la
clase Anaerolineae y los organismos aislados de esta clase no utilizan NOs; como
aceptor de electrones ' (la clase Anaerolineae constituye entre el 65-70 % de las
secuencias del filo depositadas en el RDP) (Yamada y Sekiguchi, 2009, Yamada et al.,
2006, Sekiguchi et al., 2003). Por lo tanto, en los enriquecimientos se esperaria
recuperar dentro de los OFC una mayoria de filamentos de la clase Anaerolineae que no
utilizan NO3". Se podria esperar entonces que en los enriquecimientos sin ese aceptor de
e, se viera favorecido su crecimiento por tener menos competencia (al no favorecerse el
crecimiento de los organismos que si utilizan el NO3").

2-En las muestras de lodo tomadas directamente del reactor, los filamentos se vieron
mas grandes y definidos que en los lodos de los enriquecimientos (fig. 9 y 10).

-El enriquecimiento 10 inicial (con NOg’) tenia mayor porcentaje de filamentos que el
vial subcultivado 10" (con NO3’), que fue inoculado con el lodo del vial 10 inicial luego
de 125 dias de incubacion.

-Cuando se observaron los enriquecimientos subcultivados, se vieron filamentos mas
delgados y cortos que los filamentos observados en los enriquecimientos de los que
habian sido inoculados.

Estas tres observaciones pueden ser debidas a que los OFC necesiten establecer un
equilibrio con la comunidad microbiana para poder crecer. En el reactor ya estaba el
ecosistema establecido con ciertas condiciones de crecimiento. Dado que los OFC son
de lento crecimiento (Sekiguchi et al., 2001, Sekiguchi et al., 2003), en los subcultivos
tendrian que nuevamente establecer su equilibrio para poder crecer. Esto concordaria
con las caracteristicas morfolégicas observadas en los filamentos de los
enriquecimientos en comparacién con las observadas en los lodos del reactor (fig. 9 y
10).

Esta observacion estaria de acuerdo con la bibliografia que sefiala que en las
comunidades microbianas de los granulos de reactores anaerébicos donde se ha
reportado la presencia de OFC, existe la necesidad de formar consorcios microbianos
para completar las vias metabolicas necesarias para el crecimiento de la comunidad. Ya
sea para degradar o transformar sustratos del medio, o para desplazar reacciones
guimicas termodindmicamente desfavorables (Sekiguchi et al., 2003, Shigematsu et al.,
2003, Siggins et al., 2012). Ya ha sido sefialada la necesidad de sintrofismo de algunos

de los organismos del subfilo 1 productores de Hz, con microorganismos consumidores
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de H,, dado que la acumulacién de este gas estanca su crecimiento (Sekiguchi et al.,
2003, Yamada y Sekiguchi, 2009). En este punto es de considerar que en los viales 10,
11, y 12 originales con NOg3’) a los 273 dias de incubacion se observd la produccion de
algo de gas aunque no se determind de que gas se trataba y que en estos
enriquecimientos con NOjs se observaron al microscopio menos filamentos que en los
enriquecimientos que no tenian NO3'.

Por lo tanto, una razén para el bajo recuento de filamentos podria ser que no se hubiera
aun establecido el equilibrio necesario para su crecimiento o que las condiciones de los
cultivos no permitieran este equilibrio, por ejemplo por el estancamiento con el H,.
¢ Tendrén la mayoria de los OFC (sobre todo las de la clase Anaerolinea) las enzimas
necesarias para crecer aislada sostenidamente o necesitaran asociarse con otras bacterias
para mantener un crecimiento sostenido? En los enriquecimientos reportados en la
bibliografia, en muy pocos casos alcanzan el 40% de la comunidad en los diferentes
reactores estudiados, y esos porcentajes mas altos se obtienen en reactores
metanogénicos, lo que podria estar indicando su necesidad de un “seudo-sintrofismo”
(Yamada y Sekiguchi, 2009).

Otra razdn para el bajo recuento de los OFC podria ser que se estuviera subestimando
los microorganismos del filo. Esto podria ser por el muestreo, porque no se estuviera
obteniendo una hibridacion eficiente con las sondas o por la metodologia de la

hibridacién utilizada.

3-Los datos de FISH, muestran un lento aumento de los OFC con el paso del tiempo,
tanto en los enriquecimientos con extracto celular con NO3’, como sin NOj” (tablas 18a,
18b y 18c). Esto apoyaria la hipdtesis planteada que son degradadores de detritus
celulares y estaria de acuerdo con la bibliografia (Yamada y Sekiguchi, 2009). Sin
embargo, este dato no puede tomarse como concluyente, hay que tener en cuenta que
no se determino el error en los datos de FISH y que se ha reportado que esta técnica
puede llegar a tener un error entre el 10 y el 50 % (Cabezas, 2005). A su vez, las
diferencias entre los porcentajes en las tres fechas estudiadas es muy pequefia y solo se
hace significativa cuando se aumenta el calibre de la aguja con la que se hace la
extraccion de la muestra. Por lo que, para verificar la tendencia observada de un
aumento de los OFC en los enriquecimientos, habria que observar otras muestras fijadas
para FISH, utilizando una aguja de calibre 18G11/2 para aumentar las probabilidades de

detectar los filamentos.
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Enriquecimientos con NAG como sustrato

Al medir las concentraciones de NAG en los blancos se evidenciaron dos problemas:
por un lado se detectaron problemas de precipitacion y por otro de contaminacion. Esta
precipitacion no solo dificulté la medida, sino que también disminuy6 el sustrato
disponible para los microorganismos.

Los problemas de precipitacion y contaminacién de las soluciones de NAG aumentaron
con el correr de los dias.

Los valores de las medidas de absorbancia en las soluciones de NAG fueron
diferentes si estas soluciones se preparan y se miden en el dia, a si se difieren en el
tiempo. Por otro lado la medida de las concentraciones de NAG en los blancos
disminuyé con la presencia de precipitados y con el aumento en el tiempo de
incubacion.

Otra causa que parece influir en la precipitacion de las soluciones es la concentracion.
Esta cristalizacion parece disminuir en ausencia de NO3; y si se trabaja a
concentraciones de alrededor de 20 pg/mL, aunque estas bajas concentraciones no se
puedan cuantificar con la curva calibracidn construida por el método del DNS utilizado.
A su vez, cuando se observo al microscopio un fresco de muestras tomadas de blancos
preparados con estas soluciones de alrededor de 20 pg/mL que ademas fueron
doblemente filtradas (se filtraron al preparar la solucion y al inocular los blancos), se
dejaron de observar los cristales.

Una posible explicacién de esta precipitacion podria ser que las impurezas que tiene el
NAG por su método de obtencion a partir de la quitina, formen floculos a pH alcalinos
que ayuden a la cristalizacion (Chen et al., 2010, Rao et al., 2000, Rao et al., 2005). El
doble filtrado podria entonces disminuir estas impurezas en las soluciones diluidas, y
evitar la cristalizacion. Tampoco funcion6 el método de acidificar la solucién llevandola
a pH 5 (aunque este pH no fuera viable para el crecimiento los microorganismos), ya
gue aun cuando se acidificé la solucion, se observaron los cristales.

Otro problema que se plante6é con las soluciones de NAG fue la rapida evidencia de
contaminacion que presentaban tanto las soluciones como los blancos. Con el método
de la doble filtracion al observar al microscopio un fresco de muestras de estas
soluciones, luego de un dia de preparadas no se observé contaminacion en las mismas.
En busca de una perspectiva para solucionar estos problemas se estudié la posibilidad
de esterilizar por autoclave la solucion de NAG. Con esto se podria atacar dos puntas

del problema: por un lado se eliminaria la contaminacion de la solucién, si es que esta
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provenia del propio método biotecnoldgico de obtencion del NAG, por otro lado si la
precipitacion fuera causada por la accion de alguna enzima, este proceso la
desnaturalizaria. Para determinar si la esterilizacion por autoclave podria ser estudiada
como una posible solucién en el futuro a los problemas de precipitacion y/o
contaminacion de la solucion de NAG, se esterilizd por autoclave una solucién de 62,5
mM comprobandose que dicha solucion no se caramelizaba. Por lo tanto, la
esterilizacion por autoclave es una alternativa posible para solucionar los problemas de

contaminacion de las soluciones de NAG.

5.2 Anadlisis de secuencias de bibliotecas obtenidas de enriquecimientos

previos

Bibliotecas de clones de enriquecimientos N1, D1,y T1

Se amplifico por PCR el inserto de cada clon y se comprob6 su tamafio mediante
electroforesis en gel de agarosa (se esperaba un inserto de 1500 pb). Los clones de la
placa D1 presentaban insertos de tamafio 1000 y 1500 pb. En la placa T1 la gran
mayoria tenian el inserto de 1000 pb y en la placa N1 todos tenian el inserto esperado de
1500 pb (anexo 2 fig. 17).

Como primer seleccidn se realizé sobre algunos de los amplificados un tratamiento con
la enzima de restriccion Hha | (ARDRA) y se analizaron los diferentes perfiles de
restricciobn mediante electroforesis en gel de agarosa. En la placa N1 se encontraron 10
perfiles diferentes en los 96 clones analizados (anexo 2 fig. 18). En los 33 clones
analizados de D1 se observaron al menos 3 perfiles, mientras que en los 8 clones
analizados de T1 se observaron 2 perfiles diferentes. En los perfiles de ARDRA de la
placa N1 se realizo el analisis con el programa GelCompar versién 4.2 construyéndose
dendogramas de agrupaciones de las muestras con el mismo programa (anexo 2 fig. 19).
Se secuencié el producto de PCR de algunos clones representativos de cada biblioteca
en el Centro de Secuenciacion de la Michigan State University. Se analiz6 la similitud
de las secuencias de los clones con las secuencias depositadas en las bases de datos
GeneBank (NCBI) mediante el buscador Blast y el SEQMATCH del proyecto RDP de
la Michigan State University. Se eligieron para secuenciar 10 clones de la placa D1, con
insertos de 1000 pb y 10 clones de 1500 pb. De la placa T1 se analizaron 19 clones con
insertos de 1000 pb, mientras que de la placa N1 se eligieron 19 clones de los 10
diferentes perfiles encontrados. En las tablas 19 y 20 de detallan los clones estudiados.
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Placa de Tamano del
) Ndmero del clon
clones inserto (pb)
b1 1000 23, 34, 39, 52, 54, 65, 72, 77, 83, 87
1500 10, 11, 21, 24, 25, 26, 40, 45, 47, 60
T1 1000 1,2,4,5,6,7,8,9, 15,17, 19, 31, 33, 35, 36, 39, 40, 41, 42

Tabla 19. Esquema de los clones elegidos al azar de las placas D1 y T1 cuyos insertos fueron
secuenciados.

Perfil A B C D E F G H | J

N° del clon

; 112,27,59|6,7,45,56| 4 | 12,54 | 61,64 | 37,44 | 14,28 |19 | 20, 27
secuenciado

Tabla 20. Esquema de los clones secuenciados de la placa N1con inserto de 1500 pb. Se
eligieron para secuenciar representantes de los 10 diferentes perfiles encontrados en el
andlisis con la enzima de restriccién Hha I.

Analisis de las secuencias

Los datos obtenidos al analizar las secuencias utilizando la herramienta SEQMATCH
del RDP, se muestran en las tablas 21a, 21b, y 21c.

Los filo B-Proteobacteria (género Desulfomicrobium) Bacteriodetes, Tenericutes y
Chloroflexi solo se encontraron en la placa N1. El filo Firmicutes se repitié en las
placas N1, D1y T1. Mientras que los filo Synergistetes y Chlorobi solo aparecen en las
placas T1 y D1 respectivamente. En la figura 11 se muestra el &rbol filogenético
construido con la herramienta TREE BUILDER del RDP con las secuencias de las

placas N1, D1y T1, junto con secuencias recuperadas del RDP.

Placa N1

Las secuencias pertenecieron al Dominio Bacteria y se clasificaban en 5 filos diferentes
(tabla 21a).

Una de las secuencias se afilié al filo Chloroflexi con un bajo umbral de confianza (71
%) dentro de la familia Anaerolieaceae. Once de las secuencias afiliaron al filo
Proteobacteria perteneciendo a los géneros Azoarcus, Thiobacillus, Thauera,
Desulfomicrobium y Geoalkalibacter. La secuencia del clon que afilié dentro del filo
Bacteriodetes que se pudo clasificar, pertenecia a la familia Cryomorphaceae, los tres
restantes daban bajos umbrales de confianza dentro da las familias Prolixibacter y

Owenweeksia. La secuencia del filo Firmicutes se clasifico dentro del género
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Vulcanibacillus, mientras que las 2 secuencias del filo Tenericutes clasificaron dentro
del género Acheloplasma.

Placa D1

Se detectaron 2 tipos de secuencias diferentes en los 5 clones analizados, ya que 5 de
ellos dieron secuencias de mala calidad o con bajos porcentajes de homologia. Varias de
las secuencias agruparon junto a las de la placa T1. Tres fueron similares a secuencias
del género Vulcanibacillus perteneciente al filo Firmicutes y 2 al género
Ignavibacterium del filo Chlorobi (tabla 21b).

Placa T1

Tres de las secuencias fueron de mala calidad. Tres de la secuencias con buena calidad
clasificaron dentro del Dominio Bacteria pero no se pudo discriminar el filo al que
pertenecian. Por lo tanto estas 6 fueron descartadas. El resto de las secuencias se
clasificaron dentro de los filos Synergistetes (dentro de los géneros Aminobacterium y
Thermovirga ) y Firmicutes (dentro del género Vulcanibacillus) (tabla 21c).

Filo cantidad | N° delos % Familia Género
declones| clones
Chloroflexi 1 1
2,27,37,59,
- 61, 64, 44 100 Rhodocyclaceae Thauera
p-Proteobacteria 9 54 97 Rhodocyclaceae Azoarcus
12 100 Hydrogenophilaceae Thiobacillus
. 14 100 Geobacteraceae Geoalkalibacter
J-Proteobacteria 2 : : N X
28 100 Desulfomicrobiaceae | Desulfomicrobium
. 6, 7,45
Bacteriodetes 4
56 95 Cryomorphaceae
Firmicutes 1 20 99 Bacillaceae Vulcanibacillus
Tenericutes 2 4,19 100 Acholeplasmataceae Acheloplasma

Tabla 21a. Familias y géneros en los cudles clasificaron las secuencias de los clones obtenidos
a partir de la placa N1. Se tom6 como umbral de confianza aceptable para la clasificacion
dentro de cada filo un valor del 95 % o superior. %: umbral de confianza de pertenecer a la
familia indicada. En el caso de analizarse mas de una secuencia por filo, se indica la secuencia
de menor %. Se utiliz6 la herramienta SEQMATCH del RDP.

Filo cantidad de N° de los clones % Género
clones
Firmicutes 3 52, 54, 60 95 Vulcanibacillus
“Chlorobi” 2 45, 47 100 Ignavibacterium

Tabla 21b. Géneros en los cudles clasificaron las secuencias de los clones analizados obtenidos
a partir de la placa D1. Se tomd como umbral de confianza aceptable para la clasificacion
dentro de cada filo un valor del 95 % o superior. %: umbral de confianza de pertenecer al
género indicado. En el caso de analizarse més de una secuencia por filo, se indica la secuencia
de menor %. Se utiliz6 la herramienta SEQMATCH del RDP.
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Filo cantidad N® de los % Familia % Género
de clones clones
. 1,4,6,9, 31, . L
Firmicutes 8 33, 39, 42 98 Bacillaceae 97 Vulcanibacillus
. 5 . 99 Thermovirga
Synergistetes 5 100 | Synergistaceae
7,8, 36,40

Tabla 21c. Géneros en los cuales clasificaron las secuencias de los clones analizados obtenidos a
partir de la placa T1. Se tomé como umbral de confianza aceptable para la clasificacion dentro
de cada filo un valor del 95 % o superior. %: umbral de confianza de pertenecer a la familia y
genero indicad. En el caso de analizarse mas de una secuencia por filo, se indica la secuencia de
menor %. Se utiliz6 la herramienta SEQMATCH del RDP.

DISCUSION

Anélisis de las secuencias de clones obtenidos de enriquecimientos previos

Solo en el enriquecimiento con acetato/nitrato (placa N1) se detect6é una Unica secuencia
afiliada al filo Chloroflexi. Por lo tanto los enriquecimientos no seleccionaron los OFC
en las condiciones ensayadas, o estos organismos no fueron detectados por el método
empleado.

Lo primero a destacar es que por estudios previos, se sabia de la presencia de estas
bacterias en el reactor (se habian detectado secuencias del filo en el lodo en estudio),
razon por la cual se plante6 su analisis para entender su funcién en dicha comunidad
bacteriana. Se conocia poco del filo y el aumento de estos microorganismos en los
reactores se asociaba con problemas de sedimentacion (Sekiguchi et al., 2001).

Cabe preguntarse por qué no se obtuvieron secuencias de OFC en los demaés
enriquecimientos.

Una razon para no encontrarlas en las demas placas podria ser que en N1 fue en la Gnica
placa que se hizo una seleccién previa de los clones por ARDRA, encontrandose 10
perfiles diferentes en los 96 clones analizados. Luego se eligieron para secuenciar
representantes de los 10 diferentes perfiles encontrados. En solo uno (que ademas ese
perfil contenia una Unica secuencia) de los 10 perfiles analizados la secuencia se agrupo
dentro del filo Chloroflexi. Mientras que en las demas placas se tomaron secuencias de
clones al azar sin una seleccién previa. Por lo que la probabilidad de detectarlos si
estaban en baja proporcion era mucho menor.

Es de destacar la baja predominancia de los OFC en el enriquecimiento N1, ya que en
los 96 clones estudiados solo uno tenia en inserto cuya secuencia se clasifico en este
filo.
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Esto puede relacionarse con varios factores. Por un lado debido a la baja proporcién de
OFC en la biomasa del reactor que se utiliz6 como indculo, donde por RT-PCR se
detectaron 0,01 % de OFC (Etchebehere y Tiedje, 2004), mientras que en la bibliografia
se ha reportado estos organismos constituyen entre un 10 al 30 % de los
microorganismos del lodo, segun el tipo de reactor, obteniéndose los valores mas altos
para reactores metanogénicos (Yamada y Sekiguchi, 2009). Pudo haber pasado que el
enriquecimiento N1 haya tenido dificultades de crecimiento al igual que lo planteado en
los enriquecimientos con extracto celular, por ejemplo en establecer un equilibrio en la
comunidad microbiana (Sekiguchi et al., 2001, Yamada y Sekiguchi, 2009).

Por otro lado, pudo haber problemas de metodologia debido a los sesgos de las técnicas
de toma de muestra, de extraccién de ADN, de amplificacion por PCR o de clonacion,
que no fueron eficientes para detectar los genes provenientes de OFC.

Se ha reportado ademas limitaciones en los métodos basados en PCR que pueden dar
lugar a un sesgo en la proporcion de secuencias de ARNTr recobradas (Liesack et al.,
1997). Las dificultades de hacer bibliotecas genomicas a partir de muestras ambientales,
ya han sido reportadas, donde a pesar de tener confirmada la presencia de ciertos
organismos por alguna técnica, luego a la hora de aplicar métodos moleculares, estos
organismos no son detectados mediante el clonado (Juretschko et al., 2002).

En los reactores y enriquecimientos estos microorganismos se encuentran en acimulos
(Satoh et al., 2007, Sekiguchi et al., 2001), por lo que la toma de muestra es muy
heterogénea y dichos acumulos pueden haber dificultado la lisis de las células.

Tomando en cuenta la baja proporcién de microorganismos en el enriquecimiento, las
dificultades en el muestro y en la extraccién de ADN mas el sesgo de la técnica de PCR,
esto puede llevar a una baja proporcion de OFC en la biblioteca gendémica, lo que se

veria acentuado si es que existieran problemas en la metodologia de la clonacion.

El hecho de que solo se haya recuperado una secuencia del filo Chloroflexi en la placa
N1, podria estar relacionado a que el medio acetato/nitrato era el que mas se parecia al
medio del reactor del que provenian estos organismos y estaban adaptados a estas
condiciones. Por lo tanto, pudo haber ocurrido que estuvieran en mayor proporcion en
este enriquecimiento, aumentando las probabilidades de detectarlas en el clonado y la

secuenciacion.

Comunidad microbiana de los diferentes enriquecimientos
Existe mucha informacion sobre la flora de los reactores anaerobios metanogénicas y

SBR nitrificantes/desnitrificantes. No ocurre lo mismo con los reactores estrictamente
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desnitrificantes. La mayoria de los estudios de la desnitrificacién en los sistemas de
tratamientos de efluentes, se ha llevado a cabo a escala de laboratorio. En estos sistemas
independientemente del sustrato con que se hayan alimentado, la flora se ha mantenido
estable durante la operacion, con una predominancia de las Proteobacteria (Etchebehere
et al., 2001, Etchebehere et al., 2002).

Este predominio también se puso de manifiesto en los enriquecimientos analizados,
fundamentalmente en los clones de la placa N1. En el andlisis filogenéticos de los
clones se pudo observar el predominio de los filos Proteobacteria y Bacteroidetes (fig.
11 y tabla 21a, anexo 2, fig. 19).

Placa N1, enriquecimiento acetato/nitrato

Salvo para el filo Tenericutes los deméas filos encontrados Proteobacteria,
Bacteriodetes, Firmicutes, Chloroflexi (tabla 21a) correspondieron con lo reportado en
la bibliografia para reactores desnitrificantes anaerobios (Etchebehere et al., 2001,
Etchebehere et al., 2002, Satoh et al., 2007). Predominaron los organismos
desnitrificantes, lo que concordd con el medio desnitrificante utilizado. Las bacterias del
género Desulfomicrobium en ausencia de SO4* pueden crecer como organismos
acetogénicos pero solo en sintrofia con organismos que consuman el H, (Diaz-Baez, et
al., 2002).

El filo predominante fue Proteobacteria (53 %), fundamentalmente B-Proteobacteria
(47 %), siendo Thauera el género mayoritario (37 %). Nuevamente en este trabajo se
detectd la presencia del filo Bacteriodetes (21 %) en un alto porcentaje como lo
reportado anteriormente para algunos reactores nitrificantes/desnitrificantes (Travers,
2007, Hoshino et al, 2005). En menor porcentaje se detectaron Firmicutes y
Chloroflexi en un 5 % cada una, lo que estaba por debajo de los valores de la
bibliografia para los reactores UASB desnitrificantes (los inoculos para los
enriquecimientos N1, D1 y T1 se tomaron de un reactor UASB desnitrificante)
(Etchebehere et al., 2001, Etchebehere et al., 2002, Satoh et al., 2007).

Un dnico clon presentd una secuencia con similitud con secuencias del género
Vulcanibacillus dentro del filo Firmicutes, cuyo unico representante descripto es
Vulcanibacillus modesticaldus. Esta es una bacteria estrictamente anaerobia y reductora
de nitrato, que crece quimio-organoheterotroficamente con carbohidratos, sustratos
proteicos, y acidos organicos con nitrato como aceptor de electrones. Esta bacteria solo
utiliza nitrato como aceptor de electrones reduciendolo exclusivamente a nitrito

(L’Haridon et al., 2006). Dentro de este género se ha reportado otro organismo (cepa
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STGH) para el que se ha propuesto el nombre de Tepidibacillus fermentans que es una
bacteria anaerobia moderadamente termdfila y fermentadora que también utiliza nitrato
como aceptor de electrones (Slobodkina et al., 2013).

No se encontré bibliografia que mencionara la presencia de Tenericutes en lo reactores
desnitrificantes. Si se encontré la asociacion de estas bacterias comensales con
Proteobacteria y Bacteroidetes en otros sistema acuosos naturales, como en las
comunidades bacterianas asociadas con Lophelia pertusa, en los corales de agua fria
México y Noruega (Kellogg et al., 2009). Dentro del filo Tenericutes, las bacterias del
género Acheloplasma al que se asignaron las secuencias de los clones encontrados en la
placa, son aerobias o anaerobias facultativas e invariablemente utilizan glucosa como
fuente de energia siendo aun no clara su funcién en las comunidades de suelos y aguas
residuales (Brown et al., 2007).

De acuerdo a las secuencias halladas en la placa N1 se podria suponer que la comunidad
bacteriana estd compuesta por un consorcio de bacterias fermentadores hidroliticas
acidogénicas y desnitrificantes integrada por los filo S-Proteobacteria, Bacteriodetes,
Chloroflexi (Diaz-Béez et al.,, 2002, Sekiguchi et al., 1999). Se encontr6 también
bacterias sulfato reductoras dentro de o-Proteobacteria (los géneros Geoalkalibacter y
Desulfomicrobium). Donde las del género Desulfomicrobium en ausencia de SO,*
podrian utilizar el acetato en sintrofismo con bacterias consumidoras de H, (Diaz-Baez
et al., 2002). Asi como bacterias no fermentadoras desnitrificantes como las del género
Vulcanibacillus que podrian utilizar acetato para su crecimiento en presencia de NO3’
como aceptor de electrones (L’Haridon et al., 2006). No se pudo concluir los posibles
metabolitos usados por los miembros del género Acheloplasma ya que se ha reportado
que solo utilizan glucosa como fuente de carbono (Brown et al., 2007) y los

enriquecimientos no se alimentaron con glucosa.

Placa D1, enriquecimiento acetato/AQDS

El 2,6-disulfonato-Antraquinona (AQDS) es un mediador reddx analogo al acido
himico, que acta como transportador de electrones en las transferencia de electrones
(Shyu et al., 2002). En este enriquecimiento se utilizé acetato como fuente de energia y
AQDS como aceptor de electrones. Debe de considerarse que de esta placa se tomaron
10 clones al azar, sin ninguna preseleccion previa y que de estos 10 clones solo se
pudieron analizar 5 clones.

En los clones analizados (tabla 21b) se obtuvieron 3 secuencias afiliadas al filo

Firmicutes que al igual que en la placa N1 se agrupaban con el género Vulcanibacillus.
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Como ya se menciond el unico miembro del género aislado es Vulcanibacillus
modesticaldus, una bacteria no fermentadora que Unicamente utiliza NO3” como aceptor
de electrones (L’Haridon et al., 2006), sin embargo en ninguna de las publicaciones
sobre el género revisadas se probd con AQDS como aceptor final de electrones. La
utilizacion de este aceptor si se reportd en otra bacteria del filo para la que se propuso el
nombre de Tepidibacillus fermentans que también utiliza nitrato como aceptor de
electrones (Slobodkina G., et al., 2013).

Los otros dos clones presentaron secuencias con homologias a secuencias del filo
Chlorobi y agruparon en un 100 % en el género Ignavibacterium. La bacteria descripta
de este género, Ignavibacterium &lbum es una bacteria estrictamente anaerobia,
quimioheterétrofa que no presenta crecimiento fototréfico. Moderadamente termofilica
(45 °C), requiere de extracto de levadura para su crecimiento. Presenta crecimiento
fermentativo con por ejemplo glucosa y piruvato pero no con acetato. No utiliza
ninguno de los aceptores de electrones probados entre ellos NOs™ (lino et al., 2010), y
no se encontrd en la bibliografia revisada la utilizaciéon de AQDS como aceptor de

electrones por esta cepa.

Placa T1, enriquecimiento acetato-H, /TCE

En esta placa los clones a secuenciar se eligieron al azar. En 8 de los 13 clones
analizados las secuencias presentaron alta similitud con secuencias del filo Firmicutes
nuevamente dentro del género Vulcanibacillus. En los otros 5 clones analizados, las
secuencias presentaron homologia con secuencias del filo Synergistetes dentro de los
géneros Aminobacterium y Thermovirga (tabla 21c).

Un grupo de investigadores reportaron dentro del filo Firmicutes en el género
Tepidibacillus una bacteria capaz de crecer anaer6bicamente de la reduccion de nitrato,
tiosulfato y AQDS (donde el nitrato se reduce a nitrito, tiosulfato y azufre se reducen a
sulfuro), usando compuestos proteicos complejos, acidos organicos e hidratos de
carbono como donadores de electrones. También es capaz de fermentar piruvato,
glucosa, fructosa y maltosa. Es moderadamente termofilica anaerobia y fue aislada de
una instalacion de almacenamiento subterraneo de gas, para la que propusieron la
denominacion de Tepidibacillus fermentans gen. nov., sp. nov. (Slobodkina G., et al.,
2013).

Ya habia sido reportada la presencia de bacterias del filo Firmicutes en la biomasa
granular de un reactor anaerobio a escala de laboratorio expuesto a TCE. En dicho

trabajo se estudiaron los cambios en la estructura de la comunidad microbiana en
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respuesta a la temperatura (15 °C y 37 °C) y a la presencia o ausencia de TCE. En todos
los enriquecimientos detectaron la presencia de organismos de los filos Proteobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Thermotogae, y Spirochaetes, en diferentes
proporciones. Sin embargo al comparar con los controles utilizados concluyeron que los
cambios en las proporciones se relacionaban més con las variaciones de temperatura que
con la presencia o ausencia de TCE (Siggins et al., 2012).

A su vez Hug et al., 2012 con métodos de analisis metagendmicos estudiaron el rol de
la comunidad de bacterias no decloradoras en tres enriquecimientos de
Dehalococcoides. Concluyeron que las principales funciones metabdlicas que permitian
el crecimiento de la comunidad decloradora eran llevadas a cabo fundamentalmente por
diferentes géneros de bacterias no decloradoras de los filos Firmicutes, Euryarchaeota y
d-Proteobacteria en los tres enriquecimientos estudiados. En menor medida también
reportaron la presencia de diferentes géneros de los filos Bacteriodetes/Chlorobi, a-fB-y-
Proteobacteria, Chloroflexi, Actinobacteria y Synergistetes. Sostuvieron que las
redundancias funcionales en cada nicho contribuirian a la robustez del sistema, donde
los procesos criticos estarian cubiertos por mas de un grupo taxonémico. A la misma
conclusion llegaron Brisson et al., 2012 en cuanto a la robustez del sistema vy
redundancia de las funciones, utilizando también métodos de andlisis metagenémicos.
Al estudiar un consorcio de bacterias degradadoras de TCE hallaron bacterias de los
filos  Clostridiaceae, = Dehalococcoides,  Desulfovibrio,  Methanobacterium,
Methanospirillum, Spirochete, Synergistete, &-Proteobacterium integrando dicha
comunidad bacteriana.

Por lo tanto podriamos decir también que los clones secuenciados en la placa T1, no
tenian por qué pertenecer a organismos que utilicen el TCE, sino que pueden pertenecer
al grupo de bacterias no decloradoras, que sostienen el crecimiento de las decloradoras.
En este punto cabe aclarar que el clonado fue realizado luego de un afio de incubacién y
gue solo se tiene el dato que al mes de incubacién se habia consumido parcialmente el
TCE.

Fig. 11. Arbol filogenético construido con la herramienta TREE BUILDER del RDP con las
secuencias de las placas N1, D1, y T1, junto con secuencias recuperadas con la herramienta
SEQMATCH de la base de datos del RDP. Los numeros en los nodos indican los valores de
bootstrap para 100 repeticiones. La barra indica 10 sustituciones cada 100 nucleétidos.
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5.3 Anadlisis filogenéticos de secuencias del filo Chloroflexi

Arboles filogenéticos

Para estudiar como se agrupaba la secuencia N1 y otras secuencias de OFC obtenidas
en estudios previos por la Dra. Etchebehere, se construyeron arboles filogenéticos con
las secuencias parciales y totales de los OFC de la base de datos del RDP vy la
herramienta TREE BUILDER del mismo. Debido a que los clones contenian insertos de
secuencias parciales de los genes del ARNr 16S, algunos de los insertos contenian el
principio del gen (10dhc, 11dhc, 99C, 3H, 10T y 5T, B12 Bader, AO6 Bader y GO6
Bader) y otros el final del mismo (N1, 58C, T14T3F, 20T, 10lix, 48G y 64G), por lo
que fue necesario construir dos arboles filogenéticos (fig.12 y fig. 13).

Al ser analizadas las secuencias con la herramienta CLASSIFIER del RDP se tomo
como valor de confianza aceptable para la clasificacion un umbral igual de o superior a
95 %. Las secuencias de todos los clones afiliaron al filo Chloroflexi. Solamente se
obtuvo un valor de umbral de confianza alto en la clasificacion para la secuencia del
clon AO6 Bader que fue la Unica que afilio a la familia Caldilineaceae dentro del
género Caldilinea. El resto de las secuencias se agruparon dentro de la familia
Anaerolineaceae pero con bajos valores de umbral de confianza para los diferentes
géneros. El clon GO6 Bader no se considerd por tener un inserto demasiado pequefio
(216 pb) (tablas 22 y 23).

Secuencias con el principio del gen
(10dhc, 11dhc, 99C, 3H, T10T7R, 5T, B12 Bader, AO6 Bader y GO6 Bader)

Las secuencias 10dhc, 11dhc, 3H, T10T7R y 5T se agruparon entre si en un cluster con
un bootstraps de 95 % (Fig. 12). Dentro de este cluster las secuencias 5T y T10T7R se
agruparon entre si con un bootstraps de 79 %. Salvo para la secuencia 3H, las
secuencias provenian de bibliotecas de clones de reactores UASB desnitrificantes a
escala de laboratorio, alimentados con acetato/nitrato y construidas con primer
especificos para Dehalococoides. La diferencia para el clon 3H era que pertenecia a una
biblioteca de clones construida con primer general para Bacteria a partir de una muestra
de un reactor desnitrificante UASB alimentado con acetato/nitrato con agregado de
tenso activo (tabla 8).

Las secuencias B12 Bader y 99C junto con estas 5 secuencias anteriores, se agruparon
en un cluster mayor con un bootstrap de 100 %. El clon B12 Bader provenia de un

reactor SBR de tratamiento de efluentes de una curtiembre y el clon 99C provenia de
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una biblioteca de clones de los lodos de un reactor UASB desnitrificante a escala de
laboratorio, alimentado con acetato/nitrato y construida con primer para
Dehalococoides. Estas 7 secuencias a su vez se separaban de la clase Anaerolineae con
un bootstrap bajo de 23 % (fig. 12).

Por su parte las secuencias AO6 Bader y GO6 Bader que provenian también del reactor
SBR de una curtiembre, se agruparon entre ellas con un bootstrap 100 % y dentro de la

clase Caldilineae con un 99 % (fig. 12).

Clon | pb Filo tz%c) Familia l(JO/S) Género
10dhc 344 | Chloroflexi 25  Anaerolineaceae 15 Bellilinea
11dhc 527 | Chloroflexi 79  Anaerolineaceae 41 Bellilinea
99C 532 | Chloroflexi 70  Anaerolineaceae 34 Bellilinea
3H, 761 | Chloroflexi 74 Anaerolineaceae 46 Longilinea
T10T7R 682 | Chloroflexi 64  Anaerolineaceae 36 Bellilinea
5T 726 | Chloroflexi 79  Anaerolineaceae 52 Longilinea
B12 Bader | 459 | Chloroflexi 61  Anaerolineaceae 22 Bellilinea
AO6 Bader | 702 | Chloroflexi | 100 Caldilineaceae 100 Caldilinea

GO6 Bader | 216

Tabla 22. Esquema con los resultados obtenidos con la herramienta CLASSIFIER del RDP
para las secuencias de los clones con el inserto del principio del gen ARNr 16S. Se
detallan la cantidad de nucleétidos de las secuencias de cada clon. U.C. umbral de
confianza.

Secuencias con el final del gen
(N1, 58C, T14T3F, 20T, 10lix, 48G y 64G)

Todas las secuencias pertenecieron al filo Chloroflexi.

Las secuencias N1, 20T, T14T3F y 58C se agruparon en un cluster con un bootstrap de
97 %. Todas estas secuencias provenian de bibliotecas de clones de reactores UASB
desnitrificantes a escala de laboratorio, alimentados con acetato/nitrato (tabla 8). Salvo
para N1 que fue construida con un primer para el filo Chloroflexi, las demas librerias
fueron construidas con primer para Dehalococoides (Fp —-DHC1, Rp-DHC1377) (fig.
13).

La secuencia 10lix, provino de una biblioteca de clones construida con primer para
Chloroflexi (GNSB941F-GNSB1340R), a partir de un lodo de un reactor UASB
desnitrificante a escala de laboratorio, alimentado con aguas de un vertedero de
lixiviados/nitrato. No se agrupo con ninguno de los otros clones (fig. 13).

Las secuencias de 48G y 64G agruparon juntas con bootstrap de 100 % y a su vez se

agruparon con la clase Anaerolineae con un bootstrap de 98 %. Provenian de un mismo
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reactor UASB a escala de laboratorio alimentado con aguas de una planta tratamiento de

una cervecera y nitrato. La biblioteca de clones se construyé usando primer para

Bacteria (27F y 1492R) (fig. 13).

Clon pb Filo L(JO/S) Familia l(JO/E:) Género
N1 748 | Chloroflexi 71 Anaerolineaceae 44 Bellilinea
58C 632 | Chloroflexi 67 Anaerolineaceae 41 Bellilinea
T14T3F 551 | Chloroflexi 66 Anaerolineaceae 32 Bellilinea
20T 598 | Chloroflexi 70 Anaerolineaceae 45 Bellilinea
10lix 595 | Chloroflexi 90 Anaerolineaceae 33 Leptolinea
48G 533 | Chloroflexi | 100  Anaerolineaceae 49 Bellilinea
64G 628 | Chloroflexi | 100  Anaerolineaceae 56 Bellilinea

Tabla 23. Esquema con los resultados obtenidos con la herramienta CLASSIFIER del
RDP para las secuencias de los clones con el inserto del final del gen ARNr 16S. Se
detallan los % del umbral de confianza para familia y género, asi como la cantidad de
nucledtidos de cada secuencia. U.C. umbral de confianza.

Fig 12. Arbol filogenético de las secuencias de los clones con el inserto del principio del
gen ARNr 16S. La secuencia de Thermatoga subterranea se usdé como outgroup. Se
utilizaron secuencias de la base de datos del RDP vy las herramientas TREE BUILDER y
CLASSIFIER del mismo.

Fig 13. Arbol filogenético de las secuencias de los clones con el inserto del final del gen
ARNr 16S. La secuencia de Thermatoga subterranea se us6 como outgroup. Se utilizaron
secuencias de la base de datos del RDP y las herramientas TREE BUILDER vy
CLASSIFIER del mismo.
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Ii* 1ETJi-(3al|diIinea-ﬂ«eru:uphila-IZJISrwﬂ-“I4535 Clase Caldilinea

= Ardenticatena-MarOtima

Levilinea-sp -P3mM-1-PARCIAL B

Clase Dehalococcoidia

Clase Anaerolinea

Mitrolancetus-hollandicus-Lb-partial

1 Sphaerobacter-thermophilus-DSh-20745 J Clase Termomicrobia

sEikelboom-Type-1851-Bens
Roseiflexus-sp -R5-1
Roseiflexus-castenholzii-DSkd- 138941

PARCIAL

Chiloroflexus-aurantiacus-J-10-f
Chloroflexus-Aggregans-DS-9485
= Candidatus-Chlorothrix-halophila

= Thermotoga-subterranea- 165-rRMA,

= Chloronema-giganteum-clone-Gnsh-1-partial |

Clase Ardenticatena

Clase Chloroflexia



5.4 Andlisis bioinformaticos

Estudio de cobertura de diferentes sondas para el disefio de un método

de T-RFLP especifico para el filo Chloroflexi

Para poder disefiar un método de T-RFLP especifico para los OFC es necesario conocer
primero cudl o cudles son los posibles primers que detectan mejor el filo. Luego se
necesita conocer cudl o cuales enzimas de restriccion permiten obtener fragmentos

terminales de longitudes diferentes al digerir los productos de PCR en estudio.

Secuencias de posibles primers

Se analizé secuencias disefiadas como sondas para FISH para los OFC (tabla 9). Se
comparé estos posibles primers con secuencias de organismos aislados y también con
secuencias de organismos no cultivados obtenidas de la base de datos RDP. Los
resultados obtenidos se esquematizaron en las tablas 24a y 24b. En el anexo 3 se

muestran los analisis para cada sonda.

Para la sonda GNSB941 el 100 % de las secuencias de los organismos reconocidas
pertenecen al Dominio Bacteria. EI 94 % de estas secuencias pertenecen al filo
Chloroflexi reconociendo el 68 % de las secuencias del filo (aisladas y no cultivadas)
depositadas en la base de datos. Si se consideran solamente las secuencias de los
organismos aislados, entonces el 96 % de las secuencias reconocidas pertenece al filo
Chloroflexi, reconociendo el 75 % de las secuencias aisladas de los OFC (figs. 14a y
14b, en anexo 3 tablas 29a y 29b).

El 100 % de las secuencias de los organismos detectados por la sonda CFX1223
pertenecen al Dominio Bacteria, siendo el 95 % de estas secuencias pertenecientes al
filo Chloroflexi, detectando el 67 % de las secuencias del filo depositadas en la base de
datos. Si se consideran solamente las secuencias de organismos aislados entonces el
99,4 % de las secuencias reconocidas pertenecientes al filo Chloroflexi, detectando el 638
% de las secuencias de los OFC aisladas (figs. 15a y 15b en anexo 3 tablas 30a y 30b).

Comparando las dos sondas que cubren el filo (GNSB941 y CFX1223), la sonda
GNSB941 es la que obtiene un mayor porcentaje de deteccidn de secuencias de
microorganismos, diferencia que se mantiene cuando se consideran solamente las

secuencias de los organismos aislados (figs. 14ay 14b,).

La sonda CFX1A331 especifica de la clase Caldilineae, presenta porcentajes levemente
mayores (49 %) para dicha clase que las sondas del filo (45 %) y como era de esperarse
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se gana en especificidad. Al considerar solamente las secuencias de los
microorganismos aislados, detecta porcentajes levemente menores (80 %) que la sonda
del filo GNSB941 (87 %), sin embargo estas diferencias de porcentajes se debe a una

sola secuencia (figs. 20a y 20b de anexo 3).

Dentro de las sondas definidas para la clase Anaerolineae (CFX784, CFX197 y
GNSB633) la que detecta mayor porcentaje de secuencias de microorganismos es
CFX784. Si se consideran solamente las secuencias de los organismos aislados,
CFX784 detecta una sola secuencia menos que la sonda general del filo GNSB941, pero
aumentando enormemente la especificidad (fig. 21a y 21b de anexo 3). Por su parte, las
sondas CFX197 y GNSB633 detectan muy pocos microorganismos de la clase

Anaerolineae para la que fueron disefiadas (figs. 22, 23a y 23b de anexo 3).

Con la sonda CFX109 se obtuvieron porcentajes de deteccion menores de las
secuencias de microorganismos de la clase “Chloroflexi” que con la sonda general del
filo GNSB941 (30 % contra 73,84 %). Cuando se consideran solamente los
microorganismos aislados tiene un mejor rango de cobertura (80 % contra un 76 % de
GNSB941) correspondiendo esas diferencias a 3 secuencias mas detectados (figs. 24ay
24b de anexo 3).

Con la sonda Dhel259t definida para algunos Dehalococcoides spp, se gana en
especificidad pero no cubre un rango muy alto de secuencias de microorganismos
dentro de la clase "Dehalococcoidetes” (3,41 %). El porcentaje de deteccion aumenta
cuando se considera solamente las secuencias de microorganismos aislados llegando al
29 % pero permaneciendo muy por debajo de los porcentajes detectados por las sondas
generales del filo GNSB941 y CFX1223 (97 % y 100 % respectivamente (figs. 25a y
25b de anexo 3).
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Fig. 14a. Porcentajes de secuencias de OFC detectados por la sonda del filo Chloroflexi
GNSB941. Se seleccionaron las secuencias de OFC tanto de aislamientos como de organismos
no cultivados. Informacion obtenida de la base de datos ProbeBase.

% de secuencias de microorganismos aislados
detectados por la sonda GNSB941
120,0
97,6
100,0 86,7 885
80.0 74,9 76,0 75,0 75,9
60,0 1 42,9
40,0 -
20,0 - I
0,0 - T T T T T T T
4> o & N 2 2 g &
& > 4 S S ) S
\o@% o'\&@ \6&\& S & oogo\ ch}@ &o@ .\&‘b‘
S F Ty ¢ & &
< SIS N ®

Fig. 14b. Porcentajes de secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda del
filo Chloroflexi GNSB941. Informacion obtenida de la base de datos ProbeBase.
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Fig. 15a. Porcentajes de secuencias de microorganismos detectados por la sonda del filo
Chloroflexi CFX1223. Se seleccionaron las secuencias de OFC tanto de aislamientos
como de organismos no cultivados. Informacion obtenida de la base de datos ProbeBase.
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Fig. 15b. Porcentajes de secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda
CFX1223. Informacién obtenida de la base de datos ProbeBase.



01/06/2013

MICROORGANISMOS | CFX1223 [GNSB941 |CFX1A311 |CFX784 |CEX197 |GNSB633 | CFX109 Dhel1259t
Dominio Bacteria 1,03 1,01 0,02 0,15 0,00 0,00 0,03 0,003
Filo Chloroflexi 67,06 68,33 1,48 9,51 0,11 0,04 2,04 0,23
Anaerolineae 74,76 71,22 0,02 17,26 0,21 0,08 0,00 0,00
Caldilineae 37,02 44,70 48,54 0,00 0,00 0,00 0,09 0,00
Chloroflexia 48,38 73,84 0,00 0,00 0,00 0,00 30,07 0,00
Dehalococcoidia 50,85 61,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,41
Ktedonobacteria 36,83 39,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00
Thermomicrobia 26,21 32,66 0,00 0,11 0,00 0,00 1,36 0,00
no clasificados 73,98 76,03 0,15 1,25 0,00 0,00 1,19 0,00

Tabla 24a. % de secuencias de microorganismos aislados y no cultivados detectados por las diferentes sondas. Se marca en

color la clase especifica para la que fue disefiada cada sonda. Informacion obtenida de la base de datos ProbeBase.

01/06/2013
MICROORGANISMOS | CFX1223 [GNSB941 |CFX1A311 |CFX784 |CFX197 |[GNSB633 |CFX109 Dhel1259t
Dominio Bacteria 0,100 0,054 0,003 0,005 0,000 0,001 0,018 0,003
Filo Chloroflexi 67,954 74,903 4,633 7,722 0,000 1,158 26,641 4,633
Anaerolineae 40,816 42,857 0,000 40,816 0,000 6,122 0,000 0,000
Caldilineae 40,000 86,667 80,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Chloroflexia 72,000 76,000 0,000 0,000 0,000 0,000 80,000 0,000
Dehalococcoidia 100,000 97,561 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 29,268
Ktedonobacteria 88,462 88,462 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Thermomicrobia 61,905 75,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
no clasificados 65,517 75,862 0,000 0,000 0,000 0,000 31,034 0,000

Tabla 24b. % de secuencias de microorganismos aislados detectados por las diferentes sondas. Se marca en color la clase
especifica para la que fue disefiada cada sonda. Informacion obtenida de la base de datos ProbeBase.




Discusion

La sonda que tiene una mayor cobertura del filo es GNSB941 (68%). Solo tiene un
porcentaje menor que CFX1223 en 3,54 %, para la clase Anaerolineae. Esta diferencia
se debe a 699 menos secuencias detectadas que CFX1223 (figs. 14a y 15a, en anexo 3
tablas 29a y 30a). Cuando se consideran solamente los organismos aislados,
nuevamente GNSB941 tiene una mayor cobertura y solo estd por debajo de la sonda
CFX1223 para la clase Dehalococcoidia, pero en este caso esa diferencia se debe a una
sola secuencia menos (figs. 14b y 15b, en anexo 3 tablas 29b y 30b). Bjornsson et al.,
2002, propusieron utilizar ambas sondas juntas al aplicar la técnica de FISH, para
aumentar la cantidad de microorganismos detectados. Esta medida fue aplicada en este
trabajo en la deteccion de los OFC en los diferentes enriquecimientos estudiados.

Por lo tanto para la técnica de T-RFLP especifica para los OFC los primers mas
adecuados seria el GNSB941, junto con uno general de Bacteria, como por ejemplo
27F. Por otro lado, la sonda que mejor cubre las secuencias de los microorganismos de
la clase Caldilineae es CFX1A331 (48,54 % frente a 44,70 % de GNSB941 que
corresponde con 34 secuencias méas detectadas), ganandose ademas en especificidad. Si
se consideran solamente las secuencias de los organismos aislados se pierde un 6,7 %,
que corresponde a una sola secuencia menos (figs. 20a y 20b en anexo 3).

Las sondas especificas de las clases Anaerolineae CFX784, CFX197 y GNSB633 (figs.
21a, 21b, 22, 23a 'y 23b en anexo 3) y "Dehalococcoidetes” (Dhel259t) (fig. 25a y 25b
en anexo 3), presentan valores marcadamente inferiores a las sondas del filo para cada
clase en particular. La sonda CFX197 no detecta ninguna de las secuencia de los
organismos aislados. La sonda CFX109 de la clase Chloroflexi es la sonda especifica
que presenta los valores de porcentajes mas altos que son 30 % y 80 % cuando se
consideran las secuencias de los organismos aislados (figs. 24a y 24b en anexo 3),
siendo este ultimo valor mayor que los obtenidos con las sondas del filo GNSB941 y
CFX1223.

Estudio de enzimas de restriccion

En esta seccion se analizaron los fragmentos obtenidos al utilizar las enzimas de
restriccion Msp | Taq | y Hha | en las 14 secuencias completas de los genes del ARNr
16S de los OFC aislados (tomadas de la base de datos del RDP). Se analizo la
posibilidad de utilizarlas para diferenciar los organismos del filo. Para completar el

analisis también se tomaron en consideracion las secuencias parciales de los genes del
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ARNr 16S de los demas OFC aislados. Las secuencias y los sitios de corte de las
enzimas de restriccion se detallan en la tabla 10. Los resultados obtenidos con el tamafio
de los fragmentos obtenidos con las tres enzimas, para las secuencias completas y

parciales de los OFC, se detallan en las tablas 25a y 25b respectivamente.

La enzima Taq | corto casi todas las secuencias completas obteniendo fragmentos entre
55 y 57 nt salvo para Roseiflexus sp. RS-1 de la clase Chloroflexi y Sphaerobacter
thermophilus DSM 20745 de la clase Thermomicrobia que se obtuvo fragmentos de 615
y 78 nt respectivamente. En las secuencias parciales también predomino el fragmento de
55 nt salvo para las secuencias parciales de A.thermolimosa (141 nt), las dos secuencias
de la clase Dehalococcoidia (133 nt), Chloronema giganteum (920 nt) y Herpetosiphon
sp. (246 nt).

Por su parte la enzima Hha | cortd el 50 % de las secuencias completas y el 72 % de las
secuencias parciales. Dentro de la clase Anaerolineae, cortd la secuencia completa de A.
thermophila UNI-1 obteniéndose un fragmento de 1081 nt, y a la secuencia parcial B.
caldifistulae (1415 nt) pero no corto a la mayoria de las secuencias parciales ni a A.
thermolimosa IMO-1. Sin embargo aqui se debe considerar que el corte de las
secuencias completa esta casi al final de las mismas.

Dentro de la clase Caldilineae, no cort6 la secuencia de C. aerophila que es la Unica
secuencia completa, pero si corto a la secuencia parcial de C. tarbellica obteniéndose un
fragmento de 701 nt.

Dentro de la clase Chloroflexi corté tanto las secuencias completas como las secuencias
parciales mayoritariamente con un fragmento de 556 nt salvo para las dos secuencias
completas del género Roseiflexus (189 nt).

Dentro de la clase Dehalococcoidia no cortd ninguna de las 9 secuencias provenientes
de organismos del género Dehalococcoides analizadas (5 completas y 4 parciales) y si
cortd las 3 secuencias del género Dehalogenimonas (1 completa y 2 parciales)
obteniéndose fragmentos de 39 nt.

Dentro de la clase Thermomicrobia solo cortd 2 de las 3 secuencias parciales analizadas
del género Thermomicrobium pero con diferentes fragmentos (835 y 80 nt).

En la clase Ktedonobacteria cortdé todas las secuencias parciales analizadas con
diferentes tamafios de fragmentos para las secuencias del género Thermogemmatispora
(236 nt, 189 nt y 146 nt), y las secuencias parciales de los géneros Ktedonobacter y
Thermosporothrix (607 nt y 688 nt respectivamente) También cortd a la Gnica secuencia

parcial de la clase Ardenticatenia en un fragmento de 37 nt.
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Todas las secuencias completas y parciales tenian el sitio de corte de la enzima Msp |I.
No se obtuvo un comportamiento uniforme con esta enzima para todos los OFC. Las
secuencias completas de la clase Dehalococcoidia presentaron un fragmento N-terminal
de entre 509 y 513 nt. La clase Chloroflexi mayoritariamente presentd fragmentos de
118 nt en las secuencias completas y 433 nt en las secuencias parciales. La clase
Ktedonobacteria presentd fragmentos de mayoritariamente 133 a 138 nt salvo para K.
racemifer que presentd uno de 677 nt. Dentro de la clase Thermomicrobia el género
Thermomicrobium presentd un fragmento de 121 nt mientras que N. hollandicus
presentd uno de 467 nt. Sin embargo esta enzima produce fragmentos diferenciales en
las secuencias completas de las especies de las clases Anaerolineae y Caldilineae que

son las que mayoritariamente se recuperan en los sistemas de tratamiento de efluentes.
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Posicion Tamario del fragmento
MICROORGANISMO Pares de Clase del N-terminal

bases primer Msp | Taq | Hha |

Anaerolinea thermophila UNI-1 1498 Anaerolineae 3 519 54 1081
Caldilinea aerophila DSM 14535 1500 Caldilineae 3 205 54 s/c
Dehalococcoides ethenogenes 195 1435 | Dehalococcoidia s/u 513** 55** s/c
Dehalococcoides mccartyi BTF08 1497 | Dehalococcoidia 8 513 55 s/c
Dehalococcoides sp. CBDB1 1435 | Dehalococcoidia s/u 513** 55** s/c
Dehalococcoides sp. GT 1485 | Dehalococcoidia 1 513 55 s/c
Dehalococcoides sp. VS 1490 | Dehalococcoidia 1 513 55 s/c
Dehalogenimonas lykanthroporepellens BL-DC-9 1492 | Dehalococcoidia 1 513 55 38
Chloroflexus aggregans DSM 9485 1474 Chloroflexia 1 75 55 557
Chloroflexus aurantiacus J-10-fl 1479 Chloroflexia 1 118 55 556
Roseiflexus castenholzii DSM 13941 1469 Chloroflexia 1 118 55 189
Roseiflexus sp. RS-1 1471 Chloroflexia 1 118 614 188
Sphaerobacter thermophilus DSM 20745 1497 | Thermomicrobia 1 120 77 s/c
Candidatus Chlorothrix halophila 1455 no clasificada 4 421 54 568

Tabla 25a. Tamafio en pares de bases del fragmento terminal obtenido por el tratamiento in silico de las secuencias completas de
los OFC (donde las diferentes clases se diferencian por colores) con las enzimas de restriccion Msp I, Taq | y Hha I. Se indica a su

vez la posicion del sitio de reconocimiento del primer 27F. s/u: sin secuencia de unién al primer 27F en la secuencia analizada.

s/c: sin la secuencia de corte de la enzima. Tamafio del fragmento N-terminal: tamafio del fragmento obtenido por el tratamiento de
la enzima indicada en cada cuadro. * Pares de bases de la secuencia analizada. ** Tamafio del fragmento N-terminal calculado en
base a la alineacion de secuencias. La informacion de las secuencias fue obtenida de las bases de datos NCBI y RDP. El andlisis

informatico se realizé con el programa Mega 5.2.




Posicion Tamarfio del fragmento
MICROORGANISMO Pares de Clase del N-terminal
bases primer | Mspl | Taql Hha |
Anaerolinea-thermolimosa IMO-1 1457 Anaerolineae s/u 199** 141** s/c
Bellilinea-caldifistulae GOMI 1 1425 Anaerolineae s/u 173** 55** 1415**
Leptolinea-tardivitalis YMTK-2 1426 Anaerolineae s/u 520** 55** slc
Levilinea-saccharolytica KIBI-1 1424 Anaerolineae slu 516** 55** s/c
Levilinea P3M-1 1462 Anaerolineae s/u 524** 55** s/c
Longilinea-arvoryzae KOME-1 1422 Anaerolineae s/u 170** 55** slc
Thermanaerothrix-daxensis GNS-1 1459 Anaerolineae slu 523** 58** 42
Caldilinea-tarbellica D1-25-10-4 1400 Caldilineae s/u 205** 55** 701**
Dehalococcoides ANAS1 1354 Dehalococcoidia 1 513 40 s/c
Dehalococcoides ANAS2 1354 Dehalococcoidia 1 513 55 sic
Dehalococcoides- BAV1 1420 Dehalococcoidia slu 513** 55** s/c
Dehalococcoides MB-partial 1489 Dehalococcoidia 1 512 55 s/c
Dehalogenimonas IP3-3 1433 Dehalococcoidia s/u 509** 133** 39**
Dehalogenimonas- SBP1 1433 Dehalococcoidia slu 509** i 39**
Chloronema-giganteum Gnsb-1 1460 Chloroflexia s/u 117** 920** 568**
Oscillochloris sp. R 1408 Chloroflexia s/u 433** 55** 556**
Oscillochloris trichoides DG-6 1418 Chloroflexia s/u 433** 55** 556**
Oscillochloris sp. BM 1413 Chloroflexia s/u 433** 55** 556**
Oscillochloris sp. A19 1389 Chloroflexia s/u 433** 55** 556**
Herpetosiphon geysericola 1417 Chloroflexia s/u 68** 55** 555**
Herpetosiphon sp. 1303 Chloroflexia s/u 448** 246** 557**
Herpetosiphon sp. OSI-B2 1280 Chloroflexia s/u 447** 55** 556**
Heliothrix-oregonensis I1S/F-1 873 Chloroflexia s/u 379** 907** 63**

Tabla 25b. Continta en la pagina siguiente.



Posicién Tamafio del fragmento
MICROORGANISMO ngsessﬂe Clase del N-terminal

primer Msp I Taq | Hhal
Ktedonobacter racemifer DSM-44963 970 Ktedonobacteria slu 677** 332** 607**
Thermosporothrix hazakensis SK20-1 1415 Ktedonobacteria s/u 137** 60** 688**
Thermogemmatispora foliorum ONI-5 1444 Ktedonobacteria slu 134** 55** 236**
Thermogemmatispora onikobensis ONI-1 1444 Ktedonobacteria s/u 134** 55** 236**
Thermogemmatispora sp. BPP55 1368 Ktedonobacteria s/u 138** 625** 189**
Thermogemmatispora sp. PM5 1296 Ktedonobacteria slu 138** 821** 189**
Thermogemmatispora sp. PM6 1303 Ktedonobacteria slu 133** 818** 146**
Ardenticatena martima 110S 1453 Ardenticatenia s/u 132** 55** 37**

Nitrolancetus hollandicus-Lb 1470 Thermomicrobia 1 467 926 s/c
Thermomicrobium roseum strain P-2 1371 Thermomicrobia s/u 121 448** 835**
Thermomicrobium sp. KI3 1275 Thermomicrobia slu 122** 941** 80**
Kouleothrix aurantiaca 1396 no clasificada s/u 496** 593** 135**

Tabla 25b. Tamafio de los fragmentos obtenidos por el tratamiento in silico de las secuencias parciales de los OFC detallados
(donde las diferentes clases se diferencias por colores) utilizando las enzimas de restriccién Msp |, Tag | y Hha I. Se indica a su
vez la posicion del sitio de reconocimiento del primer 27F. s/u; sin sitio unién al primer 27F en la secuencia analizada. s/c; sin sitio
de corte de la enzima. * Pares de bases de la secuencia analizada. Tamafio del fragmento N-terminal: tamafio del fragmento N-
terminal obtenido por el tratamiento de la enzima indicada en cada cuadro. ** Tamafio del fragmento N-terminal calculado en base
a la alineacion. La informacion de las secuencias fue obtenida de las bases de datos NCBI y RDP. El analisis informatico se realiz
con el programa Mega 5.2.



Discusion

Enzima Taq |

Esta enzima no permitio diferenciar entre los organismos de las diferentes clases del filo
Chloroflexi, con ella se obtuvo el mismo sitio de corte para casi todas las secuencias
completas aisladas. Se obtendria un pequefio fragmento de 55 nt para la mayoria de las
secuencias. La excepcion la darian las secuencias de de Sphaerobacter thermophilus
dentro de la clase Thermomicrobia que generaria un fragmento un poco mayor de 77 pb
y la secuencia de Roseiflexus sp. RS-1 dentro de la clase Chloroflexi con un fragmento
de 614 pb. Teniendo en cuenta esto, no seria adecuado utilizarla en la técnica de T-
RFLP para diferenciar entre los organismos.

Enzima Hha |

Dentro de las secuencias completas, esta enzima no logré un corte comdn a la mayoria
los OFC, ni tampoco logro diferenciar entre las diferentes clases. Sin embargo se
obtuvieron cortes particulares entre las distintas secuencias.

Dentro de la clase Chloroflexi, las secuencias del género Chloroflexus (C. aggregans y
C. aurantiacus) presentaron un fragmento de 556 nt, mientras que los dos del género
Roseiflexus (R. castenholzii y Roseiflexus sp.) presentaron uno de 188 nt. Tampoco
presentd un comportamiento uniforme dentro de la clase Caldilineae donde corta la
secuencia C. tarbellica D1-25-10-4 con un fragmento de 701 nt y no corta la secuencias
de C. aerophila DSM 14535. Dentro de las secuencias analizados de la clase
Dehalococcoidia, ninguna de las secuencias completas o parciales del género
Dehalococcoides presentaban sitios de corte y si presentaban sitios de cortes las
secuencias del género Dehalogenimonas con un fragmento de 39 nt.

El tratamiento con esta enzima no logrd separar dentro de las clases Thermomicrobia
donde no cortd la secuencia completa de S. thermophilus y si cortd 2 de las tres
secuencias parciales pero con distintos fragmentos N-terminales estimados.

Todas las secuencias parciales de la clase Ktedonobacteria y la Gnica secuencia parcial
de la clase Ardenticatenia presentaron cortes.

Enzima Msp |

Con esta enzima se logr6 un corte diferenciado para las secuencias completas de los
organismos del filo. Para la clase Dehalococcoidia se obtuvo el mismo fragmento para
los dos géneros, Dehalococcoides y Dehalogenimonas (513 nt) . Sin embargo, se generd
un fragmento casi del mismo tamafio (519 nt) en la secuencia de Anaerolinea

thermophila UNI-1. Mientras que clase Chloroflexi gener6 un fragmento de 118 nt.
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Sin embargo, con esta enzima se obtiene un corte diferenciado entre las dos secuencias
completas de los organismos de las clases Anaerolinea y Caldilinea del subfilo I que
son los OFC que mayoritariamente se recuperan en los sistemas de tratamientos
anaerobios desnitrificantes. Para la bacteria A. thermophila se obtiene un fragmento de
519 nt, mientras que para C. aerophila es de 205 nt. Esta enzima podria utilizarse para
obtener fragmentos terminales de longitudes diferentes en secuencias de las clases
Anaerolinea y Caldilinea (que son las mayoritariamente recuperadas de los sistemas de
tratamientos anaerobios desnitrificantes), para diferenciar estas bacterias en ensayos de
T-RFLP.
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6. Conclusiones y perspectivas.

Respuestas a las preguntas planteadas

*¢.Los OFC pueden utilizar compuestos provenientes de restos celulares en condiciones

desnitrificantes o anaerobias?

Los resultados de este trabajo muestran que las bacterias del filo Chloroflexi pudieron
mantenerse en las condiciones anaerobias estudiadas, con extracto celular y NAG, en
presencia o ausencia de NOs". Ya que con el correr del tiempo (16 meses) las bacterias
se mantenian en el cultivo y se podian detectar por FISH aunque no se pudieron

cuantificar, ni confirmar que aumentaran su proporcion.

*¢.Es posible enriquecer estos organismos utilizando compuestos similares a restos

celulares?

En base a los datos obtenidos en los diferentes enriquecimientos realizados no podemos
concluir que efectivamente se enriquecié en estos organismos en las condiciones
planteadas. Sin embargo se aprecié un lento aumento de los mismos con el correr del
tiempo. En las condiciones planteadas (teniendo en cuenta ademas que no se partié de
un cultivo enriquecido en OFC como recomienda la bibliografia), las demas bacterias de
rapido crecimiento del consorcio bacteriano que compiten con los OFC, pueden haber
llegado a impedir obtener un cultivo enriquecido en los filamentos de Chloroflexi que
permita su posterior aislamiento.

Para verificar la tendencia observada del aumento del namero de filamentos en los
enriquecimientos, se podria estudiar la variacion en la cantidad de microorganismos del
filo a traves de las muestras de ADN extraidas (que se extrajeron conjuntamente con la
muestras para FISH) en los diferentes tiempos de incubacion, utilizando por ejemplo las
técnicas de Real Time-PCR. A su vez se podria comparar esos datos con los del FISH
para ver si se confirma una correspondencia entre ellos. Estas muestras de ADN no
fueron analizadas en el momento de la pasantia por carecer tanto del tiempo como de la

posibilidad de realizar el método en ese momento.

*¢.Los OFC detectados por secuenciacion pertenecen a un determinado géenero/especie o

a varios?
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La mayoria de los OFC detectados en trabajos previos pertenecieron a la clase
Anaerolineae y en menor medida a la clase Caldilineae. Esto concuerda con la
bibliografia que indica que la mayoria de las secuencias recuperadas de los sistemas de
tratamientos de efluentes correspondes a estas clases y fundamentalmente a la clase

Anaerolineae (Yamada y Sekiguchi, 2009).

*;Como se podria disefiar un método para estudiar la diversidad de este grupo en

muestras de reactores?

Para amplificar las secuencias de los OFC por PCR los primer mas adecuados serian el
GNSB941 que el que mejor cubre al filo, junto con uno general para bacterias como el
27F.

Se podria continuar aplicando la técnica de FISH utilizando un método de recuento
automatico. Para estudiar la presencia de OFC las sondas que mejor cubren el filo son
GNSB941 y CFX1223. Se utilizan juntas para aumentar el rango de deteccion. Para
estudiar la presencia de organismos de las clases Caldilineae, Anaerolineae, y
Chloroflexi especificamente se pueden utilizar respectivamente las sondas CFX1A311,
CFX784, y CFX109 que son especificas de cada clase. Algunos microorganismos de la
clase Dehalococcoides pueden ser detectados por la sonda Dhc1259t. Sin embargo, los
rangos de deteccidn de las diferentes sondas especificas son bastante mas bajos que los
valores obtenidos para las sondas generales del filo (GNSB941 y CFX1223). Ademas
no se han encontrado sondas para las demas clases, Thermomicrobia, Ktedonobacter ni
Ardenticatena. Si se disefiaron para la especie Nitrolancetus hollandicus (perteneciente
a Ktedonobacter) las sondas Ntlc439 y Ntlc804.

Con esta técnica ademas se puede determinar la ubicacion de los filamentos en los
granulos o floculos de los reactores.

Se podria tener ademas una estimacion de los OFC en relacion con las bacterias totales,
utilizando por un lado las sondas del filo (GNSB941 y CFX1223) y otro sodas
universales para bacterias, aunque ya se ha comprobado lo dificultoso de aplicar esta
técnica para el recuento de los filamentos.

Para el estudio de la variacion de comunidades en muestras de tratamiento anaerobios
desnitrificantes, donde se ha visto que de los OFC los que predominan son los
organismos del subfilo 1 (Yamada y Sekiguchi, 2009), se podria aplicar la técnica de T-
RFLP especifico utilizando un primer con la secuencia de la sonda GNSB941 que mejor
cubre el filo y la enzima Msp | con la que se obtienen cortes diferenciados para las

clases Anaerolineae y Caldilineae.
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Otro método para estudiar la diversidad microbiana es aplicando la técnica de
secuenciacion masiva. En dicha técnica se analizan un gran nimero de secuencias del
reactor, aumentando entonces las secuencias de los OFC recuperadas para ser analizadas
junto con el resto de la comunidad bacteriana. Con este método se obtiene un gran
ndmero se secuencias pero no se tiene informacion de coémo se organiza la comunidad,
sin embargo si lo que interesa es saber que microorganismos estan presentes, este seria

el método de preferencia.

6.1 Enriquecimientos

Extracto Celular como sustrato

Para llegar a enriquecer en los OFC, seria aconsejable partir de indculos enriquecidos en
estos organismos Yy eliminar las bacterias de rapido crecimiento. Dado que los OFC son
bacterias de muy lento crecimiento, estarian en desventaja para competir por el sustrato
con las de rapido crecimiento. Por ejemplo, se ha demostrado que miembros
filamentosos de la clase Bacteroidetes utilizan el mismo tipo de sustrato (Kindaichi et
al., 2004), y la competencia entre estas especies es por lo tanto probable (Yamada y
Sekiguchi, 2009, Kragelund et al., 2007, Sekiguchi et al., 2001).

En los pocos trabajos que lograron aislar microorganismos del filo, partieron de
muestras enriquecidas. Por ejemplo, Sekiguchi et al., 2001 utilizaron las proyecciones
de los granulos de un rector UASB termdfilo metanogénico, donde estos organismos
eran altamente abundantes. Por otro lado, Imachi et al., 2000 utilizaron un
enriquecimiento previo con un sustrato dificilmente degradable para eliminar las
bacterias de rapido crecimiento. Luego de comprobar la existencia de organismos del
filo Chloroflexi y diluir el enriquecimiento siguieron con un medio en glucosa y
extracto de levadura para eliminar las bacterias que especificamente degradaban el
sustrato inicial y favorecer el crecimiento de Chloroflexi.

Otra posibilidad de enriquecimiento podria ser probar el co-cultivo con bacterias
metanogénicas. Con ello se evitaria el estancamiento de los OFC (fundamentalmente
ciertos organismos de la clase Anaerolineae) provocado por la acumulacién del H,
generado durante los procesos fermentativos. Sekiguchi et al., 2001 reportaron que este
tipo de co-cultivo favorecia el crecimiento de los OFC.

Se podria probar ademas cultivar en condiciones termofilas y con Fe(l11), debido al
reciente descubrimiento de la bacteria termofilica Ardenticatena maritima que es capaz

de crecer con la reduccién desasimilativa de Fe(l1l) (Kawaichi et al., 2013).
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NAG como sustrato

Uno de los principales problemas de este enriquecimiento fue la cuantificacion del NAG
y su posible alteracion por contaminacién o por su precipitacion. Luego de varios
intentos se demostré que utilizando soluciones de NAG filtradas dos veces o
esterilizadas por autoclave era posible eliminar los problemas de contaminacion.

Para poder utilizar este sustrato habria que seguir estudiando la posibilidad de utilizar
las soluciones de NAG doblemente filtradas y comprobar si se mantienen sin
contaminar con el transcurso de los dias. A su vez, monitorear si no se forman cristales
en las soluciones de 20 pug/mL y si es asi, investigar si existe alguna técnica para medir
concentraciones menores a 20 pg/mL.

Por otro lado se deberia continuar con los estudios de la solucidn que se esterilizd por
autoclave, preparando nuevos blancos con y sin NOs para confirmar si con este
procedimiento se puede evitar la contaminacion y la precipitacion de las diferentes
concentraciones de NAG y poder seguir su consumo por espectrofotometria con la
técnica del DNS.

Debido a las dificultades en la cuantificacion del NAG no fue posible determinar si los
OFC se enriquecen con este sustrato. Para comprobar esto se podria analizar las
muestras de ADN extraidas de los enriquecimientos con este sustrato y/o extraer nuevas
muestras de ADN con mayores tiempos de incubacion y aplicar técnicas como Real
Time-PCR para determinar la cantidad de microorganismos Chloroflexi y su evolucion
en el tiempo.

En este punto cabe preguntarse ¢qué proporcion de los Chloroflexi crecieron en base al
NAG consumido y cual lo hizo a expensas de las bacterias que murieron? En este punto
para el estudio de la utilizacion de este sustrato en particular por los OFC se puede
aplicar la técnica de MAR-FISH donde se introduce al medio un sustrato marcado

radioactivamente y luego se observa si ingresa a la célula por autoradiografia.

FISH

Con respecto a la técnica de hibridacion especifica in situ fluorescente el principal
problema para la deteccion de los OFC fue las dificultades para la cuantificacion por
esta técnica, para lo cual se podrian tomar algunas medidas:

- Se obtuvo una mayor deteccion de filamentos por FISH cuando se hizo la extraccion
de la muestra de lodo con agujas de mayor calibre. Por lo que a futuro es recomendable

hacer las extracciones con las agujas de calibre 18G11/2 o mayor.
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- Con el objetivo de homogeneizar las muestras para facilitar la reproducibilidad de las
tomas, y poder observar mejor los filamentos “dentro” de los acimulos, se podria
probar someter las muestras al tratamiento con ultrasonido, previo a la técnica de FISH.
-Para que el método de recuento de filamentos no sea tan engorroso y en el que quizas
se pueda obtener una estimacion del error de la medida, se podria utilizar un método de
recuento automatizado. Por ejemplo uno que calcule el &rea de las células del filo (que
hibridan con la sonda especifica) frente al area de las células totales (que se tifian con
DAPI).

Medicion de sustratos utilizados

(NAG y Extracto celular)

No fue posible detectar el consumo tanto de NAG como de extracto celular por los
organismos de los enriquecimientos. Se podria probar otras estrategias para determinar
la utilizacion de estos sustratos. Por ejemplo la técnica denominada MAR-FISH que
detecta las preferencias de consumo del sustrato marcado radiactivamente, por parte de
los organismos que forman parte de una comunidad.

Este método se basa en la incorporacion del sustrato marcado radioactivamente dentro
de la célula, y la deteccion de las células activas utilizando autoradiografia. La
identificacion de las células se hace por medio de hibridacion fluorescente in situ
(FISH). La deteccion e identificacién de células activas se lleva a cabo utilizando
microscopia. Esta técnica permite también la cuantificacion de células activas sin que
exista ningun sesgo procedente de la extraccion de ADN o PCR. Sin embargo se
requieren condiciones especiales para trabajar con productos radiactivos (Kragelund et
al., 2007, Imachi et al., 2000, y Lee et al., 1999).

Utilizando esta técnica se utilizé soluciones de NAG menos concentradas (88 uM) y un
tiempo de incubacion de 4 h, con lo que podrian evitarse los problemas de precipitacion
del NAG (Kindaichi et al., 2004).

6.2 Analisis de secuencias de biblioteca de clones obtenidas de

enriquecimientos previos

Debido a que casi siempre los OFC se han encontrado en bajo numero en las diferentes
comunidades (Yamada y Sekiguchi, 2009) no es aconsejable hacer una seleccion de
clones al azar al analizar las secuencias de los genes ARNr de 16S en las bibliotecas de
clones, debido a la baja probabilidad de detectar a los OFC (ya que se encuentran en

baja proporcion).
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Se puede hacer una pre-seleccion, haciendo un tratamiento con enzimas de restriccion
en los amplificados y analizando los diferentes perfiles obtenidos (ARDRA). Es de
considerar, que los clones buscados probablemente estén en los perfiles menos

repetidos.
6.3 Andlisis de las secuencias obtenidas previamente

Del andlisis de las secuencias de OFC obtenidas en trabajos anteriores y recuperadas de
reactores de tratamiento de efluentes, se observo que al igual que lo reportado por la
bibliografia (Yamada y Sekiguchi, 2009), la mayoria ellas se agruparon dentro de las
secuencias de la clase Anaerolineae, recuperandose también dos secuencias
perteneciente a la clase Caldilineae.

De las 18 secuencias en total analizadas, 15 de ellas provenian de diferentes reactores
desnitrificantes y 3 de reactores SBR de tratamientos de efluentes. Las 15 secuencias
analizadas de los reactores desnitrificante se agruparon dentro de las secuencia de la
clase Anaerolineae, mientras que de las tres secuencias del SBR, una agrupé con las
secuencias de Anaerolineae y las otras 2 dentro de las secuencias de la clase
Caldilineae. Para confirmar esta tendencia se podria continuar el analisis de los
diferentes sistemas de tratamiento de efluentes, aplicando por ejemplo la secuenciacion

masiva para aumentar en nimero de secuencias recuperadas.

6.4 Métodos para analizar la abundancia y diversidad de OFC en

muestras ambientales

FISH

Para el monitoreo de los organismos del filo en enriquecimientos mediante FISH es
aconsejable la sonda GNSB941 porque es la que detecta un mayor porcentaje de
organismos aun de los no cultivados. La utilizacion de la sonda GNSB941 junto con
CFX1223, aumenta el rango de deteccion. En el caso de buscar organismos de la clase
Caldilineae es preferible el uso de la sonda CFX1A331 porque detecta casi la misma
cantidad de organismos que con GNSB941 pero se gana notoriamente en especificidad.
Segun sea el interés en cada clase 0 microorganismo en particular, con las diferentes
sondas especificas se gana en especificidad pero se pierde en cantidad de organismos
detectados. Hay que considerar que de por si estos organismos estan usualmente en baja
proporcion, por lo que en la basqueda de la especificidad se puede terminar sin detectar

los microorganismos buscados.
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T-RFLP

Para diseflar un método de T-RFLP especifico, se podria utilizar como primer la
secuencia de la sonda GNSB941 que es la que cubre mas organismos del filo, junto con
primer general de Bacteria 27F.

En muestras de sistemas de tratamientos de afluentes anaerobios desnitrificantes, donde
se ha visto que predominan los organismos de las clases Anaerolineae y Caldilineae, la
enzima Msp | seria la mas adecuadas para utilizar con la técnica de T-RFLP especifica,
ya que esta enzima logra cortes diferenciados en las secuencias de los organismos de
dichas clases.

Se podria también analizar las secuencias de los OFC con otras enzimas de restriccion

no utilizadas en este trabajo, para determinar si surge algun otro patron de interés.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Enriquecimientos
Medios de cultivo

Solucion traza minerales (g/L); 12,8 Ac. Nitriloacético, 1,35 FeCl3.6H,O, 0,1
MnCl,.4H,0, 0,024 CoCl,.6H,0, 0,1 CaCl,.2H,0, 0,1 ZnCl, anhidro, 0,01
CuCl,.2H,0, 0,024 H3BO;, 1,0 molibdato de Na.2H,O, 0,026 NaCl, 0,12
Na,S,03.5H,0, 0,12 Ni,.6H,0. Agregar el nitriloacético en 200 mL de H,O destilada,
ajustando el pH a 6,5 con KOH 10N. Verter en 600 mL de H,O disolviendo los
compuestos en ese orden, llevar a 1,0 | y guardar bajo de N,.

Solucién de vitaminas (mg/L); 2,0 biotina (vit K), 2,0 ac. félico, 10,0 piridoxina HCI
(Bs), 5,0 tiamina HCI (B,), 5,0 riboflavina (B;), 5,0 &c. Nicotinico, 5,0 DL-pantotenato
de Ca, 0,1cianocabalamina (B1,), 5,0 paraminobenzioco, 5,0 &c. tioctico (lipoico).

Solucion de Ca 'y Mg (g/L); 7,5 MgCl,.2H,0, 11,6 MgCl,.6H,0, 3,72 CaCl,.2H,0, 6,0
CaCI2.7H20.

Solucién de extracto celular; Para preparar el extracto celular usado como sustrato se

tomaron 20 mL del lodo extraido del reactor previa agitacion. Luego de dejarlo decantar
1 dia, se descartd el sobrenadante con jeringa completando el volumen hasta 20 mL con
agua. Los viales con las soluciones fueron luego gaseados en atmdsfera de N, y se
esterilizaron en autoclave a 1,1 atm por 15 min. Se sembraron controles en placa de las
soluciones esterilizadas que dieron negativo y se sometieron nuevamente a

esterilizacion en autoclave en las mismas condiciones.

Determinacién de NAG por la medida de azucares reductores con DNS

Esta consistia en tomar 0,3 mL de muestra y adicionarle 0,9 mL de solucion de DNS,
mezclarlos en Vortex y hervirlos por 5 min. Luego adicionarles 6,0 mL de agua,
mezclarlos en Vortex nuevamente y finalmente medir la absorbancia a A = 540 nm. La
determinacion de la concentracion de NAG en los viales se realizd midiendo la
absorbancia del medio y luego se interpolaba en una curva de calibracion construida a
partir de soluciones con concentraciones conocidas de NAG, a las que se les realizo la
misma técnica de determinacion de azlcares.

Solucién de DNS; preparar en campana; 5 g DNS en 250 mL de agua tibia, agregar 100

mL de NaOH 2N recién preparada, 50g tartrato doble de Na y K, llevando a 500 mL

con agua.
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1.1 Sustrato Extracto de Levadura;

Tabla 26a: Observacion macroscopica de los viales 1 al 3 con Extracto de
Levadura como sustrato.

Tabla 26b: Observacion macroscopica de los viales 4 al 6 con Extracto de
Levadura como sustrato y NO3™ como aceptor de electrones.

1.2 Sustrato Extracto Celular;

Tabla 27a: Observacion macroscopica de los viales 7 al 9 con Extracto Celular
como sustrato.

Tabla 27b: Observacion macroscopica de los viales 10 al 12 con Extracto

Celular como sustrato y NO3™ como aceptor de electrones.

Tabla 27c: Observacion macroscopica de los viales 7" al 9° con Extracto Celular
como sustrato.

Tabla 27d: Observacion macroscopica de los viales 10" al 12" con Extracto

Celular como sustrato y NO3™ como aceptor de electrones.

Tabla 27e: Observacion macroscépica de los diferentes blancos.

1.3 Sustrato NAG;

Tabla 28a: Medidas de absorbancia de los viales, y céalculo de la concentracion
de NAG.

Tabla 28b: Observacién macroscopica de los viales Al al A3, C7 al C9 y B7 al
B9 con NAG como sustrato.

Tabla 28c: Observacion macroscopica de los viales A4 al A6, C10 al C12 y
B10 al B12 con NAG y NO3 como aceptor de electrones.

Tabla 28d: Esquema de tomas de toma de muestras para FISH y ADN.

Tabla 28e: Medida de las concentraciones de NO3" y NO, por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography).

Fig. 16: Fotografias de los enriquecimientos y cultivos realizados.
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Extracto de
N° del Vial | lev. 100 g/L Observacion macroscépica
(1 ml)
X Crecimiento, con gas
X Crecimiento, con gas
X Crecimiento, con gas
- Crecimiento, con gas
- Crecimiento, con gas
- Crecimiento, con gas
X Crecimiento, con gas
X Crecimiento, con gas
X Crecimiento, con gas, medio acido
- Crecimiento, con gas, medio acido
- Crecimiento, con gas, medio acido
- Crecimiento, con gas, medio acido
X Medio amarillo. Lodo suelto amarillento
X Medio amarillo-verdoso, lodo amarillo-verdoso
X Medio verdoso-amarillo, lodo verde-amarillo.
- Mucho gas, medio &cido
- Mucho gas, medio &acido
Mucho gas, medio &cido

t(dias)
incubacion

15

48

79

92

N RPIWODNEFPIONRERPONDNERPIOLONEREIWDNBRE

125

w
1

Tabla 26a. Observaciones macroscépicas de los enriquecimientos con Extracto de
Levadura como sustrato. Se indica cuando fueron alimentados con una X. Se
determind la acidez del medio por tirilla reactiva de medida de pH (valores entre 5y

6).
di . Extracto de G ]
_ Ydias) el 1 lev. 100 g/L S Observacion macroscopica
incubacién| Vial (1 ml) (0,5ml)
4 X X Crecimiento, consumo de NOj3™, sin NO, con gas
8 5 X X Crecimiento, consumo de NOj3™, sin NO;, con gas
6 X X Crecimiento, consumo de NO3", sin NO," con gas
4 - X Se consumi6 el NO3™ con gas
15 5 - X Se consumi6 el NO3™ con gas
6 - X Se consumi6 el NO3™ con gas
4 - X Se consumio el NO3™ con gas
48 5 - X Se consumi6 el NO3™ con gas
6 - X Se consumi6 el NOj3™ con gas
X X Medio amarillento + claro, lodo blancuzco-amarillento
4 espumoso y suelto, medio acido, con gas
X X Medio amarillento + claro, lodo blancuzco-amarillento
92 5 espumoso y suelto, medio &cido, con gas
X X Medio amarillento + claro, lodo blancuzco-amarillento
6 espumoso y suelto, medio acido, con gas
4 - - Con gas, medio 4cido
125 - - - -
6 - - Con gas, medio &cido

Tabla 26b. Observaciones macroscopicas de los enriquecimientos con Extracto de Levadura como
sustrato y NO3; como aceptor de electrones. Se indica cuando fueron alimentados con una X. Se
determind la acidez del medio por tirilla reactiva de medida de pH (valores entre 5y 6). EI NO, se
determin por tirilla reactiva (QUANTOFIX®).
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t(dias)
incubacion

N° del Vial

Extracto celular 26
mM (1 ml)

Observacion macroscépica

Medio amarillento, lodo negros algo agregado
idem
idem

15

Medio amarillento, lodo negros algo agregado
idem
idem

48

Medio amarillento, lodo negros algo agregado
idem
idem

79

Medio verdoso, lodo negros algo menos agregado
idem
idem

92

Medio verdoso-amarillent, lodo negro suelto (desprendido)
idem
idem

114

Medio verdoso-amarillent, lodo negro suelto (desprendido)
idem
idem

125

Medio verdoso, lodo negro suelto (desprendido)
idem
idem

138

Medio grisaceo, lodo negro suelto (desprendido)
idem
idem

147

© 00 NJO 00 NJO 00 NJO 0O N[O 0O NJO© 0 NJO 0 NJO 0 NjJo o N

Medio verde amarillento,lodo negro algo agregado
idem
idem

Tabla 27a. Continta en la siguiente hoja.




. t(dlas?, N° del Vial Extracto celular 26 Observacion macroscopica
incubacion mM (1 ml)
7 X Medio verde amarillento, lodo negro que desprende algo agregado
175 8 X idem
9 X idem
7 X Medio verdoso amarillento, lodo negro desprende algo agregado
192 8 X idem
9 X idem
7 X Medio verdoso grisaceo, lodo negro menos agregado
223 8 X idem
9 X idem
7 X Medio verdoso grisaceo, lodo negro, desprende facilmente en biofilm, precipita rapidamente
251 8 X idem
9 X idem
7 Medio verdoso, lodo negro, desprende en biofilm, al agitar queda algo en suspencion que
268 finalrr]ente ppta.
8 Idem
9 idem, con cristales con forma de agujas dorados sobre el lodo
! X Medio verdoso, lodo negro agregado, al agitar queda algo en suspencién y finalmente presipita
274 8 X idem
9 X idem
7 X Medio verde, lodo negro, capa superficial desprende facilmente, la inferior desprende en biofilm
con movimiento ondulados, precipita bien, con pequefios grumos negros
377 .
8 X Idem
9 X idem
7 X Medio gris-verdoso y trasltcido, lodo desprende con movimientos ondulados (agregado), con
grumos negros
478 8 X idem
9 X Idem, con cristales dorados

Tabla 27a. Observacion macroscépica de los enriquecimientos con Extracto Celulare como sustrato viales del 7 al 9. Se indica el tiempo de
incubacion, asi también con una X cuando fueron alimentadas en el casillero correspondiente.



inész)l:(s:i)én N° del Vial E)Z(nglt\z ge:::ll)a r '\ég)gnl]:\)/l Observacion macroscépica
10 X X Medio algo rosado, lodo agregado
8 11 X X idem
12 X X idem
10 - X Se consumio el NOy', lodo agregado
15 11 X - Medio algo rosado, lodo grisaceo agregado
12 - X Se consumi6 el NO5”
10 X - Medio algo rosado,
48 11 - X Se consumio el NO3
12 X - Medio algo rosado
10 X - Medio rosado
79 11 X - idem
12 X - dem
10 X - Medio rosado, lodo grisaceo agregado
92 11 X - idem
12 X - idem
10 X - Medio algo rosado, lodo grisiceo agregado
125 11 X - idem
12 X - idem
10 X - Medio algo rosado con lodo gris
138 11 X - idem
12 X - idem
10 X - Medio algo rosado con lodo beige grisaceo
147 11 X - fdem
12 X - fdem

Tabla 27b. Continda en la siguiente hoja.




inéfjtz)lggi)én Ne° del Vial E>2<t6r?:1:|t\z ge:]zjll)a r ’\é(())%rill\)ﬂ Observacion macroscépica
10 X - Medio rosado grisaceo, lodo beige grisaceo
175 11 X - idem
12 X - idem
10 X - Medio rosa, lodo crema grisaceo poco agregado
192 11 X X Medio grisaceo verdoso, lodo negro poco agregado
12 X - Medio rosa, lodo crema grisaceo poco agregado
10 X i Medio levemente rosado, lodo grisaceo, que se mueve en ondas
(agregado)
223 11 X X Medio grisaceo verdoso, lodo negro, que se mueve en ondas (agregado)
12 X X Medio verdoso grisaceo-lodo grisaceo oscuro
10 X X Medio grisaceo, lodo beige oscuro, desprende en ondas (agregado)
251 11 X X Medio grisaceo, lodo marrdén-beige oscuro, desprende en ondas mas
marcadas (mas agregado)
12 X - Medio rosado- lodo beige oscuro
10 - - Medio rosado, marrén-beige oscuro
268 1 - X Medio grisaceo, lodo negro
12 - Medio rosado, lodo marrén-beige oscuro
10 X - Medio rosado, lodo gris con un poco de gas al pinchar
274 11 X - idem
12 X - idem
10 X X Medio amarillento, lodo crema oscuro desprende en ondas mas suelto
377 (menos agregado) pegueﬁos grumos marrones
11 X X Idem
12 X X idem
10 X X Medio amarillento, lodo crema oscuro desprendido (menos agregado)
478 11 X X fdem
12 X X idem

Tabla 27b continuacion. Observacién macroscépica de los

enriquecimientos con Extracto Celular como sustrato y NO, como

aceptor de electrones (viales 10 al 12). Se indica el tiempo de incubacion en dias y cuando fueron alimentado con una X en el
casillero correspondiente.



* t(dias)
incubacion

Ne del
Vial

Extracto
Celular 26 mM
1 ml)

Observacion macroscopica

13

~
\

X
X
X

Medio grisaceo, lodo agregado
idem
idem

22

\

\

Medio amarillento-verdoso y lodo grisaceo
Medio amarillento-mas verdoso y lodo grisaceo
idem

50

N

\

\

Medio verdoso claro-amarillento, lodo grisaceo agregado
Medio verdoso mas oscura-amarillento, lodo grisaceo agregado
Medio verdoso oscura-amarillento, lodo grisaceo agregado

67

N

\

Medio verdoso amarillento, lodo gris con muchos grumos negros y que
desprende agregado
idem
idem

98

Medio grisaceo, lodo grisiceo desprende en ondas (agregado)
idem
Medio grisaceo, lodo negro desprende en ondas (agregado)

126

\

\

Medio grisaceo, lodo beige, con grumos negros, agregado, precipita facilmente
Medio grisaceo, lodo beige-negro, con grumos negros, agregado, precipita
facilmente
Medio grisaceo, lodo negro, con grumos negros agregado, precipita facilmente

143

\

\

Medio grisaceo, lodo gris, con grumos negros, desprende en ondas (agregados),
al agitar quedan agregados, que precipitan pero algo queda en suspensién
idem con lodo un poco més oscuro
idem con lodo més oscuro, casi como viales 7,8,y 9

252

Medio verdoso, lodo gris oscuro con grumos negros desprenden en ondas
(agregado) al agitar queda algo en suspension
Medio verdoso, lodo negro-grisaceo desprende en ondas (agregado)
idem

353

\

\

©
\

X X XXX X |IXX X [X X XX XX[XX X |XXX|:!

Medio grisaceo opaco, lodo oscuro que se desprende con grumos negros
Idem
Idem

Tabla 27c. Observacion macroscopica de los enriquecimientos del 7 “al 9"con Extracto Celular como sustrato,
que fueron subcultivados de los viales 7 al 9 originales (cuando esto ultimos tenian 125 dias de incubacion). Se
indica con una X cuando fueron alimentadas en el casillero correspondiente.




Extracto

. t(dlas), N° del Vial | Celular 26 NS L Observacion macroscopica
incubacion (0.2ml)
mM 1 ml)
10 X X Medio grisaceo con lodo agregado
13 11 X X idem
12 X X idem
10 X X Medio color crema, con lodo agregado
22 11 X X idem
12/ X X idem
10 X X Medio incoloro, lodo blanco grisaceo agregado
50 11 X X idem
12/ X X idem
10 X X Medio amarillento verdoso, lodo crema con algunos grumos negros y mas agregado
67 11 X X idem
12 X X idem
10 X X Medio verdoso, lodo gris-negro se mueve en ondas (agregado)
98 11 X X Medio verdoso, lodo beige con grumos negros y mueve en ondas (agregado)
12 X X idem
10 X X Medio verdoso, lodo beige con grumos grandes negros
126 11 X X Medio incoloro, lodo beige-naranja con grumos negros
12/ X X idem
, Medio rosado, lodo gris, se mueve en ondas mas marcadas, con grumos, al agitar
10 X - Lo
precipita bien
143 11 X - idem
12/ X - idem
10 X - Medio rosado, lodo gris, agregado, con grumos, al agitar precipita bien
149 11 X - idem
12/ X - idem
10 X X Medio amarillo, lodo marrén-grisaceo con grumos negros grandes y agregado
252 11 X - Medio rosado, lodo beige con grumos negros grandes que no de desagregan al agitar
12 X X Medio amarillo, lodo beige se mueve en ondas (agregado) con grumos negros
10 X X Medio amarillo, lodo crema con grumos negro
353 11 X - Medio rosado, lodo crema mas oscuro que viales 10 y 12, con grumos negros
12 X - Medio rosado, lodo crema mas oscuro que los viales 10 y 12, con grumos negros

Tabla 27d. Observacion macroscépica de los enriquecimientos 10"al 12" subcultivados de los viales 10 al 12 originales (cuando éstos
ultimos tenian 125 dias de incubacion) con Extracto Celular como sustrato y NO, como aceptor de electrones. Se indica con una X
cuando fueron alimentados en los casilleros correspondientes.




t(dias) inc. Blanco composicion Observacion macroscopica
92 BL1 Lodo Medio amarillo-verdoso, lodo grisaceo suelto
125 BL1 Lodo Medio amarillo-verdoso, lodo gris-verdoso
138 BL1 Lodo Medio amarillo verdoso, lodo gris-verdoso
175 BL1 Lodo Medio amarillo-verdoso, lodo gris-amarillento
267 BL1 Lodo Medio traslucido verdoso, lodo verdoso con unos pocos grumos negros
88 BL 2 Lodo + NO3 Medio rosado, lodo blanco-grisaceo suelto
268 BL 2 Lodo + NO3 Medio traslicido rosado, lodo blanco-grisdceo con unos pocos grumos negros
114 BL5 Extracto celular Medio rosado, lodo blanco-grisaceo
138 BL5 Extracto celular Medio rosado, lodo blanco-grisaceo
267 BL5 Extracto celular Medio rosado, con lodo esponjoso blanco con agujas doradas
175 BL 6 Extracto celular + NO3 Medio rosado, lodo adherido blanco-grisaceo con agujas doradas brillosas
267 BL 6 Extracto celular + NO3 Medio rosado con burbujas, lodo blanco esponjoso, con agujas doradas
147 BL7 Lodo’ Medio transparente, lodo crema con grumos negro, que se desprende en ondas (agregado)
147 BL 8 Lodo"+ NO5’ Medio rosado, lodo crema con grumos negros

Tabla 27e. Observacion de los blancos de los enriquecimientos con Extracto Celular como sustrato. Lodo: lodo de la entrada a la laguna con
el que se inocularon los viales 1 al 12. Extracto celular: lodo de la entrada a la laguna esterilizado por autoclave. Lodo”: lodo subcultivado a los
125 dias de incubacion del vial 7. Lodo"™+ NO, : lodo subcultivado a los 125 dias de incubacion del vial 10.



Viales | NOs | Abs; Abs, | Abspromg, | t(g | conc.calc. | Abs; Abs; | Abs promi, | tq) | conc. calc.
Al 0,005 | 0,004 0,0045 <100 0,006 0,004 0,005 <100
A2 0,002 0 0,001 45 <100 0,005 0,007 0,006 54 <100
A3 0,001 | 0,002 0,0015 <100 0,004 0,004 0,004 <100
A4 + 0,195 | 0,195 0,195 751,33 0,002 0,001 0,0015 <100
A5 + | 0179 | 0,179 0,179 451 69800 | 0006 | 0,004 0,005 54 <100
A6 + 0,054 | 0,054 0,054 281,33 0,004 0,005 0,0045 <100
C7 0,206 | 0,204 0,205 784,67 0,004 0,003 0,0035 <100
C8 0,133 0,14 0,1365 45 556,33 0,006 0,006 0,006 o4 <100
C9 0,145 | 0,147 0,146 588,00
C10 + 0,003 | 0,001 0,002 <100 0,002 0,001 0,0015 <100
C11 + 0,08 0,045 0,0625 45 309,67 0,004 0,002 0,003 54 <100
C12 + 0,003 | 0,003 0,003 <100
B7 0,229 | 0,176 0,2025 776,33 0,002 0,003 0,0025 <100
B8 0,117 | 0,151 0,134 12 548,00 21
B9 0,146 0,14 0,143 578,00
B10 + 0,384 | 0,394 0,389 1398,00 | 0,003 0,003 0,003 <100
B11 + | 0217 | 0,224 0,2205 12| 836,33 21
B12 + 0,216 | 0,212 0,214 814,67

Tabla 28a. Medida de las absorbancias en los diferentes enriquecimientos de NAG, célculo de las respectivas concentraciones de NAG en
pg/ml extrapoladas de la curva de calibracion de la fig. 3. La presencia o ausencia de NO; en los viales, se indica con un + 6 -. conc. calc.:
concentracion calculada. tg: tiempo de incubacion de los viales en dias.




inéﬁ(:)i:gén Ne° del Vial Sﬁggto Observacion macroscopica
Al X Medio traslucido beige, lodo beige-grisaceo algo esponjoso
32 A2 X idem
A3 X idem con lodo méas esponjoso
Al Medio traslicido beige, lodo beige-grisaceo algo esponjoso, sin gas
49 A2 idem
A3 idem, con lodo més esponjoso
Al Medio traslicido beige, lodo beige-grisaceo, algo de gas
58 A2 idem
A3 - idem
C7 X Medio algo turbio, lodo grisaceo
* 32 c8 X Medio menos turbio, lodo grisiceo mas oscuro
C9 X Medio traslucido, lodo grisaceo méas oscuro
C7 Medio turbio, con gas, lodo negro
* 49 C8 --- idem
C9 - idem
C7 Medio turbio, sin gas, lodo negro
* 58 C8 - idem
C9 - idem
B7 Medio incoloro, con gas, lodo beige
** 16 B8 idem
B9 Medio incoloro, con gas, lodo mas negruzco
B7 X Medio turbio, sin gas, lodo beige
** 24 B8 X idem
B9 X Medio turbio, sin gas, lodo negro

Tabla 28b. Esquema de las observaciones macroscopicas realizadas en los viales con NAG como
sustrato. Se indica con una X en el cuadro respectivo los dias en que se alimentaron. * Los viales C
fueron subcultivados de los viales 7, 8 y 9 originales con extracto celular como sustrato, a los 191 dias de
incubacion. ** Los viales B fueron subcultivados de los viales 7", 8" y 9" con extracto celular como
sustrato a los 99 dias de incubacion (es de considerar que estos Ultimos a su vez fueron subcultivados de
los viales 7, 8, y 9 originales, con extracto celular como sustrato a los 125 dias de incubacién).




inéﬁ%igsi)én N\jigfl Stlj\lsggto NO; Observacion macroscépica
A4 X X Lodo beige algo esponjoso
32 A5 X X Lodo beige con grumos grandes marrones
A6 X X idem
A4 Medio rosado, lodo beige con grumos marrones
49 A5 Medio rosado, lodo beige-grisdceo con grumos negros
Ab X Medio incoloro, lodo beige-grisaceo con grumos negros
Ad X Medio transparente, lodo beige con grumos marrones
58 A5 - Medio rosado, beige-grisaceo con grumos marrones
A6 - Medio rosado, lodo beige con grumos marrones
C10 X X Medio algo turbio, lodo naranja
* 32 Cl1 X X Medio algo turbio, lodo grisaceo
C12 X X Medio algo turbio, lodo naranja
C10 - Medio incoloro, con gas, lodo beige
* 49 C11 - - idem
C12 - - idem
C10 X Medio incoloro, sin gas, lodo beige
* 58 Cl1 - X idem
C12 - X idem
B10 X Medio incoloro, con gas, turbios, lodo beige
** 16 B11 - Medio rosado, con gas, turbios, lodo beige
B12 - idem
B10 X X Medio incoloro, sin gas, lodo beige
*% 24 B11 X - Medio rosado, poco gas, lodo beige
B12 X - Medio rosado , muy poco gas, lodo beige

Tabla 28c. Esquema de las observaciones macroscopicas realizadas en los viales con NAG
como sustrato y con NO, como aceptor de electrones. Se indica con una X en el cuadro

respectivo los dias en que se alimentaron. * Los viales C fueron subcultivados de los viales 10,
11, y 12 originales con extracto celular como sustrato y NO3;” como aceptor de electrones, a los
191 dias de incubacion. ** Los viales B fueron subcultivados de los viales 10", 11" y 12" con
extracto celular como sustrato y NO3” como aceptor de electrones, a los 99 dias de incubacion
(es de considerar que estos ultimos a su vez fueron subcultivados de los viales 107, 11" y 12°
originales, con extracto celular como sustrato y NO5;™ como aceptor de electrones, a los 125 dias
de incubacidn).




Viales t (diasy FISH ; t (dias ADN

Al
A2 32; S/mADN 203; S/mADN 261 (d) ; 261
A3

A4 (con NO3)
A5 (con NO3) 32 ; s/ Mapn 203 ; s/ Mapn 261 (c) ; 261
A6 (con NOg3)

*C7
*C8 32; s/ Mapn 203 ; s/ MapnN 261 (d) ; 261
*C9

* C10 (con NO3)
*Cl1 (COH NO3-) 32 y s/ Mapn 203 X s/ Mapn 261 (d) , 261
* C12 (con NOg)

*%* B7
** B8 197 (¢) ; 197
** Bg

** B10 (con NO3)
**B11 (con NO3) 197 (¢) ; 197
** B12 (con NOg)

Tabla 28d. Esquema que detalla las muestras que se fijaron para FISH y las que se
extrajeron para ADN, donde se indican los dias de incubacién que tenian los
enriquecimientos respectivos al momento de realizarlas. t () FISH: dias de
incubacion que tenian los enriquecimientos al fijar las muestras para FISH. t (g
ADN: dias de incubacion que tenian los enriquecimientos al hacer las tomas de
muestras para ADN. () indica las muestras en las que se fijo para FISH sobre
portaobjeto con gelatina. s/ mapy Sin muestra para ADN. * Los viales C fueron
subcultivados de los viales 7 al 12 originales con extracto celular como sustrato a los
191 dias de incubacién. ** Los viales B fueron subcultivados de los viales 77, al 12”
con extracto celular como sustrato a los 99 dias de incubacion (es de considerar que
estos Ultimos habian sido subcultivados a su vez de los viales 7 al 12 originales, con
extracto celular como sustrato a los 125 dias de incubacion).




Muestra Dilucion NO, ppm N-NO, NO3 ppm N-NO3’
Ad 10 0 0 0 0
A5 1 0 0 11574 124,60
A6 10 0 0 9818 105,3
B10 1 0 0 0 0
B11 1 0 0 8523 91
B12 1 4372 8,0 38762 42,4
B12 10 375 8,0 3384 34,5
C10 10 0 0 0
C11 1 0 0 0
C12 1 0 0 0

Tabla 28e. Medidas de las concentraciones de NO3-y NOZ- por HPLC en los enriquecimientos
y subcultivos de NAG con 54 dias de incubacion para los viales Ay C y.20 dias de incubacion

para los viales B. ppm: partes por millén.




Fig. 16a. Observacion macroscopica de los viales 7 al 12 en reposo (a) y
luego de agitacion (b) a los 268 dias de incubacion. Estos
enriguecimientos tenian como sustrato Extracto Celular y las muestras de
lodos fueron tomadas de un reactor SBR.

Fig. 16b. Observacion macroscopica de los viales subcultivados 77al
12", en reposo (a) y luego de agitacion (b) a los 268 dias de incubacion.
Estos enriquecimientos tenian como sustrato Extracto Celular y los
lodos fueron subcultivados de los viales 7 al 12.

Fig. 16¢. Observacion macroscopica de los viales Al al A6, en reposo (a)
y luego de agitacion (b) a los 49 dias de incubacion. Estos
enriquecimientos tenian como sustrato NAG y las muestras de lodos
fueron tomadas de un reactor SBR.

Fig. 16d. Fotografia
del cultivo de los
enriquecimientos en
estufa a 30 °C.




Anexo 2. Biblioteca de clones

2.1 PCR;

Fig. 17: Foto de corrida electroforética de amplificados del gen de ARNr 16S
de la placa N1.

2.2 ARDRA;
Fig. 18: Foto de corrida electroforética con diferentes perfiles de la placa N1.

Fig. 19: Analisis de los perfiles obtenidos por GelCompar de la placa N1.
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Fig. 17. Fotografia de wuna corrida
electroforética de uno de los geles de los
productos de amplificacion por PCR, de las
secuencias de los clones indicados de la
placa N1. MM marcador de peso molecular
de 1kb. Las flechas indican los 1500 pb.

Fig. 18. Fotografia de una corrida
electroforética con  diferentes
perfiles de restriccion (ARDRA)
de secuencias de la placa N1. El
namero del clon si indica en la
parte superior. MM marcador de
peso molecular N° V (Roche
Gmb).
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Fig. 19. Analisis de los geles de ARDRA de la placa N1 con el programa GelCompar (version
4.2; Applied Maths 1992-1997, Kortrij, Belgium).



Anexo 3. Andlisis Bioinformaticos

Tablas y graficas con los diferentes % de deteccion de secuencias de las diferentes
sondas.

Tabla 29a. Detalle de la cantidad y porcentaje de secuencias de
microorganismos detectados por la sonda del filo Chloroflexi GNSB941.

Tabla 29b. Detalle de la cantidad y porcentaje de secuencias de
microorganismos aislados detectados por la sonda del filo Chloroflexi GNSB941.

Tabla 30a. Detalle de la cantidad y porcentaje de secuencias de
microorganismos detectados por la sonda del filo Chloroflexi CFX1223.

Tabla 30b. Detalle de la cantidad y porcentaje de secuencias de
microorganismos aislados detectados por la sonda del filo Chloroflexi CFX1223.

Fig. 20a: Secuencias de microorganismos detectados por la sonda CFX1A331.

Fig. 20b: Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda
CFX1A331.

Fig. 2la: Secuencias de microorganismos detectados por la sonda
CFX784.

Fig. 21b: Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda
CFX784.

Fig. 22: Secuencias de microorganismos detectados por la sonda CFX197.

Fig. 23a: Secuencias de microorganismos detectados por la sonda
GNSB633.

Fig. 23b: Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda
GNSB633.

Fig. 24a: Secuencias de microorganismos detectados por la sonda
CFX1009.

Fig. 24b: Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda
CFX109.

Fig. 25a: Secuencias de microorganismos detectados por la sonda
Dhel25t.

Fig. 25b: Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda
Dhel25t.
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Microorganismos | Totales | Detectados %
Dominio Bacteria | 2636371 26748 1,01
Phylum Chloroflexi | 36959 25255 68,33
Anaerolineae 19740 14058 71,22
Caldilineae 1094 489 44,70
"Chloroflexi" 2125 1569 73,84
Dehalococcoidia 2464 1517 61,57
Ktedonobacteria 2069 808 39,05
Thermomicrobia 885 289 32,66
no clasificados 8582 6525 76,03
Microorganismos | Totales | Detectados %
Dominio Bacteria | 360273 194 0,1
Filo Chloroflexi 259 194 74,9
Anaerolineae 49 21 429
Caldilineae 15 13 86,7
"Chloroflexi" 75 57 76,0
Dehalococcoidia 41 40 97,6
Ktedonobacteria 26 23 88,5
Thermomicrobia 24 18 75,0
no clasificados 29 22 75,9
Microorganismos | Totales |Detectados %
Dominio Bacteria | 2636371 26230 1,026
Filo Chloroflexi 36959 24786 67,064
Anaerolineae 19740 14757 74,757
Caldilineae 1094 405 37,020
"Chloroflexi" 2125 1028 48,376
Dehalococcoidia 2464 1253 50,852
Ktedonobacteria 2069 762 36,829
Thermomicrobia 885 232 26,215
no clasificados 8582 6349 73,980
Microorganismos | Totales |Detectados %
Dominio Bacteria 393954 187 0,1
Filo Chloroflexi 259 176 68,0
Anaerolineae 49 20 40,8
Caldilineae 15 6 40,0
"Chloroflexi" 75 54 72,0
Dehalococcoidia 41 41 100,0
Ktedonobacteria 26 23 88,5
Thermomicrobia 24 13 61,9
no clasificados 29 19 65,5

Tabla 29a. Detalle de la
cantidad y porcentaje de
secuencias de los OFC
aisladas y no cultivadas
detectados por la sonda del
filo Chloroflexi GNSB941.
Informacién de la base de
datos ProbeBase.

Tabla 29b. Detalle de la
cantidad y porcentaje de
secuencias de OFC aislados
detectados por la sonda del
filo Chloroflexi GNSB941.
Informacién de la base de
datos ProbeBase.

Tabla 30a. Detalle de la
cantidad y porcentaje de las
secuencias de OFC aisladas y
no cultivadas detectados por la
sonda del filo Chloroflexi
CFX1223. Informacion de la
base de datos ProbeBase.

Tabla 30b. Detalle de la
cantidad y porcentaje
secuencias de OFC aislados
detectados por la sonda del
filo Chloroflexi CFX1223.
Informacién de la base de
datos ProbeBase.



Secuencias de microorganismos detectados por la sonda CFX1A331

CFX1A331 Clase Candelineae 331-348 Sonda: 5' CCCCGTAGGAGTCGGGAC 3'
Blanco: 5 GTCCCGACTCCTACGGGG 3'
Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 2636371 578 0,02
Phylum Chloroflexi 36959 547 1,48
Anaerolineae 19740 3 0,02
Caldilineae 1094 531 48,54
"Chloroflexi" 2125 0 0,00
Dehalococcoidia 2464 0 0,00
Ktedonobacteria 2069 0 0,00 Fig. 20a. Porcentajes de
Thermomicrobia 885 0 0,00 secuencias de OFC aislados
no clasificados 8582 13 0,15 y no cultivados detectados
por la sonda CFX1A311l.
Se indica la clase para la
% de secuencias detectadas por la sonda que fue disefiada la sonda,
CEX1A311 la posicion segln E. Cali,
la secuencia de la sonda,
60,00 4852 asi como la de la secuen_c,ia
50,00 ’ blanco. Informacion
40,00 obtenida de la base de
30,00 datos ProbeBase.
20,00
10,00 1, . 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15
0,00 - T T T T T )
N N . . .
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Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda CFX1A331

CFX1A331 Clase Candelineae 331-348 Sonda: 5' CCCCGTAGGAGTCGGGAC 3'
Blanco: 5 GTCCCGACTCCTACGGGG 3
Microorganismos Totales | Ddetectados %
Dominio Bacterias 393954 12 0,003
Phylum Chloroflexi 259 12 4,6
Anaerolineae 49 0 0,0
Caldilineae 15 12 80,0
"Chloroflexi" 75 0 0,0
Dehalococcoidia 41 0 0,0
Ktedonobacteria 26 0 0,0
Thermomicrobia 24 0 0,0
no clasificados 29 0 0,0 Fig. 20b. Porcentajes de
secuencias de OFC aislados
detectados por la sonda
. . ) . CFX1A311. Se indica la clase
% de secuencias de microorganismos aislados para la que fue disefiada la
detectados por la sonda CFX1A311 sonda, la posicion segun E.
90.0 o 0 Coli, la secuencia de la sonda,
800 ' asi como la de la secuencia
70,0 blanco. Informaciéon obtenida
288 de la base de datos ProbeBase.
40,0
30,0
%8:8 4,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 +—m—— T T T T T T )
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Secuencias de microorganismos detectados por la sonda CFX784

CFX784 Clase Anaerolineae 784-801 Sonda: 5' ACCGGGGTCTCTAATCCC 3
Blanco: 5' GGGATTAGAGACCCCGGT 3'
Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 2636371 3943 0,15
Phylum Chloroflexi 36959 3516 9,51
Anaerolineae 19740 3408 17,26
Caldilineae 1094 0 0,00
"Chloroflexi" 2125 0 0,00
Dehalococcoidia 2464 0 0,00
Ktedonobacteria 2069 0 0,00
Thermomicrobia 885 1 0,11
no clasificados 8582 107 1,25 Fig. 21a. Porcentajes de
secuencias de OFC
aislados y no cultivados
% de secuencias detectadas por la sonda CFX784 detectados por la sonda
20,00 CFX784. Se indica la
18,00 17,26 clase para la que fue
16,00 disefiada la sonda, la
14.00 posicion segun E. Coli, la
12.00 secuencia de la sonda, asi
1000 221 como la de la secuencia
8,00 - blanco. Informacién
6,00 - obtenida de la base de
4,00 - datos ProbeBase.
2,00 - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 125
0,00 - : —— T — -
N S . . .
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Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda CFX784

CFX784 Clase Anaerolineae 784-801 Sonda: 5' ACCGGGGTCTCTAATCCC 3
Blanco: 5' GGGATTAGAGACCCCGGT 3
Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 393954 20 0,005
Phylum Chloroflexi 259 20 7,7
Anaerolineae 49 20 40,8
Caldilineae 15 0 0,0
"Chloroflexi" 75 0 0,0
Dehalococcoidia 41 0 0,0
Ktedonobacteria 26 0 0,0
Thermomicrobia 24 0 0,0
no clasificados 29 0 0,0
% de secuencias de microorganismos aislados
detectados por la sonda CFX784
45,0 40,8
40,0 blanco.
35,0
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25,0
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Fig. 21b. Porcentajes de
secuencias de OFC
aislados detectados por la
sonda CFX784. Se indica
la clase para la que fue
disefiada la sonda, la
posicion segun E. Coli, la
secuencia de la sonda, asi
como la de la secuencia
Informacién
obtenida de la base de
datos ProbeBase.

datos del 01/06/2013



Secuencias de microorganismos detectados por la sonda CFX197

CFX197 Filotipos no cultivados 197-214 Sonda: 5' TCCCGGAGCGCCTGAACT 3
de la clase Anaerolineae Blanco: 5 AGTTCAGGCGCTCCGGGA 3
Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 2636371 49 0,002
Phylum Chloroflexi 36959 41 0,11
Anaerolineae 19740 41 0,21
Caldilineae 1094 0 0,00
"Chloroflexi" 2125 0 0,00
Dehalococcoidia 2464 0 0,00
Ktedonobacteria 2069 0 0,00
Thermomicrobia 885 0 0,00 _ _ _
no clasificados 8582 0 0,00 Fig. 22. Porcentaje_s de secuencias
de los OFC aislados y no
cultivados detectados por la sonda
. CFX197. Se indica la clase para la
% de secuencias detectadas por la sonda CFX197 que fue disefiada la sonda, Ia
0.25 posicion  segin E. Coli, la
0,21 secuencia de la sonda, asi como la
0,20 de la  secuencia  blanco.
0.15 Informacion obtenida de la base de
! 0,11
, datos ProbeBase.
0,10 -
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Secuencias de microorganismos detectados por la sonda GNSB633

GNSB633 Clase Anaerolineae 633 -652 Sonda: 5 TAGCCCGCCAGTCTTGAACG 3
Blanco: 5' CGTTCAAGACTGGCGGGCTA 3

Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacteria 2636371 16 0,001
Phylum Chloroflexi 36959 16 0,04
Anaerolineae 19740 16 0,08
Caldilineae 1094 0 0,00
"Chloroflexi" 2125 0 0,00
Dehalococcoidia 2464 0 0,00
Ktedonobacteria 2069 0 0,00
Thermomicrobia 885 0 0,00
no clasificados 8582 0 0,00 Fig. 23a. Porcentajes de
secuencias de los OFC
aislados y no cultivados
detectados por la sonda
% de secuencias detectadas por la sonda gal\ls“:’BGsae;é Slea 'gﬂ'eca ﬂiz
GNSB633 disefiada la sonda, la
0.09 posicién_ segun E. Coli, la
0.08 secuencia de la sonda, asi
8,82 como la de la secuencia
005 blanco. Informacion
0,04 - obtenida de la base de
883 :3 datos ProbeBase.
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Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda GNSB633

GNSB633 lase Anaerolineae 633-652 Sonda: 5' TAGCCCGCCAGTCTTGAACG 3'
Blanco: 5' CGTTCAAGACTGGCGGGCTA 3

Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 393954 3 0,001
Phylum Chloroflexi 259 3 1,2
Anaerolineae 49 3 6,1
Caldilineae 15 0 0,0
"Chloroflexi" 75 0 0,0
Dehalococcoidia 41 0 0,0
Ktedonobacteria 26 0 0,0
Thermomicrobia 24 0 0,0
no clasificados 29 0 0,0 Fig. 23b. Porcentajes de
secuencias de los OFC
aislados detectados por la
o . . . . sonda GNSB633. Se
Yo de secuencias de microorganismos aislados indica la clase para la que
detectados por la sonda GNSB633 fue disefiada la sonda, la
20 posicién segin E. Coli, la
60 secuencia de la sonda, asi
50 como la de la secuencia
4.0 blanco. Informacion
3,0 obtenida de la base de
2,0 datos ProbeBase.
1,0 -
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Secuencias de microorganismos detectados por la sonda CFX109

CFX109 Clase "Chloroflexi " 109-126  Sonda: 5' CACGTGTTCCTCAGCCGT 3'
Blanco: 5 ACGGCTGAGGAACACGTG 3

Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 2636371 914 0,035
Phylum Chloroflexi 36959 755 2,04
Anaerolineae 19740 0 0,00
Caldilineae 1094 1 0,09
"Chloroflexi" 2125 639 30,07
Dehalococcoidia 2464 0 0,00
Ktedonobacteria 2069 1 0,05
Thermomicrobia 885 12 1,36
no clasificados 8582 102 1,19

% de secuencias detectadas por la sonda CFX109

30,07

Fig. 24a. Porcentajes de
secuencias de los OFC auslados
y no cultivados detectados por la
sonda CFX109. Se indica la
clase para la que fue disefiada la
sonda, la posicién segun E. Coli,
la secuencia de la sonda, asi
como la de la secuencia blanco.
Informacién obtenida de la base
de datos ProbeBase.

datos del 01/06/2013



Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda CFX109

CFX109 Clase "Chloroflexi " 109-126  Probe: 5 CACGTGTTCCTCAGCCGT 3'
Target: 5 ACGGCTGAGGAACACGTG 3'
Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 393954 69 0,018
Phylum Chloroflexi 259 69 26,6
Anaerolineae 49 0 0,0
Caldilineae 15 0 0,0
"Chloroflexi" 75 60 80,0
Dehalococcoidia 41 0 0,0
Ktedonobacteria 26 0 0,0
Thermomicrobia 24 0 0,0
no clasificados 29 9 31,0
% de secuencias de microorganismos aislados
detectados por la sonda CFX109
90,000 80,0
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70,000
o
40,000 310
30,000 0.0
20:000 l E
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0,000 T T T T T T T
C}'oi&% &0% 6‘*} \x&‘b’@ A 4 &69 06\6\% C}‘é‘g\ 0&66@‘ ;'debO%
> X :
&OQ;D C&o &6@ Q&b “0\0& \0000 6000 ¥ {({\0@ c}‘b%\
@ 0& kt (g NY OR ®
& @ ¢ s

Fig. 24b. Porcentajes  de
secuencias de los OFC aislados
detectados por la sonda
CFX109. Se indica la clase
para la que fue disefiada la
sonda, la posicion segin E.
Coli, la secuencia de la sonda,
asi como la de la secuencia
blanco. Informacién obtenida
de la base de datos ProbeBase.
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Secuencias de microorganismos detectados por la sonda Dhel259t

Dhel1259t Algunos Dehalococcoides spp. 1259-1278 Sonda: 5’AGCTCCAGTTCACACTGTTG 3
Blanco: 5'CAACAGTGTGAACTGGAGCT 3
Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacteria 2636371 85 0,003
Phylum Chloroflexi 36959 84 0,23
Anaerolineae 19740 0 0,00
Caldilineae 1094 0 0,00
"Chloroflexi" 2125 0 0,00
Dehalococcoidia 2464 84 3,41 Fig. 25a. Porcentajes de
Ktedonobacteria 2069 0 0,00 secuencias de los OFC aislados y
Thermomicrobia 885 0 0,00 no cultivados detectados por la
no clasificados 8582 0 0.00 sonda Dhel259t. Se indica la
clase para la que fue disefiada la
sonda, la posicion segun E. Coli,
% de secuencias detectadas por la sonda Dhe1259t la secuencia de la sonda, asf
4,000 como la de la sec_uencia blanco.
3’500 3,41 Informacién obtenida de la base
31000 de datos ProbeBase.
2,500
2,000
1,500
1,000
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Secuencias de microorganismos aislados detectados por la sonda Dhel259t

Dhel1259t Algunos Dehalococcoides spp. 1259-1278 Sonda: 5' AGCTCCAGTTCACACTGTTG 3
Blanco: 5 CAACAGTGTGAACTGGAGCT 3'
Microorganismos Totales Detectados %
Dominio Bacterias 393954 12 0,003
Phylum Chloroflexi 259 12 4,6
Anaerolineae 49 0 0,0
Caldilineae 15 0 0,0
"Chloroflexi" 75 0 0,0
Dehalococcoidia 41 12 29,3
Ktedonobacteria 26 0 0,0
Thermomicrobia 24 0 00 Fig. 25b. Porcentajes de
no clasificados 29 0 0,0 secuencias de los OFC
aislados detectados por la
sonda Dhel259t. Se indica
% de secuencias de microrganismos aislados la clase para la que fue
detectados por la sonda Dhe1259t disefiada la ~sonda, ~la
posicién segun E. Coli, la
35,000 293 secuencia de la sonda, asi
30,000 como la de la secuencia
25,000 blanco. Informacién
igvggg obtenida de la base de datos
10:000 - ProbeBase.
5,000 0,003 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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ANexo 4. Protocolo de extraccion de ADN

Protocolo de extraccion de ADN con el kit UltraClean™, de MoBio Laboratories,

Inc.

Recomendacion: Usar guantes durante todo el procedimiento

o g~ w DN

10.
11.
12.

13.

14.

15.
16.
17.

Colocar 1mL de muestra en un tubo Eppendorf de 1,5 mL y centrifugar a 10000
X g durante 3 minutos.

Colocar el pellet en los tubos Bead Solution de 2 mL suministrados en el Kit.
Mezclar en vortex.

Agregar 60 pL de la Solucion S1 e invertir varias veces 0 mezclar en vortex.
Agregar 200 pl de la Solucion IRS (Inhibitor Removal Solution)

Colocar los tubos Bead en posicion horizontal sobre un vortex plano y
asegurarlos con cinta adhesiva. Mezclar en vortex a méxima velocidad durante
10 minutos.

Centrifugar los tubos a 10000 x g durante 30 segundos.

Transferir el sobrenadante a tubos Eppendorf de 1,5 mL (dependiendo de la
muestra, se espera entre 400 a 450 pL de sobrenadante).

Agregar 250 pL de la Solucion S2 y mezclar en vortex durante 5 segundos.
Incubar a 4°C durante 5 minutos.

Centrifugar los tubos a 10000 x g durante 1 minuto.

Descartar el pellet, transferir el sobrenadante a tubos Eppendorf de 2 mL.
Agregar 1,3 mL de la Solucion S3 al sobrenadante (con cuidado de no
desbordar) y mezclar en vortex.

Cargar aproximadamente 700 pL en las columnas con filtro y centrifugar a
10000 x g durante 1minuto. Descartar el liquido que traspasd la columna,
agregar mas sobrenadante a la columna y volver a centrifugar a 10000 x ¢
durante 1minuto. Repetir hasta que todo el sobrenadante pase a traves del filtro

de la columna (se requiere un total de 3 veces por muestra).

Agregar 300 pL de la Solucion S4 y centrifugar a 10000 x g durante 30
segundos.
Descartar el liquido que paso por la columna.

Centrifugar de nuevo durante 1minuto.
Colocar cuidadosamente la columna en un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL.

Evitar trasladar la columna con restos de Solucion S4
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18. Agregar 30 pL de agua miliQ en el centro de la membrana del filtro.
19. Centrifugar durante 30 segundos.
20. Descartar la columna. EI ADN esta listo para su utilizacion. De lo contrario,

almacenar a -20°C.

Nota: Las microfotografias de la caratula corresponden; a una muestra de entrada al
reactor tipo SBR de la curtiembre en estudio (arriba y a la izquierda) y de un
enriquecimiento con extracto celular como sustrato y NO3; como aceptor de e
(abajo y a la derecha). Se utilizé la técnica de FISH con las sondas CFX1223 y
GNSB941 del filo Chloroflexi. La gréafica de arriba y a la derecha corresponde a los
% de organismos aislados y no cultivados detectados por la sonda del filo GNSB941
(datos obtenidos de la base datos ProbeBase). Abajo y a la izquierda fotografia de
una corrida electroforética con diferentes perfiles de restriccion (ARDRA) de

secuencias de la placa N1.
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