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Resumen 

En Uruguay, la intensificación agroindustrial y los desafíos en la gestión de las aguas hacen 

necesario optimizar los sistemas de tratamiento de aguas residuales. En particular, los sistemas 

de lodos activados son de los más utilizados en el país y en el mundo pero se conoce poco de la 

microbiología de estos sistemas que operan en nuestro país. Si bien son sistemas muy robustos 

en algunas ocasiones presentan problemas de operación, conocer la microbiología de estos 

sistemas permite buscar soluciones a estos problemas y evitar pérdidas económicas y problemas 

ambientales.   

Los organismos del filo Chloroflexota se encuentran frecuentemente en los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales biológicas tanto aerobios como anaerobios, pero aún se conoce 

poco sobre el rol que  cumplen en estos sistemas. Se postula que tienen un rol fundamental en 

dos aspectos: degradan la materia orgánica compleja debido a su capacidad hidrolítica y son 

fundamentales en la formación y mantenimiento de los flóculos debido a su morfología 

filamentosa. Por otro lado, se ha postulado que también son responsables de problemas de mala 

sedimentación de los lodos, pero no se conoce las causas que lo provocan. 

Esta tesis se desarrolló en el marco del proyecto FCE_1_2021_1_166934 realizado en 

colaboración entre el Laboratorio de Ecología Microbiana (LEM) del IIBCE y el Laboratorio de 

Microbiología Ambiental y Biotecnología (LabMAB) del Instituto Tecnológico Regional Centro 

Sur (ITRCS) de la UTEC con el objetivo de caracterizar la diversidad, abundancia y función del 

filo Chloroflexota en plantas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados en Uruguay. 

En este trabajo se aplicaron técnicas de biología molecular como qPCR, secuenciación masiva 

del gen ARNr de 16S y técnicas de hibridación in situ fluorescente (FISH), para analizar 

muestras recolectadas de 11 plantas de tratamiento de aguas residuales de cinco tipos de 

industrias: celulosa, frigorífica, maltería, mermeladas, vitivinícola y de tratamiento de efluentes 

domésticos. 

Para determinar si la abundancia de los microorganismos del filo Chloroflexota se correlaciona 

con los problemas de sedimentación, se seleccionaron plantas de tratamiento de aguas residuales 

con y sin reportes de problemas de sedimentabilidad. Para evaluar si hay una selección de 
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diferentes grupos de microorganismos dependiendo del tipo de industria de donde provienen las 

muestras.  

Los resultados de qPCR revelaron que estos microorganismos son abundantes en todas las 

plantas de tratamiento analizadas, con concentraciones que oscilan entre 2,02E+02 y 7,00E+04 

copias/ng de ADN total. Los niveles más bajos se detectaron en una muestra proveniente de una 

planta de la industria frigorífica, mientras que los valores más altos correspondieron a una planta 

de tratamiento de efluentes de la industria de celulosa. Estos valores son comparables a los 

reportados en la literatura para sistemas de lodos activados, aunque muy inferiores a los 

detectados en reactores metanogénicos de gránulos. 

El análisis de comunidades mediante secuenciación del gen del ARNr 16S mostró la presencia 

del filo Chloroflexota en todas las plantas, con una abundancia relativa que varió entre 1,8 % y 

39,7 %, predominando la clase Anaerolineae. A nivel de género, se identificaron géneros 

específicos dependiendo de la planta y del tipo de agua residual tratada; la mayoría de estos 

géneros no cuentan con representantes cultivados, aunque han sido detectados en sistemas de 

tratamiento de aguas residuales, lo que evidencia un considerable desconocimiento sobre estos 

microorganismos. 

El análisis multivariado mediante PCoA mostró un agrupamiento de las muestras según la planta 

de tratamiento y el tipo de efluente tratado, tanto para la comunidad microbiana total como para 

los microorganismos del filo Chloroflexota, indicando una fuerte selección en función del origen 

del efluente. Sin embargo, no se encontró una relación entre la abundancia del filo Chloroflexota 

y la baja calidad de sedimentación de los lodos, lo que sugiere que estos microorganismos no son 

responsables directos de los problemas de sedimentación observados. Además, mediante técnicas 

de FISH, se pudo visualizar la morfología filamentosa de estos microorganismos en varias 

muestras, lo que indica un papel potencialmente importante en la formación de flóculos 

biológicos.bonilla 

En conclusión, este estudio aporta información valiosa sobre la presencia y diversidad de los 

microorganismos del filo Chloroflexota en las plantas de tratamiento de aguas residuales del 

país, destacando su potencial papel en estos sistemas y resaltando la necesidad de futuras 
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investigaciones para comprender mejor su función y impacto en la sedimentación y eficiencia de 

los procesos. 

Palabras clave: Chloroflexota, Anaerolineae, tratamiento de aguas residuales, bulking 

filamentoso, lodos activados, FISH, qPCR, Uruguay. 
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Introducción 

Contexto nacional y marco normativo sobre calidad del agua en Uruguay 

Uruguay se encuentra inmerso en un contexto agro productivo intensivo, donde más del 90 % de 

la superficie del territorio es apta para la actividad agropecuariao (Bonilla et al., 2015; Mesa 

Técnica del Agua, 2017). Este modelo genera presiones significativas sobre los cuerpos de agua 

dulce, principalmente en forma de contaminación difusa de origen agropecuario e industrial. Uno 

de los efectos más notorios de esta presión es el proceso de eutrofización, vinculado al 

incremento de nutrientes como nitrógeno y fósforo, que derivan en un deterioro de la calidad del 

agua y en la proliferación de floraciones algales, incluyendo especies de cianobacterias 

potencialmente tóxicas (Chorus & Bartram, 1999). 

En este escenario, el marco regulatorio nacional vigente en materia de calidad del agua está 

definido por el Decreto 253/979, el cual establece clases de calidad hídrica en función del uso 

previsto de los cuerpos de agua. La Clase 3, que es la más ampliamente asignada por defecto a 

cursos con cuencas mayores a 10 km², está orientada a la preservación de la flora y fauna 

acuáticas, el riego de cultivos, y el mantenimiento de condiciones compatibles con la vida 

acuática (Mesa Técnica del Agua, 2017). 

Límites de vertido según el uso del agua en Uruguay 

Según el Decreto N° 253/979, Uruguay clasifica los cuerpos de agua en cuatro clases según su 

uso predominante, y establece límites específicos de calidad para cada una (tabla 1): 

Clasificación de cuerpos de agua y límites de vertido 

●​ Clase 1 – Abastecimiento de agua potable. Agua destinada o potencialmente destinada al 

consumo humano con tratamiento convencional. 

●​ Clase 2a – Riego de cultivos de consumo directo y recreación con contacto humano. 

●​ Clase 2b – Recreación sin contacto directo o riego sin mojado del producto. 

●​ Clase 3 – Preservación de fauna/flora acuática o riego de cultivos no consumidos en 

forma natural. 

●​ Clase 4 – Cursos urbanos o suburbanos sin uso para consumo humano. 
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Tabla 1. Comparativa con los principales límites de vertido según la clasificación del cuerpo receptor que 
establece el Decreto N° 253/979 

Parámetro Clase 1 Clase 2a Clase 2b Clase 3 Clase 4 

DBO₅ (mg/L) ≤ 5 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 15 

Oxígeno disuelto (mg/L) ≥ 5 ≥ 5 ≥ 5 ≥ 5 ≥ 2,5 

Coliformes fecales (CF/100 mL) ≤ 2.000 ≤ 2.000 ≤ 1.000 ≤ 2.000 ≤ 5.000 

pH 6,5 – 8,5 6,5 – 9,0 6,5 – 8,5 6,5 – 8,5 6,0 – 9,0 

Sólidos suspendidos (mg/L) — ≤ 700 ---- ---- ≤ 1000 

Además, se establecen límites para metales pesados, detergentes, fenoles, aceites y grasas, y 

otros contaminantes, con valores más estrictos en las clases superiores. 

El artículo 11, hace referencia a los contaminantes específicos según el Decreto N° 253/979, que 

se aplican independientemente del tipo de cuerpo receptor (es decir, son condiciones mínimas 

exigidas para cualquier vertido). 

Este decreto establece un marco normativo para prevenir la contaminación de las aguas, y su 

incumplimiento puede derivar en sanciones administrativas, civiles y eventualmente penales, 

dependiendo de la gravedad del daño ambiental. 

El Ministerio de Ambiente provee de un sistema de multas económicas que puede imponer a 

quienes viertan efluentes sin cumplir los parámetros establecidos o que presenten irregularidades 

en sus plantas de tratamiento. Estas sanciones están previstas en el artículo 32 del decreto. 

1. Desagües a colector del alcantarillado público (tabla 2) 

Tabla 2. Resumen de los límites para desagües a colector del alcantarillado público. 

   Parámetro               ​   Valor permitido 
Material Flotante   ​    Ausente 
Temperatura           ​  Máx. 35º C 
pH                          ​  Entre 5,5 y 9,5 
DBO5                        ​  Máx. 700 mg/L 
Sólidos sedimentables       ​ Hasta 10 mL/L determinados en cono Imhoff en 1 hora. 
Aceites y grasas        ​  Máx. 200 mg/L 
Sulfuros                    ​  Máx. 5 mg/L en S 
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Las concentraciones de los tóxicos orgánicos no podrán exceder en 500 (quinientas) veces los 

valores previstos para la Clase 3. 

2. Desagües directos a cursos de agua (tabla 3) 

Tabla 3. Resumen de los límites para desagües directo a curso de agua 

Parámetro              ​  Valor permitido 
Material Flotante     ​  Ausente 
Temperatura           ​  Máx. 30ºC, pero no podrá elevar la temperatura del cuerpo 

receptor más de 2ºC. 
pH    ​                          entre 6,0 y 9,0 
DBO5                    ​  Máx. 60 mg/L 
Sólidos suspendidos totales            Máx. 150 mg/L 
Aceites y grasas        ​  Máx. 50 mg/L 
Sulfuros                ​  Máx. 1 mg/L 

Las concentraciones de los tóxicos orgánicos no podrán exceder las 100 (cien) veces los valores 

previstos para la Clase 3. 

3. Desagües que se disponen por infiltración al terreno (tabla 4): 

Para este tipo de desagüe hay ciertas condiciones las cuales se tienen que cumplir y son las 

siguientes, sólo podrá permitirse en zonas rurales; la distancia mínima a cursos de agua o pozos 

manantiales es de 50 m; la distancia mínima a medianeras es de 10 m; además deberán cumplir 

los siguientes estándares: 

Tabla 4. Resumen de los límites para desagües que se disponen por infiltración al terreno. 

Parámetro              ​  Valor permitido 
Material Flotante     ​  Ausente 
Temperatura           ​  Máx. 35º C 
pH    ​                          Entre 5,5 y 9,0 

Sólidos Sedimentables         ​  
Hasta 10 mL/L determinados en cono 
Imhoff en 1 hora. 

Sólidos totales         ​  Máx. 700 mg/L 
Aceites y grasas       ​  Máx. 200 mg/L 
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La normativa establece valores estándar como 0,025 mg/L para el fósforo total, 0,02 mg/L para 

el amoníaco libre y 10 mg/L para nitratos. No obstante, se reconoce que muchos cursos de agua 

del país exceden sistemáticamente estos límites. La propuesta técnica de modificación elaborada 

por el Grupo de Estandarización Técnica Ambiental en Agua (GESTA/Agua, 2014) plantea un 

enfoque más integrador, que establece niveles guía en función de la preservación del ecosistema 

acuático, con valores objetivo más estrictos (por ejemplo, 0,5 mg/L para nitrógeno amoniacal 

total y 25–70 µg/L para fósforo total, según el tipo de ambiente léntico ó lótico) (tabla 5 y 6). 

Tabla 5. Parámetros y valores objetivos de calidad relacionados con la calidad de agua desde el punto de 
vista de su estado trófico, propuesta por el GESTA para la modificación del Decreto 253/979, en 2014. 
(fuente: Mesa Técnica del Agua, 2017). 

Parámetro Objetivo de Calidad 
pH 6,5-8,5 
OD Min. 5 mg/L 
DBO₅ 5 mg/L 
Aceites y grasas Ausentes 
Sustancias fenólicas ≤ 5 µg/L 
Nitrógeno amoniacal 
total 0,5 mg/L en nitrógeno 

Nitritos 0,1 mg/L como nitrógeno 
Nitratos 5 mg/L como nitrógeno 

 

La siguiente tabla resume los niveles guía propuestos para los principales parámetros tróficos en 

diferentes tipos de ambientes acuáticos: 

Tabla 6. Parámetros y valores objetivos de calidad relacionados con la calidad de agua desde el punto de 
vista de su estado trófico. 

Tipo de ambiente 
Nitrógeno total 

(µg/L) 
Fósforo total 

(µg/L) 
Clorofila-a (µg/L) 

Sistemas lénticos 500 30 10 
Cursos de agua de hasta 

orden 3 
650 50 10–30* 

Cursos de agua de más de 
orden 3 

1000 70 30 

*Válido solo para sistemas embalsados. Fuente: DINAMA (2017) 
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Los valores guía funcionan como herramientas técnicas que, si bien no tienen fuerza de ley, 

orientan el diseño de políticas públicas y programas de manejo ambiental. Representan un 

criterio científico que permite anticipar el riesgo de eutrofización, tomando como referencia 

parámetros clave como fósforo total, nitrógeno total y clorofila-a (Mesa Técnica del Agua, 

2017). 

En Uruguay, la implementación de políticas orientadas a la reducción de nutrientes en cuerpos de 

agua ha encontrado dificultades, principalmente por la presencia del denominado “legado de 

fósforo” (P legacy), es decir, la acumulación histórica de este nutriente en suelos y sedimentos 

(Sharpley, 2015). Esta situación implica que aún ante cambios favorables en las prácticas 

agropecuarias, los efectos sobre la calidad del agua pueden demorarse en manifestarse. 

De esta forma, la calidad de los cursos de agua y en particular la de aquellos que reciben 

descargas de efluentes tratados en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARs) está 

directamente vinculada con la eficiencia de los sistemas de tratamiento, así como con las 

características del sistema receptor. En este contexto se vuelve esencial comprender no sólo los 

aspectos ingenieriles de las PTARs, sino también la dinámica microbiológica que ocurre en su 

interior. 

A continuación, se describen las características generales de las diferentes aguas residuales a 

tratar en las plantas de tratamiento de lodos activados seleccionadas para estudiar en esta tesis 

según la bibliografía (tabla 7). 

Tabla 7. Rango de composiciones de aguas residuales en diferentes tipos de industrias.  
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Tipo de 
industria 

DQO 
(mg O₂/L) 

AGV 
(mg/L) 

P total 
(mg/L) 

N total 
(mg 
N/L) 

S total 
(mg S/L) pH DQO/N DQO/P 

Carne 768–5200 578–1162 2–46 15–1090 1–2042 5,2–11,5 5–73 56–636 

Vegetables 1992–4682 440–880 6,4–59 38–72 11–22 4,3–5,2 43–62 59–418 

Cerveceria 2974–5756 853–1528 5–14 13–47 2–12 6,6–7,5 86–96 227–53
8 

Bioindustria 702–11304 65–788 8–120 25–126 6–232 5,1–8,7 28–90 25–410 



 

Fuente: Bacterial community and filamentous population of industrial wastewater treatment plants in 
Belgium (Seguel et al., 2024) 

 

Tratamiento biológico aguas residuales: sistemas aerobios y anaerobios 

La depuración biológica de aguas residuales utiliza microorganismos para oxidar o transformar 

compuestos orgánicos y nutrientes. La literatura distingue fundamentalmente sistemas aerobios 

(en presencia de oxígeno) y anaerobios (ausencia de oxígeno) según el metabolismo microbiano 

predominante (tabla 8) (Mittal, 2011). 

●​ Sistemas aerobios: son ampliamente aplicados en diseños como el de lodos activados, 

biofiltros rotatorios y reactores de lecho fijo. La aireación suministra oxígeno, 

favoreciendo microorganismos aerobios y promoviendo la oxidación completa de 

carbono orgánico a CO₂ y H₂O, junto a la formación de biomasa (Mittal, 2011). 

●​ Sistemas anaerobios: operan sin oxígeno, con consorcios bacterianos que degradan 

compuestos orgánicos complejos en condiciones reductoras, generando metano, CO₂ e 

hidrógeno. En Uruguay, su uso es complementario y eficiente para residuos de media o 

alta carga orgánica, mediante procesos como UASB o digestores de lodos (Mittal, 2011). 
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Tipo de 
industria 

DQO 
(mg O₂/L) 

AGV 
(mg/L) 

P total 
(mg/L) 

N total 
(mg 
N/L) 

S total 
(mg S/L) pH DQO/N DQO/P 

Quimica 561–3504 61–624 4,1–13 6–191 0–1113 6,7–9,5 20–250 176–42
1 

Limpieza de 
tanques 

864–5120 974–1500 2–10 9–18 18–297 4,2–8,2 75–311 
304–55
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Tabla 8. Principales diferencias entre los tratamientos aeróbicos y anaeróbicos (Fuente: Mittal, 2011). 

Parámetro Tratamiento aeróbico Tratamiento anaeróbico 

Principio del 

proceso 

Las reacciones microbianas tienen lugar en 

presencia de oxígeno molecular libre. 

Los productos de reacción son dióxido de 

carbono, agua y biomasa. 

Las reacciones microbianas tienen lugar 

en ausencia de oxígeno molecular libre. 

Los productos de reacción son dióxido de 

carbono, metano y biomasa. 

Aplicaciones 

Aguas residuales con impurezas orgánicas 

bajas a medias (DQO<1.000 ppm) y para 

aguas residuales que son difíciles de 

biodegradar, por ej, agua residuales 

municipales, etc. 

Aguas residuales con impurezas orgánicas 

medias a altas (DQO>1.000 ppm) y para 

aguas residuales fácilmente 

biodegradables, por ej, agua residuales de 

alimentos y bebidas ricas en 

almidón/azúcar/alcohol. 

Cinética de 

reacción 
Relativamente rápido Relativamente lento 

Rendimiento 

neto de lodos 
Relativamente alto 

Relativamente bajo (generalmente entre 

una quinta y una décima parte de los 

procesos de tratamiento aeróbico) 

Postratamiento 
Normalmente descarga directa o 

filtración/desinfección 

Invariablemente seguido de tratamiento 

aeróbico 

Huella Relativamente grande Relativamente pequeño y compacto 

Inversión de 

capital 
Relativamente alto 

Relativamente bajo con recuperación de 

la inversión 

Tecnología de 

ejemplo 

Lodos activados, por ej. aireación 

extendida, zanja de oxidación, MBR, 

procesos de película fija, por ej. Filtro 

percolador/biotorre, BAF, MBBR o 

procesos híbridos, como IFAS. 

Reactor/digestor de tanque agitado 

continuamente, reactor de manto de lodos 

ascendente (UASB), reactores de lecho 

fluidizado de velocidad ultra alta, ej. 

EGSB, IC, etc. 

Combinaciones de ambos sistemas, configuraciones secuenciales o integradas permiten 

optimizar la eficiencia, especialmente en la remoción de nutrientes, recuperación de energía y 

reducción de lodos. 
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Sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados 

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados representan una de las 

tecnologías más ampliamente utilizadas a nivel mundial para el tratamiento de aguas residuales 

domésticas e industriales. Su principio se basa en la utilización de una comunidad microbiana 

aerobia y facultativa que, suspendida en el líquido, transforma la materia orgánica biodegradable 

y parte de los nutrientes presentes en el influente, generando biomasa microbiana (lodo 

biológico) y gases como dióxido de carbono (CO₂) y, eventualmente, nitrógeno (N₂) en procesos 

desnitrificantes (figura 1). 

Principales componentes del sistema 

1.​ Reactor biológico aeróbico​

Es el núcleo del proceso, donde el efluente crudo es mezclado con biomasa activa (lodo) 

en presencia de oxígeno disuelto. Se promueve la oxidación de la materia orgánica, la 

nitrificación y, dependiendo del diseño, puede integrarse también una etapa anóxica o 

anaeróbica previa. 

2.​ Sistema de aireación​

Su función es suministrar oxígeno disuelto y agitación. Puede utilizarse aireación 

mecánica superficial (pala rotativa o turbina), difusión de aire por burbujeo (fino o 

grueso), o aireadores híbridos. El nivel óptimo de oxígeno disuelto debe mantenerse 

alrededor de 2 mg/L. 

3.​ Sedimentador secundario o clarificador​

Separa el lodo biológico del efluente tratado. La biomasa sedimentada es parcialmente 

recirculada al reactor (lodo de retorno o RAS) y el excedente se purga (lodo residual o 

WAS). La eficiencia del clarificador está directamente relacionada con la calidad del 

flóculo y el control del bulking. 

4.​ Sistema de recirculación de lodo​

Controla la edad del lodo (SRT) y la relación lodo/sustrato (F/M). La recirculación 

permite mantener una biomasa estable y seleccionar comunidades bacterianas eficientes. 
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5.​ Zona de selector o tanque selector (opcional)​

Algunas configuraciones incluyen una zona de contacto anóxica o aeróbica previa que 

permite controlar selectivamente poblaciones microbianas indeseadas, como las 

filamentosas asociadas al bulking. 

 

Figura 1. Sistema de proceso convencional de lodos activados (ASP) Fuente: Biological Wastewater 
Treatment (Mittal, 2011). 

Principio de funcionamiento 

El proceso puede dividirse en tres fases principales: 

●​ Interacción entre efluente y biomasa biológica: el agua residual se mezcla con el lodo 

activado bajo aireación, promoviendo la degradación de materia orgánica y nitrógeno. 

●​ Sedimentación - separación sólido-líquido: el flóculo biológico sedimenta en el 

clarificador, separando efluente tratado y biomasa. 

●​ Recirculación de lodo o biomasa: el lodo sedimentado se recircula al reactor para 

mantener la biomasa activa. 

Ventajas y desafíos 

●​ Ventajas: elevada eficiencia en remoción de DBO₅ ( > 90 %), nitrificación y potencial 

para la remoción biológica de nutrientes en configuraciones extendidas (Biological 

Nutrient Removal, BNR). 
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●​ Desafíos: formación de bulking filamentoso, espuma, alto consumo energético por 

aireación, necesidad de control microbiológico y operacional riguroso. 

La configuración y el control del sistema de lodos activados condicionan directamente la 

estructura microbiana, especialmente en lo que refiere a filamentos como los del filo 

Chloroflexota. De allí la importancia de comprender su ecología, abundancia relativa y 

estrategias de control. 

Microbiología del sistema de lodos activados y floculación 

El proceso de lodos activados se basa en la formación de flóculos: conglomerados de bacterias, 

protozoos y filamentos, que sedimentan eficientemente, separando la biomasa del efluente. La 

floculación está asociada a una estructura de tipo andamiaje proporcionada por bacterias 

filamentosas, que generan la cohesión flóculo-flóculo permitiendo la retención de sólidos en el 

reactor (Speirs et al., 2019). 

Bacterias filamentosas en sistemas de lodos activados 

Las bacterias filamentosas suelen mantenerse en el núcleo de los flóculos. Sin embargo, en 

situaciones de estrés, como en aguas residuales con una baja relación sustrato/microorganismo 

(F/M) y bajos niveles de oxígeno disuelto (OD), tienden a elongar sus filamentos para satisfacer 

sus requerimientos nutricionales. Este fenómeno conduce a una dominancia sobre las bacterias 

floculantes y, como resultado, se manifiesta el fenómeno del bulking filamentoso (Balcárcel et 

al., 2014). 

Las bacterias filamentosas desempeñan un papel crucial al constituir la estructura de sostén del 

cual se agregan las bacterias que forman los flóculos. Esto es posible debido a la presencia de 

sustancias poliméricas extracelulares producidas por estas últimas, las cuales mantienen la 

firmeza y la estructura compacta del flóculo, lo cual es deseado para la operación de las plantas 

de tratamiento de aguas residuales (figura 2). No obstante, un crecimiento excesivo de 

microorganismos filamentosos no es tan deseable, debilita los flóculos, dejándolos más abiertos 

y con espacios internos (figura 3). Esto tiene un impacto negativo en las propiedades del lodo, 

volviéndolo menos denso y más esponjoso (Balcárcel et al., 2014). 

18 



 

 

Figura 2. Microfotografía mostrando la estructura de un flóculo ideal, redondeados, compactos y firmes. 
(imagen: del autor) 

 

 

Figura 3. Microfotografía mostrando la estructura de flóculos no ideales, muy disgregados y separados, no 
compactos. (imagen del autor) 

 

El proyecto internacional Microbial Database for Activated Sludge (MiDAS) desarrollado por el 

grupo de investigación del Dr. Per Halkjær Nielsen en el Centro de Ecología Microbiana de la 

Universidad Técnica de Dinamarca (DTU) cuyo última versión es MiDAS 5, ha sido 

fundamental para la caracterización de estas comunidades, permitiendo identificar géneros y 

especies claves mediante el análisis de secuencias del gen del ARNr 16S y es una herramienta 

que ha sido clave para mapear taxonómicamente comunidades de PTAR a escala global (Speirs 

et. al., 2019, Dueholm et al., 2024). 

En este proyecto se tomaron muestras de 740 PTAR de 31 países, se utilizó una metodología 

especial para secuenciar el gen del ARNr de 16S de forma completa (Dueholm et al., 2022). Con 

estos datos se construyó una base de datos de estas secuencias agrupandolas de acuerdo a su 

similitud, las secuencias se caracterizaron utilizando la base de datos de SILVA-138, cuando no 

fue posible la asignación de género y especie mediante esta caracterización, se asignó un código 

numérico que permite comparar los resultados obtenidos en las diferentes PTAR. Los resultados 

muestran que las secuencias se clasificaron dentro los filos Proteobacteria, Bacteroidota, 
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Planctomycetota, Firmicutes, Actinobacteriota, Chloroflexi, Patescibacteria y Mixococcota, una 

gran mayoría de estas secuencias se asignaron a nuevos grupos taxonómicos (Duelholm et al., 

2022) (figura 4). 

  

Figura 4. Árbol filogenético construído con las secuencias obtenidas de las PTARs muestreadas en el 
proyecto MiDAS. Fuente: MiDAS 4: A global catalogue of full-length 16S rRNA gene sequences and 
taxonomy for studies of bacterial communities in wastewater treatment plants. Duelholm et al., 2022 

Otra gran ventaja de esta base de datos es que se incluyó la función de los microorganismos de 

acuerdo a la bibliografía, por lo tanto es posible conocer los grupos taxonómicos y su función. 

En algunos casos esta información se complementa con información de la morfología utilizando 

la técnica de Hibridación In Situ Fluorescente (FISH) y análisis de los genomas recuperados de 

metagenomas (Petriglieri et al., 2023). 

Bulking filamentoso: causas y control 

¿Qué es el bulking y cómo se detecta? 

El fenómeno de bulking filamentoso se define como un crecimiento excesivo de bacterias 

filamentosas que generan flóculos con puentes interfloculares y baja compactación, reduciendo 
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la eficiencia de sedimentación, produciendo problemas operativos. Esto reduce la eficiencia del 

clarificador, aumenta los sólidos en suspensión y compromete la calidad del efluente. (Petriglieri 

et al., 2023). 

Las causas comunes incluyen: 

●​ Niveles bajos de oxígeno disuelto. 

●​ Alta relación F/M (flujo/sustrato). 

●​ Carga orgánica inadecuada. 

●​ Proliferación de ciertos filamentos como Candidatus Promineofilum o Ca. Kouleothrix. 

Los métodos de control incluyen: 

●​ Ajustes operacionales (ajuste de tiempos de retención de lodo (SRT), control de carga 

orgánica y nutrientes, manejo de la relación oxígeno/sustrato (Demanda de Oxígeno, DO) 

según manuales como los de Jenkins y Wanner (2014). 

●​ El uso de manuales técnicos ampliamente utilizados en el ámbito del tratamiento 

biológico de aguas residuales, como los de Jenkins y Wanner (2014), son herramientas en 

el cual se han sistematizado los conocimientos sobre los problemas operacionales más 

frecuentes en sistemas de lodos activados. Estos incluyen el bulking filamentoso y el 

espumado, fenómenos comúnmente asociados al crecimiento de bacterias filamentosas 

como Microthrix parvicella y ciertas especies del filo Chloroflexota. 

●​ Uso de reactores seleccionados para el tratamiento. 

●​ Tratamientos químicos (cloro, peróxido de hidrógeno). 

●​ Detección temprana mediante FISH, que permite identificar morfotipos como Eikelboom 

0092 o 1851 combinada con microscopía (Speirs et al., 2019). 

Además de la microscopía tradicional también es utilizado el índice volumétrico de lodos en 

inglés Sludge Volume Index (SVI), este índice se calcula midiendo el volúmen de lodo 

sedimentado luego de 30 minutos en cono Imhoff, y se divide por los g de sólidos suspendidos 

volátiles del lodo. Se ha establecido que lodos con un SVI > 150 mL/g manifiestan problemas de 

sedimentabilidad (Caluwé et al., 2017).  
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 Esto suele estar asociado a fenómenos como: 

·   ​ Bulking filamentoso: como ya se mencionó, crecimiento excesivo de bacterias 

filamentosas que impiden la compactación del lodo. 

·   ​ Baja densidad del lodo: lodos más ligeros que flotan o se dispersan fácilmente. 

Microorganismos causantes de bulking según MiDAS y estudios vinculados 

De acuerdo a la base de datos MiDAS, existe una gran diversidad de microorganismos que 

presentan morfología filamentosa y que forman parte de las comunidades microbianas de los 

sistemas de tratamiento de aguas residuales. Estos microorganismos son fundamentales para 

formar los flóculos pero un crecimiento excesivo de ellos puede producir problemas de bulking 

filamentoso. Poder caracterizar cuáles son los microorganismos responsables del bulking es uno 

de los grandes desafíos de la microbiología de sistemas de lodos activados. Según los datos 

recopilados en MiDAS se detectaron unos 20 géneros de microorganismos filamentosos, dentro 

de ellos los más abundantes fueron Ca. Microthrix, Leptothrix, Ca. Villigracilis, Trichococcus y 

Sphaerotilus, todos estos géneros han sido reportados como causantes de bulking filamentoso. 

Ca. Microthrix y Leptothrix fueron más comunes en Europa y menos abundantes en Asia y 

América (figura 5) (Dueholm et al., 2022).  

Figura 5. Diversidad global de organismos filamentosos. Fuente: MiDAS 4: A global catalogue of 
full-length 16S rRNA gene sequences and taxonomy for studies of bacterial communities in wastewater 
treatment plants. Extraído de Dueholm et al., 2022. 
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Utilizando la base de datos de MiDAS y estudios metagenómicos se han identificado bacterias 

filamentosas del filo Chloroflexota (morfotipos Eikelboom 0092, 1851, 021N), incluyendo Ca. 

Promineofilum breve (morfotipo 0092), Ca. Kouleothrix, como responsables del bulking en una 

PTAR con remoción de nutrientes (Sam et al., 2022). Ca. Promineofilum breve, fue identificado 

mediante ensamblado de genomas a partir de metagenomas y FISH como el morfotipo 0092, 

bacteria filamentosa causante de bulking según el manual de Jenkins (McIlroy et al., 2017). Ca. 

Kouleothrix también se ha asociado a procesos de bulking en ese mismo contexto (Nittami et al., 

2017). 

Microorganismos del filo Chloroflexota 

La historia taxonómica del filo Chloroflexota (anteriormente Chloroflexi) refleja el avance 

metodológico desde la taxonomía fenotípica hacia una sistemática molecular apoyada en 

filogenia del gen del ARNr 16S y, más recientemente, en genómica comparativa y ensamblado 

de genomas a partir de metagenomas (MAGs). 

Del nombre Chloroflexi a Chloroflexota 

El filo fue descrito originalmente como Chloroflexi por Garrity y Holt en 2001, en honor al 

género tipo Chloroflexus, una bacteria verde no sulfurosa fototrófica. A medida que se 

incorporaron nuevos representantes, se hizo evidente que el filo abarcaba grupos no fototróficos 

y filamentosos con metabolismos fermentativos, como las clases Anaerolineae y Caldilineae 

(Yamada et al., 2005; Sekiguchi et al., 1999, 2000). 

No obstante, el uso del sufijo -i en Chloroflexi no seguía la convención actualizada para filos 

bacterianos. En respuesta, el Genome Taxonomy Database (GTDB) y posteriormente SILVA 

propusieron el nombre actualizado Chloroflexota, incorporando la terminación -ota establecida 

por el Comité Internacional de Nomenclatura de Procariotas (ICSP) para la jerarquía taxonómica 

de filos (Parks et al., 2020). 

Este cambio fue adoptado por bases de datos taxonómicas como MiDAS 4 (Dueholm et al., 

2022), que catalogan la diversidad microbiana en sistemas de tratamiento de aguas residuales 

23 



 

mediante secuencias completas de genes del ARNr de 16S, sin embargo otras bases de datos 

como SILVA 138 está desactualizada y sigue nombrando el filo como Chloroflexi.  

Clases incluídas dentro del filo Chloroflexota 

El filo Chloroflexota incluye diversas clases, muchas de las cuales se encuentran en reactores de 

tratamiento de aguas residuales (tabla 9). 

Tabla 9. Diferentes clases dentro del filo Chloroflexota, sus características y los ambientes más 
frecuentes donde se han detectado según lo reportado por Thiel et al. (2019) y Speirs et al. 
(2019). 

Clase Características principales Ambientes frecuentes 

Chloroflexia Fototróficos anoxigénicos, flagelados 
Fuentes termales, ambientes 

salinos 

Anaerolineae Filamentos fermentativos, no móviles Lodos activados, digestores 

Caldilineae Filamentos ramificados, aerotolerantes 
Lodos activados, aguas 

residuales 

Thermomicrobia 
Aerobios, termófilos, degradadores de 

polímeros 
Compost, ambientes calientes 

Ktedonobacteria 
Aerobios, formadores de esporas, ricos en 

suelos ácidos 

Suelos volcánicos, ambientes 

forestales 

 

Cabe destacar que la mayoría de los estudios funcionales y morfológicos en PTAR se enfocan en 

las clases Anaerolineae y Caldilineae, dado su papel estructural en los flóculos, su morfología 

filamentosa y su capacidad de fermentar carbohidratos simples (Yoon et al., 2010; Björnsson et 

al., 2002; Speirs et al., 2019). 

Géneros de relevancia en sistemas de tratamiento de aguas residuales 

Según la base de datos de MiDAS 4 y estudios recientes los géneros más reportados en sistemas 

sam de tratamiento de aguas residuales son: 
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●​ Ca. Promineofilum (morfotipo 0092 según el manual de Jenkins), presenta morfología 

filamentosa, fermentador anaeróbico (Petriglieri et al., 2023; Mcllroy et al., 2016). 

●​ Ca. Kouleothrix (morfotipo 1851 según el manual de Jenskins), forma puentes 

interfloculares y se asocia al bulking (Nittami et al., 2017). 

●​ Ca. Defluviifilum (morfotipo 0803 según el manual de Jenskins) presenta morfología de 

filamento que se encuentra en la superficie del flóculo, puede contribuir al bulking en 

exceso (Nittami et al., 2017). 

●​ Ca. Amarolinea, Ca. Villigracilis y Nitrolancea hollandica han sido reconocidos por su 

rol en la degradación y transformación de compuestos nitrogenados (Bovio-Winkler et 

al., 2023). 

Por otro lado, los trabajos de Björnsson et al. (2002) y de Speirs et al. (2019) identificaron 

diversas bacterias filamentosas del filo Chloroflexota (como Ca. Kouleothrix, Ca. Defluviifilum, 

Ca. Promineofilum, Ca. Sarcinithrix) asociados a eventos de bulking (Speirs et. al., 2019). 

Según el trabajo de Speirs et al., 2019, el filo Chloroflexota se encuentra siempre presente en 

sistemas de lodos activados para remoción de nitrógeno y fósforo y debido a su morfología 

filamentosa funcionan como una red o estructura de andamiaje del flóculo. Además desempeñan 

un rol importante ya que fermentan carbohidratos y polímeros complejos, liberando compuestos 

que promueven el desarrollo de otras bacterias. Pero también se ha reportado que en algunos 

casos se expanden fuera de los flóculos promoviendo el bulking. Comprendiendo la taxonomía y 

su funcionalidad operativa, se evidencian oportunidades para manipular su abundancia y prevenir 

fenómenos de bulking sin afectar los procesos de depuración. 

Detección de microorganismos del filo Chloroflexota por técnica de FISH y qPCR en 

sistemas de tratamiento de aguas residuales 

El uso de técnicas de FISH ha transformado el estudio de bacterias filamentosas en lodos 

activados ya que se han desarrollado sondas específicas para géneros permitiendo identificar con 

precisión las especies de microorganismos filamentosos y su ubicación en los flóculos. La 

aplicación de FISH cuantitativo ha demostrado que altos niveles de filamentos del filo 

Chloroflexota se correlacionan con altos índices SVI y problemas de bulking. 

25 



 

En la bibliografía hay varios trabajos que reportan el diseño de sondas específicas para diferentes 

microorganismos filamentosos del filo Chloroflexota (tabla 7).  Por ejemplo, el trabajo de 

Nittami et al., (2020) reporta el diseño de la sonda CHL1851 para Ca. Kouleothrix (morfotipo 

Eikelboom 1851), validando su especificidad mediante hibridación con la sonda EUBmix (sonda 

universal) y sondas específicas para otros filamentos como Ca. Defluviifilum. También se 

desarrollaron sondas como CFX197 para el morfotipo Eikelboom 0092, demostrando su unión 

específica en lodos de plantas de tratamiento en Australia (Speirs et al., 2019). 

En el trabajo de Nittami y colaboradores (2017) se observó que Ca. Kouleothrix se disponía 

formando puentes interfloculares, estructura típica del bulking, con filamentos que se entrelazan 

con otros filamentos. Este trabajo complementa la cuantificación utilizando qPCR específico 

para el gen del ARNr 16S de Ca. Kouleothrix, evidenciando correlaciones altas entre abundancia 

de filamentos (> E+05 copias/ng ADN) y SVI (> 250 mL/g). Mediante estas técnicas se pudo 

confirmar el vínculo directo entre proliferación filamentosa y deterioro de la sedimentabilidad 

del fango. 

En el trabajo de Kragelund y colaboradores (2007) se diseñaron sondas para Ca. Defluviifilum 

(morfotipo 0803), localizando filamentos en la superficie de los flóculos. Por otro lado, en 

sistemas de tratamiento de aguas residuales de Dinamarca, Seviour et al. (2010) y Nierychlo et 

al. (2020) emplearon sondas del catálogo MiDAS (tabla 10), incluyendo las dirigidas a Ca. 

Promineofilum y Ca. Amarolinea, mostrando flóculos integrados que no comprometen 

explícitamente la sedimentabilidad (Petriglieri et al., 2023). 

Tabla 10. Sondas de FISH diseñadas para diferentes grupos de microorganismos filamentosos del filo 
Chloroflexota.  

Sonda Microorganismo blanco Referencia 

 CHL1851 Kouleothrix (Eikelboom type 
1851) 

 Beer et al., 2002 

CFX197 Candidatus Promineofilum 
(Eikelboom type 0092 

Brachythrix) 

Speirs et al., 2009 

 CFX67 CFX449/CFX1151 Candidatus Sarcinithrix 
(Eikelboom type 0914) 

Speirs et al., 2011; Nierychlo 
et al., 2019 
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Sonda Microorganismo blanco Referencia 

CFX841 midas_g_2111 ( Filamentous 
Ardenticatenia ) 

 Speirs et al., 2015, 2019 

 CFX194b  midas_g_105 (Ca. Amarithrix 
- type 0675) 

Speirs et al., 2017, 2019 

 CFX86a  midas_g_344 (Ca. 
Catenibacter - type 0041) 

Speirs et al., 2017, 2019 

 CFX86b midas_g_1668 ( Ca. 
Catenibacter - type 0041) 

 Speirs et al., 2017, 2019 

CFX64  Candidatus Amarolinea 
(Eikelboom type 0092 ) 

Nierychlo et al., 2019 

 CFX763  Candidatus Villigracilis   Nierychlo et al., 2019 

CFX64 Anaerolinea (Nierychlo et al., 2019; 
Sekiguchi et al. 2003) 

CFX1243, 
CFXmix, EUBmix 

midas_g_5463 (parte del 
género Ca_Defluviifilum) 

(Petriglieri et al., 2023) 

CFX166, CFXmix, EUBmix2 Ca_Tricholinea (antes 
midas_g_9648) 

(Petriglieri et al., 2023) 

 

Avances metagenómicos y caracterización funcional 

A pesar de que el filo Chloroflexota se detecta frecuentemente en sistemas de tratamiento de 

aguas residuales, se desconocen muchas de sus funciones y relevancia en los sistemas, parte de la 

gran dificultad en su conocimiento es debido a las dificultades a la hora de obtener cultivos puro 

o aislados. La aparición de tecnologías de secuenciación masiva, junto al ensamblado de MAGs, 

permitió descubrir que muchas especies dentro del filo Chloroflexota las cuales no habían sido 

previamente cultivadas. Esto habilitó la identificación de géneros candidatos “Candidatus”, 

como Ca. Promineofilum, Ca. Defluviifilum o Ca. Kouleothrix, y su asignación funcional dentro 

de los sistemas de tratamiento (Speirs et al., 2019; Bovio-Winkler et al., 2023). 
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En la actualidad se han podido aislar y describir microorganismos del filo Chloroflexota dentro 

de ocho clases que son Anaerolineae, Ardenticatenia, Caldilineae, Chloroflexia, 

Dehalococcoidia, Ktedonobacteria, Thermoflexia y Thermomicrobia (figura 6) (Bovio-Winkler 

et al., 2018). Y se estima que hay entre 25 y 30 clases sin cultivar, dentro del filo (Thiel et al., 

2019). 

 

Figura. 6 - Árbol del filo Chloroflexota construido en base a la secuencia del gen ARNr de 16S, 
incluyendo clones ambientales, representantes cultivados pertenecientes al filo Chloroflexota y secuencias 
de OTUs clasificadas dentro del filo Chloroflexota. Se muestran los valores de bootstrap (> 50 %) 
obtenidos con el método de máxima verosimilitud basado en 1.000 replicaciones en los nodos de las 
ramas. Thermus aquaticus YT-1 fue utilizado como grupo externo. La barra indica 0,05 sustituciones por 
sitio. La abundancia relativa de las OTUs en las muestras se muestra entre corchetes. Se identificó cada 
reactor con una etiqueta diferente. Solo se utilizaron en el análisis las OTUs que superan el 5 %. Extraído 
de Bovio-Winkler et al., 2018. 

 

Este enfoque de análisis de genomas, apoyado por proyectos como MiDAS, mostró que los 

microorganismos del filo Chloroflexota presentes en sistemas de tratamiento de aguas residuales 

no solo tienen capacidad fermentativa, sino que también tiene importancia en la producción de 

exopolisacáridos (EPS), la formación y estructura de flóculos, algunos de ellos tienen rutas de 
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respiración alternativa (nitrato, óxidos de nitrógeno), almacenamiento de glucógeno, hidrólisis de 

polímeros, etc. (Bovio-Winkler et al., 2023). 

En la tabla 11, se presenta un resumen de los diferentes trabajos que se han realizado en la 

caracterización de organismos del filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas 

residuales.  

Tabla 11. Resumen de hitos en la caracterización de microorganismos del filo Chloroflexota en sistemas 
de tratamiento de aguas residuales. 

Año Hito 

2002 Diseño de sondas FISH para Eikelboom 0092 (Speirs et al. 2002) 

2009 
Refuerzo de clasificación de 0092 como filo Chloroflexota 

(Speirs et al., 2009). 

2011 
Descripción de Ca. Defluviifilum (0803) y su localización 

(Kragelund et al., 2011) 

2018 Creación de la base de datos de MiDAS y análisis filogenético 

2020 
Diseño de la sonda CHL1851 que identifica Ca. Kouleothrix y confirma su 

rol en bulking (Nittami et al., 2020) 

2023 
MAGs representan roles funcionales diversos en PTAR y digestores 

(Petriglieri et al., 2023, Bovio-Winkler et al. 2023) 

 

Antecedentes 

En la actualidad, se observa un incremento significativo en la demanda de procedimientos para el 

tratamiento de efluentes en instalaciones destinadas al tratamiento de aguas residuales e 

industriales. Este aumento de interés se fundamenta en múltiples factores, entre ellos la 

preservación de los recursos naturales, la estricta conformidad con las regulaciones en vigor y la 

oportunidad de generar productos con valor añadido (López, 2016). 

 

En el contexto de la biotecnología aplicada al ámbito agroindustrial y ambiental, Uruguay ha 

emergido debido a su compromiso con la optimización de los sistemas de tratamiento de aguas 
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residuales. Nuestro país, reconocido por su destacada industria agroalimentaria, ha reconocido la 

importancia crucial de la gestión sostenible del recurso hídrico para mantener la integridad 

ambiental y la prosperidad económica. La adecuada gestión de las aguas residuales provenientes 

de fuentes domésticas e industriales es de vital importancia para de alguna forma mitigar los 

niveles potencialmente nocivos de compuestos orgánicos e inorgánicos, así como de 

microorganismos patógenos. Estos sistemas permiten la disposición de las aguas tratadas en 

cuerpos receptores, sin comprometer la capacidad de autopurificación de dichos cuerpos de agua 

(Gaget et al., 2017). 

  

Métodos de biología molecular para el estudio de microorganismos en sistemas 

de tratamiento de aguas residuales 

En los últimos 30 años se ha comenzado a comprender la microbiología de los lodos activados, 

un resultado que coincide con el desarrollo de métodos moleculares independientes del cultivo 

(Nielsen y McMahon, 2014). El desarrollo de las técnicas de PCR, la clonación y la 

secuenciación del ADN de Sanger permitió dilucidar las composiciones de las comunidades de 

lodos activados, sin necesidad de cultivar miembros individuales, basándose en cambio en el uso 

de análisis de secuencias de genes ARNr 23S y 16S utilizados como marcadores filogenéticos 

(Nielsen y McMahon, 2014) .  

Entre estas técnicas, la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha demostrado ser 

especialmente útil al facilitar la detección semicuantitativa de genes específicos de distintas 

cepas bacterianas individuales, incluso en concentraciones extremadamente bajas (Cotto et al., 

2015). 

Más recientemente, la PCR cuantitativa, conocida como qPCR, se ha empleado para realizar 

mediciones precisas de la cantidad de bacterias a través de la información genómica. Esta técnica 

de cuantificación tiene el potencial de ser una alternativa a otras metodologías empleadas para 

cuantificar biomasa. Un aspecto de gran relevancia es que la qPCR proporciona información 

cuantitativa precisa acerca de la presencia de genes específicos en cultivos mixtos o muestras 

ambientales (Cotto et al., 2015). 
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El diseño de las sondas de oligonucleótidos marcadas con compuestos fluorescentes dirigidas a 

secuencias de ARN ribosomal de poblaciones de interés, permitió la identificación de células 

individuales mediante técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH; Fluorescence in situ 

hybridization, por sus siglas en inglés) (Amann y Fuchs, 2008; Nielsen et al., 2009; Seviour, 

2010).  

En combinación con la tinción histoquímica, la micro autorradiografía (MAR) (McIlroy et al., 

2017), ha aclarado la ecofisiología in situ y las posibles funciones de las poblaciones 

individuales analizadas a nivel de células individuales. Dichos datos han revelado la verdadera 

biodiversidad de las comunidades de lodos activados y la presencia de poblaciones previamente 

desconocidas que existen allí, incluido el filo Chloroflexota, donde la mayoría aún no se ha 

cultivado (Speirs et al., 2019), así también como su morfología. 

Antecedentes del tema en el grupo de investigación 

El Laboratorio de Ecología Microbiana (LEM) del Departamento de Bioquímica y Genómica 

Microbiana del Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable (IIBCE) ha llevado a 

cabo una investigación prolongada en el ámbito de la microbiología de sistemas de tratamiento 

de aguas residuales. En colaboración con grupos de investigación tanto nacionales como 

internacionales de América Latina y Europa, se han abordado diversos proyectos relacionados 

con sistemas anaerobios metanogénicos, producción de hidrógeno y remoción de nitrógeno, entre 

otros (Castelló et al., 2009; Perna et al., 2013; Costa et al., 2014, Júnior et al., 2015; Callejas et 

al., 2019; Cabezas et al., 2020).  
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Figura 7- Esquema cronológico que muestra los antecedentes del grupo de investigación en el 
estudio de microorganismos del filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas 
residuales.  

 

Durante este extenso período de investigación, se observó consistentemente la presencia del filo 

Chloroflexota en los diferentes reactores estudiados, pero aún quedan muchas incógnitas sobre el 

rol de estos microorganismos en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. 

El interés en el filo Chloroflexota se inició con el trabajo de Tesis de la Dra. Etchebehere en 2002 

(figura 7), donde se identificaron dentro de un reactor desnitrificante escala laboratorio 

alimentado con lixiviado de relleno sanitario. Posteriormente, se detectó un sobrecrecimiento de 

bacterias filamentosas, incluyendo Chloroflexota, en un reactor metanogénico industrial en 2008, 

lo que motivó un estudio más profundo en reactores a escala real (Borzacconi et al., 2008). 

Estudios posteriores revelaron la presencia de bacterias Chloroflexota en sistemas aerobios de 

lodos activados, tanto a nivel local como internacional (Bovio-Winkler et al., 2019; Wu et al., 

2019).  

A pesar de la abundancia y diversidad del filo Chloroflexota detectada en estos sistemas, su 

función aún no ha sido completamente esclarecida. Para abordar esta pregunta, se ha empleado 

una combinación de técnicas moleculares avanzadas, incluyendo la secuenciación de genomas de 
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células individuales y metagenomas, así como el análisis de metatranscriptomas (Dam et al,. 

2020).  

Los trabajos más recientes publicados por el laboratorio (tabla 12) se han centrado en el análisis 

de poblaciones del filo Chloroflexota principalmente en reactores anaerobios. En el trabajo de 

Bovio-Winkler et al. (2018) se estudiaron cinco reactores anaerobios de manto de lodos de flujo 

ascendente (UASB) a escala real de tratamiento de efluentes industriales en Uruguay. Este filo 

microbiano se identificó como uno de los grupos bacterianos más abundantes en los reactores.  

Mediante técnicas de qPCR, T-RFLP, secuenciación para el gen ARNr de 16S y FISH, se detectó 

una alta abundancia y diversidad del filo Chloroflexota, particularmente de la clase 

Anaerolineae, en todos los reactores estudiados. La morfología filamentosa de estos 

microorganismos sugiere un rol clave en la formación de gránulos en los reactores UASB. 

Además, se observó que la diversidad estaba más influenciada por el inóculo que por el tipo de 

efluente, y que existía una correlación positiva entre la abundancia del filo Chloroflexota y 

parámetros operativos como la carga orgánica o la biomasa presente. Se postuló una asociación 

entre su morfología filamentosa y su posible participación estructural en la formación de 

gránulos, aunque también se reportó su implicancia en episodios de bulking filamentoso 

anaerobio (Borzacconi et al., 2008). Este fenómeno puede comprometer severamente la 

sedimentabilidad del lodo y, por ende, la eficiencia del tratamiento. El trabajo plantea que 

aunque los miembros de la clase Anaerolineae predominan y muestran estabilidad temporal en 

los reactores, la mayoría pertenecen a grupos no cultivados, lo que limita la comprensión de su 

fisiología y función ecológica. También destaca la necesidad de nuevas aproximaciones 

metodológicas y del análisis de episodios de bulking para comprender plenamente su papel en la 

biomasa de los reactores. Estos hallazgos tienen implicancias operativas importantes, ya que el 

conocimiento del rol de filo Chloroflexota podría mejorar el diseño y mantenimiento de los 

sistemas UASB, previniendo problemas de sedimentación o pérdida de biomasa. 

Más adelante, en 2021 se realizó un estudio de meta-análisis de datos generados por 

secuenciación del gen ARNr de 16S de 62 reactores metanogénicos a escala real, tratando 

distintos tipos de residuos líquidos (WTARs) y sólidos (STARs) alrededor del mundo. El 

objetivo fue evaluar la abundancia, diversidad y filogenia del filo Chloroflexota, particularmente 

de la clase Anaerolineae, grupo altamente prevalente pero escasamente comprendido por la falta 

33 



 

de representantes cultivados. Se detectó que el filo Chloroflexota fue más abundante en WTARs, 

en especial aquellos con biomasa granular. Cuatro géneros dominaron en ambos tipos de 

reactores (Bellilinea, Leptolinea y dos sin representantes cultivados identificados como 

midas_g_156 y midas_g_467). Sin embargo, los reactores presentaban núcleos microbianos 

distintos, lo que indica que el tipo de reactor influye en la selección de las poblaciones de 

bacterias del filo Chloroflexota. Además, se observó una correlación significativa entre la 

abundancia del filo Chloroflexota y de Euryarchaeota (arqueas metanogénicas), lo que sugiere 

sintrofía entre estos grupos de microorganismos (Bovio-Winkler et al. 2021). 

El estudio también subraya las limitaciones al comparar datos generados por distintos sets de 

primers y plataformas de secuenciación. Se concluye que Anaerolineae juega un rol clave en la 

digestión anaerobia tanto por su morfología filamentosa (facilitando la formación de gránulos) 

como por sus posibles capacidades fermentativas. Los autores postulan la necesidad de 

estandarizar metadatos, técnicas bioinformáticas y profundizar en estudios metagenómicos y 

metatranscriptómicos para esclarecer la función ecológica de este filo en los reactores 

anaeróbicos (Bovio-Winkler et al. 2021). 

Luego en 2023 se publicó un artículo en que se proporciona una visión metagenómica centrada 

en la diversidad y el potencial funcional del filo Chloroflexota en tres tipos de reactores del tipo 

UASB metanogénico a escala real, un reactor de lodos activados también a escala real y un 

reactor anammox a escala laboratorio. Se reconstruyeron 17 genomas de especies nuevas, 

incluyendo dos géneros nuevos propuestos como Candidatus dentro de las clases 

Dehalococcoidia y Anaerolineae y una nueva especie del género Ca. Villigracilis representando 

el primer genoma representativo dentro de este género (propuesta taxonómica Ca. Villigracilis 

nielsenii sp. nov.) (Bovio-Winkler et al. 2023).  

A pesar de las diferencias ambientales entre los sistemas, los genomas mostraron características 

metabólicas compartidas como metabolismo anaerobio, rutas fermentativas y genes que 

codifican enzimas hidrolíticas. En el caso del reactor anammox, se encontraron genes 

relacionados con la conversión de nitrógeno, lo que sugiere una participación activa en procesos 

de desnitrificación parcial, favoreciendo el rendimiento global del proceso de remoción de 

nitrógeno. También se observaron genes asociados con adhesividad celular y producción de 
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exopolisacáridos, que junto a la morfología filamentosa corroborada por FISH, implican un rol 

estructural del filo Chloroflexota en la agregación de biomasa (flóculos y gránulos). Esto 

refuerza su posible implicación en fenómenos como bulking. Además, se identificó redundancia 

funcional entre especies, lo que podría otorgar resiliencia frente a disturbios operacionales 

(Bovio-Winkler et al. 2023).  

Los hallazgos destacan la versatilidad fisiológica de este filo y su adaptación a distintos sistemas 

de tratamiento de aguas residuales. El estudio propone expandir el aislamiento y caracterización 

de especies cultivables para clarificar su rol ecológico y su impacto sobre el rendimiento del 

tratamiento, con aplicaciones prácticas en el control de procesos como el fenómeno bulking 

filamentoso (Bovio-Winkler et al. 2023). 

Aunque se han logrado avances significativos en el conocimiento de los microorganismos del 

filo Chloroflexota, aún existe una limitada cantidad de información respecto a los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales en nuestro país. Los estudios previos han sido puntuales y se han 

centrado en dos plantas de tratamiento de lodos activados que presentaron problemas de bulking. 

En este contexto, la presente tesis de posgrado propone ampliar el conocimiento sobre los 

microorganismos del filo Chloroflexota en los sistemas de tratamiento de aguas residuales de 

lodos activados que operan en Uruguay. 

Esta investigación se enmarca en el proyecto FCE_1_2021_1_166934, cuyo objetivo fue 

caracterizar la diversidad, abundancia y función de los microorganismos del filo Chloroflexota 

en estos sistemas, así como en el proyecto ANII-FMV_1_2021_1_16605, cuyo propósito fue 

identificar los microorganismos responsables de problemas de sedimentación en plantas de 

tratamiento de aguas residuales en el país. 

Bajo la dirección de la Dra. Angela Cabezas y en el marco de la tesis de posgrado de la Ing. 

Mariana Perroud, surge la oportunidad de monitorear diversas plantas de lodos activados en 

funcionamiento en Uruguay, contribuyendo así al conocimiento y manejo de estos sistemas en 

nuestro contexto nacional. 
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Tabla 12. Comparación de estudios más recientes sobre el filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento 
de aguas residuales realizados por el Laboratorio de Ecología Microbiana del Departamento de 
Bioquímica y Genómica Microbiana del IIBCE.  

Trabajo 
publicado Bovio-Winkler et al. (2018) Bovio-Winkler et al. 

(2021) 
Bovio-Winkler et al. 

(2023) 

Tipo de estudio 
Análisis preliminar en 

reactores UASB a escala real 
(Uruguay) 

Meta-análisis de datos 
de ARNr de 16S de 62 
reactores anaerobios de 

diferentes países  

Metagenómica 
centrada en genomas 

en 3 tipos de reactores 
(incluye Uruguay) 

Objetivo 
principal 

Detectar abundancia y 
diversidad del filo 

Chloroflexota en UASB 

Caracterizar la 
ecología global del filo 

en reactores 
metanogénicos 

Determinar el 
potencial funcional del 

filo Chloroflexota a 
nivel genómico 

Metodología qPCR, T-RFLP, secuenciación 
16S rRNA, FISH 

Análisis 
bioinformático de 

datos depositados en 
bases de datos públicas 

Ensamble de genomas 
(MAGs), FISH, 

anotación funcional 

Hallazgos 
clave 

Alta abundancia de clase 
Anaerolineae; correlación con 

carga orgánica y tipo de 
biomasa 

Identificación de 
géneros dominantes y 

posibles relaciones 
tróficas con arqueas 

metanogénicas 

Presencia de rutas 
fermentativas, genes 
para adhesión, EPS, 
metabolismo de N; 

propuesta de nuevos 
géneros y especies 
(Ca. Villigracilis 

nielsenii) 

Importancia 
operativa 

Posible rol en formación de 
gránulos y problemas de 

sedimentación 

Enlace con estabilidad 
de gránulos y 

arquitectura de 
biomasa 

Relevancia para 
prevención de bulking, 

eficiencia de 
tratamiento y 

resiliencia ecológica 

 

Hipótesis de trabajo 
 
Según lo reportado hasta el momento se postula que los microorganismos del filo Chloroflexota 

tienen un rol fundamental en los sistemas de tratamiento de aguas residuales en dos aspectos: 

degradan la materia orgánica compleja debido a su capacidad hidrolítica y son fundamentales en 

la formación y mantenimiento de los flóculos debido a su morfología filamentosa. Por otro lado, 

se ha postulado que también son responsables de problemas de bulking filamentoso, pero no se 

conoce las causas que lo provocan. 
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Debido a que son ubicuos en todos los sistemas de tratamiento de aguas residuales que tienen la 

característica de tener una alta concentración de células, se ha propuesto que pueden degradar la 

materia orgánica proveniente de la propia biomasa. Entonces, si su rol es solamente degradar los 

compuestos de la degradación celular, su composición taxonómica no va a depender del tipo de 

agua residual tratada en el sistema. Sin embargo, si su rol es también degradar polímeros 

provenientes del agua residual, habrá una selección de diferentes grupos taxonómicos dentro del 

filo de acuerdo a la composición química de la materia orgánica de los efluentes tratados.  

Con respecto a la conformación de los flóculos, se ha postulado que debido a que son filamentos, 

forman una red en la cual los otros microorganismos se adhieren y conforman flóculos 

compactos con buena capacidad de sedimentar. Esto ocurre cuando la abundancia de estos 

microorganismos no es excesiva y cuando se encuentran dentro de los flóculos. Sin embargo, 

debido a causas no conocidas, en algunas ocasiones se produce el sobrecrecimiento de estos 

microorganismos que produce que los flóculos se vuelvan más laxos y pierdan la buena 

capacidad de sedimentar. Pero, no se conoce cual es la abundancia relativa de estos 

microorganismos en sistemas con buena sedimentación y cual es la abundancia en sistemas con 

mala sedimentación.  

 

La hipótesis de esta tesis es que los microorganismos del filo Chloroflexota juegan un papel 

importante en la degradación de la materia orgánica compleja presente en los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales ya sea proveniente de la propia degradación de la biomasa como 

del agua residual tratada. Por lo tanto, diferentes composiciones químicas de efluentes tratados 

seleccionarán diferentes grupos taxonómicos de estos microorganismos.  

La otra hipótesis es que existe una correlación entre la abundancia de estos microorganismos y la 

sedimentación de la biomasa, con un valor óptimo para mantener los flóculos compactos, cuando 

se sobrepasa ese valor ocurren problemas de bulking. 
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Objetivos  
 

El objetivo principal es comprender el rol de las bacterias filamentosas del filo Chloroflexota en 

sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados. En particular se propone 

determinar si hay un efecto del tipo de agua residual por industria sobre la composición 

taxonómica de estos microorganismos y si hay una relación entre la abundancia de estos 

microorganismos y los problemas de sedimentación. 

Preguntas a responder 

¿Cuál es la abundancia de bacterias del filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas 

residuales de nuestro país? 

¿Su abundancia depende del tipo de agua residual tratada? 

¿Cuál es la diversidad del filo Chloroflexota en las plantas de tratamientos de aguas residuales 

que están operando en el país? 

¿Difieren según el tipo de agua residual que tratan los sistemas? 

¿Tienen morfología filamentosa? 

¿Existe una relación entre la abundancia de estos microorganismos y la sedimentabilidad del 

lodo? 

 

Objetivos Específicos 
 
a) Conocer la diversidad y composición taxonómica de microorganismos del filo Chloroflexota 

en sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados alimentados con diferentes 

aguas residuales.  

b) Conocer el efecto de las características del agua residual a tratar sobre la composición 

taxonómica de estos microorganismos. 

c) Determinar si existe una correlación entre la abundancia de estos organismos y la capacidad de 

sedimentación de los lodos.  

d) Verificar si tienen morfología filamentosa y determinar su posición dentro de los flóculos. 
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Metodología / Estrategia de trabajo. 

Estrategia de trabajo 

Este estudio se enmarca dentro de una investigación orientada a conocer las bacterias 

filamentosas en los sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados de nuestro 

país y los problemas que estos microorganismos provocan. Esta tesis se enfocó en el estudio del 

filo Chloroflexota ya que es un filo frecuentemente reportado como bacteria filamentosa que 

causa problemas de bulking filamentoso. El trabajo comprendió la utilización y manejo de 

metodologías de biología molecular para obtener un mayor conocimiento del filo Chloroflexota 

en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) operativas a escala real en territorio 

nacional. 

Se utilizó el muestreo llevado a cabo en el proyecto ANII-FMV_1_2021_1_16605 en el cual se 

tomaron muestras de PTAR de lodos activados que operan en nuestro país. Se seleccionaron 

plantas de tratamiento de diferente tipo de aguas residuales y con y sin problemas de 

sedimentación.  

Para responder las diferentes preguntas planteadas se utilizó la siguiente estrategia: 

 

Se utilizó la técnica de PCR cuantitativo (qPCR) utilizando primers específicos para el gen del 

ARNr de 16S de microorganismos del filo Chloroflexota con esta metodología es posible obtener 

la abundancia de estos microorganismos en las muestras tomadas de las diferentes plantas de 

tratamiento.  

 

Se analizó la composición de las comunidades microbianas mediante la secuenciación masiva del 

gen del ARNr 16S con el fin de identificar y clasificar microorganismos presentes en las 

muestras y obtener una visión detallada de la diversidad en la comunidad microbiana. 

 

Se hicieron análisis multivariados para determinar si existe una separación de las muestras de 

acuerdo a la composición del agua residual tratada en cada planta. 

 

Se utilizó la técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) con sondas específicas para el filo 

Chloroflexota.  

39 



 

Se compararon los datos obtenidos de abundancia de los microorganismos del filo Chloroflexota 

con los datos de sedimentación del lodo, de abundancia de filamentos mediante microscopía 

óptica y los problemas de sedimentabilidad reportados por el personal técnico de las diferentes 

empresas.  

 

Materiales y Métodos 
 
Muestreo de sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados 

Las muestras fueron obtenidas en el marco del proyecto ANII-FMV_1_2021_1_16605 dirigido 

por la Dra. Angela Cabezas. Las mismas fueron almacenadas en el Laboratorio de Microbiología 

Ambiental y Biotecnología (LabMAB) del Instituto Tecnológico Regional Centro Sur (ITRCS) 

de la Universidad Tecnológica (UTEC). Las muestras para extracción de ADN fueron 

almacenadas en freezer a -20 °C mientras que las muestras destinadas a FISH se fijaron con 

para-formaldehído (PFA) al 4 % como se explicará más adelante. 

De las plantas monitoreadas en el proyecto, se eligieron 11 sistemas de lodos activados de 

tratamiento de diferentes aguas residuales. Dichas plantas tratan aguas residuales vinculadas a la 

industria alimentaria, efluentes de origen doméstico y pluvial y a la industria de producción de 

celulosa, todas operativas en Uruguay. Las muestras fueron tanto obtenidas en las plantas de 

tratamiento que colaboraron con el proyecto, como también enviadas por algunas de ellas cuando 

esto era posible. Tomando muestras individuales. 

Estas 11 PTAR están conformadas por:  

1.​ Dos plantas de tratamiento de efluentes de la industria frigorífica cárnica vacuna. 

2.​ Una planta de tratamiento de efluentes de la industria de elaboración de cebada malteada. 

3.​ Una planta de tratamiento de efluentes de una industria de elaboración de mermeladas y 

dulces. 

4.​ Una planta de tratamiento de la industria vitivinícola. 

5.​ Cuatro plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas y pluviales 

6.​ Dos plantas de tratamiento de dos industrias de producción de celulosa  
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Para las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) industriales se eligió la siguiente 

nomenclatura: si se encuentra más de una PTAR del mismo rubro se correlaciona con un número 

como es el caso por ejemplo de las plantas de tratamiento diseñadas para tratar efluentes de 

origen doméstico y pluvial, para esta investigación se analizaron cuatro plantas distintas, D1, D2, 

D3 y D4.  

Estas plantas de tratamiento están ubicadas en diferentes localidades del Uruguay (figura 8).  

 

Figura 8 – Mapa de Uruguay mostrando la ubicación de las plantas de tratamiento de aguas residuales 
monitoreadas en esta tesis. 

Las empresas donde se operan las plantas de tratamiento participantes en el proyecto dieron su 

consentimiento institucional para la recolección de muestras con fines de investigación científica, 

los datos identificatorios de las empresas se deben mantener en confidencialidad.  

Se tuvieron en cuenta aquellas industrias que manifestaron tener problemas de bulking, y la 

disponibilidad a colaborar en el proyecto con la obtención de las muestras.  

 

41 



 

Características del agua residual tratada en las diferentes plantas  

Industria de faena de animales vacunos 

En los establecimientos dedicados a la faena animal, los efluentes generados provienen 

principalmente de dos fuentes: la línea verde, asociada al manejo de animales vivos y al lavado 

de medias reses, y la línea roja, vinculada directamente al proceso del sacrificio o faena 

propiamente dicho. La primera presenta una carga significativa de celulosa, lignina, bacterias 

entéricas, heces y orina, mientras que la segunda contiene elevadas concentraciones de proteínas, 

lípidos, sangre y sólidos suspendidos. En conjunto, los efluentes de frigoríficos presentan una 

elevada DBO y DQO, con alta carga de nitrógeno y fósforo, y pH variable dependiendo del tipo 

de residuos vertidos (tabla 13) (Pereira et al., 2016).  

Para este trabajo se analizaron dos PTAR para este tipo de industria (F1 y F2). 

 

Tabla 13. Caracterización física y química de los residuos líquidos resultantes de la línea verde de 
sacrificio de ganado y línea roja de procesamiento de carne vacuna (generado por el lavado de las 
herramientas manuales y mecánicas utilizadas en el sacrificio de ganado, la limpieza y desinfección del 
matadero y el corral, el lavado del ganado, la limpieza y desinfección de los cortes de carne y cuero 
extraídos del animal). 
 

Parámetros valorados x ± σ 

pH 7,3 ± 0,6 

BOD5 20℃ T 2401 ± 2751 mgO2/L 

BOD5 20 ℃ S 1136 ± 1011 mgO2/L 

BOD5 20℃ P 1265 ± 1744 mgO2/ L 

TSS 4195 ± 5879 mg/L 

N-NH4
+ 410 ± 232 mg/L 

NH4
+ 93 ± 52 mg/L 

N-O 56 ± 24 mg/L 

TP 28 ± 17 mg/L 

PO4
3- 13 ± 5 mg/L 

 
Fuente: (Pereira et al., 2016) 
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Industria de producción de malta para cerveza 

El proceso de malteo implica la modificación de componentes estructurales del grano, como 

almidones y proteínas, a través de diversas etapas que requieren un consumo considerable de 

agua. Esto da lugar a la generación de efluentes con características variables, dependiendo del 

tipo de cereal y del producto final. Durante la producción del malteado de la cebada para la 

elaboración de malta, por ejemplo, se generan residuos líquidos ricos en compuestos orgánicos 

fácilmente biodegradables (azúcares, proteínas, dextrinas, taninos, etc.), así como una importante 

carga de sólidos en suspensión con valores promedios de 350 mg/L, pH ácidos a neutros entre 6 

y 8, las aguas residuales procedentes de las malterias se caracterizan por concentración promedio 

altas de DQO total de 1.531 mg O2/L,  DBO5 de 745 mg/L, y concentraciones promedio bajas de 

Nitrógeno total de 44 mg/L y alcalinidad de 289 mg CaCO3/L (Montoya & Ospina, 2013). 

Se analizó una PTAR para este tipo de industria (Ma). 

Industria de producción de mermeladas y dulces 

Los procesos de elaboración de mermeladas implican el uso de frutas, sacarosa, pectina y ácido 

cítrico. La composición del efluente generado en esta industria depende en gran medida del tipo 

de fruta utilizada, el grado de madurez y la formulación del producto. Generalmente, los residuos 

líquidos presentan altos niveles de azúcares, pectina, compuestos orgánicos solubles y restos de 

fruta, lo que puede favorecer la formación de capas mucilaginosas en los equipos de tratamiento 

y promover el desarrollo de bacterias fermentativas. El pH suele ser ácido y se observan cargas 

orgánicas elevadas (Alfonso & Vargas, 2018). Se analizó una PTAR para este tipo de industria 

(Me). 

La planta analizada para esta industria en particular fue operada con un sistema Reactor 

Secuencial Batch (SBR), este sistema funciona por lotes de efluente tratado, realizando toda la 

operación de una planta de tratamiento de aguas residuales de lodos activados en un solo tanque 

que es aireador y sedimentador al mismo tiempo. Realiza el tratamiento del efluente en lotes de 

ciclos continuos. Este sistema combina las etapas de llenado, aireación, homogeneización, 

sedimentación y vaciado en un proceso continuo y secuencial. 
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Industria vitivinícola 

El sector vitivinícola presenta una marcada estacionalidad, concentrando la mayor parte de su 

producción durante la vendimia (enero-marzo a nivel nacional). En este período, se generan 

grandes volúmenes de efluentes (hasta 4 m³/m³ de vino producido), ricos en compuestos 

orgánicos como azúcares, etanol, ácidos orgánicos, polifenoles y taninos. La DBO puede 

alcanzar niveles altos de 35.000 mg/L a 20.000 mg/L y los sólidos suspendidos totales son 

elevados y varían ampliamente. Asimismo, las aguas residuales de bodegas pueden presentar 

baja alcalinidad y pH ácido, lo que repercute en la composición microbiana del sistema de 

tratamiento, esto también está relacionado a las diferentes etapas del proceso como la molienda, 

que se realiza durante el período de cosecha, la vinificación, que ocurre al cabo de los treinta a 

cuarenta días posteriores a la molienda y el resto del año, que conllevan una actividad muy 

reducida que se desarrolla con personal mínimo, según el tipo de bodega (tabla 14, 15) (Ugarte et 

al., 2000). Se analizó una PTAR para este tipo de industria (V1). 

 

Tabla 14. Efluentes de Lavado de lagares y equipos de molienda originados durante el proceso de 
Molienda. (Descarga Continua, Descarga Batch) Rauek, 1998. Fuente: Ugarte et al., 2000. 
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PARÁMETRO UNIDAD 
DESCARGA CONTÍNUA 

( 10 muestras)  
DESCARGA BATCH 

( 4 muestras) 
Mín. Máx. Promedio Mín. Máx. Promedio 

pH — 4,3 6,1 5,3 4,3 6,2 5,5 

Conductividad eléctrica µmhos/cm 1110 2110 1670 1570 2900 2190 
Sólidos sedimentables 
(10 min) mL/L 0,1 50 12,0 23 100 70,0 

Sólidos sedimentables 
(2 hs) mL/L 0,4 49 10 20 100 60 

Sólidos totales mg/L 1570 20800 5600 3620 11050 7730 

Sólidos suspendidos mg/L 170 2160 700 270 2700 1850 

Sólidos disueltos mg/L 1400 18640 4900 2220 9630 5880 

DBO mg/L 100 3500 1600 360 35150 12150 

DQO mg/L 1700 45000 10330 6100 50000 18550 

Nitrógeno amoniacal mg 
N–NH₃/L 0,1 8 1 6 23 10 



 

Tabla 15. Parámetros de calidad del agua en la etapa de vinificación: efluentes originados por el 
lavado de piletas y vasijas luego de la fermentación de mostos. Resto del Año: efluentes 
originados por el lavado y desinfección de piletas y lavado de filtros. Rauek, 1998. Fuente: 
Ugarte et al., 2000. 

 

Plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas 

Las plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas procesan efluentes generados en los 

hogares, compuestos principalmente por aguas grises (lavado, cocina, baño) y aguas negras 

(provenientes de inodoros). Estos efluentes presentan una alta carga de materia orgánica 

biodegradable (restos de alimentos, grasas, excretas), nutrientes como nitrógeno y fósforo, 

detergentes, productos de higiene personal, microorganismos patógenos y, en menor medida, 

compuestos farmacéuticos y hormonas. El pH suele ser cercano a la neutralidad pH (rango en 

zonas industriales 6,32–8,15 y rango en zonas municipales 6,82–7,98), la DBO oscila en rango 

entre 144–403 mg/L en zonas industriales y 42,3–121 mg/L en zonas municipales, y se observa 

una alta diversidad microbiana de origen entérico (tabla 16) (Yang et al., 2020). Se analizaron 

cuatro PTAR para este tipo de PTAR (D1, D2, D3 y D4). 
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PARÁMETRO UNIDAD 
VINIFICACIÓN (10 muestras) RESTO DEL AÑO (5 

muestras) 
Mín. Máx. Promedio Mín. Máx. Promedio 

pH — 4,3 9,2 6 3,7 12 7,2 
Conductividad eléctrica µmhos/cm 1430 2140 1820 1400 7900 4140 
Sólidos sedimentables 
(10 min) mL/L 0,1 220 26 0,1 32 7,00 

Sólidos sedimentables 
(2 hs) mL/L 0,5 80 10 0,1 22 7 

Sólidos totales mg/L 1350 12150 3900 2100 9100 4200 
Sólidos suspendidos mg/L 580 10300 2200 280 570 390 
Sólidos disueltos mg/L 1220 6350 2870 1820 8530 3810 
DBO mg/L 815 21450 5400 90 350 190 
DQO mg/L 1300 55000 9170 260 850 520 

Nitrógeno amoniacal mg 
N–NH₃/L 0,1 30 8 0,1 5 2 



 

Tabla 16. Composición y concentración de aguas residuales crudas en plantas de tratamiento (PTARs). 
Donde Z es una planta de tratamiento de aguas municipales y D y P son plantas de tratamiento de aguas 
industriales. Unidad: mg/L, salvo que se indique lo contrario. 

Contaminante D-PTAR Y-PTAR Z-PTAR 
DQOCr 185,17 221,00 234,00 
DBO₅ 47,87 49,64 41,80 
NH₄-N 13,87 26,28 36,60 

NT 19,20 39,81 45,60 
PT 2,40 3,95 4,36 

Sólidos suspendidos 45,67 88,17 63,00 
Sólidos disueltos totales 2578,33 3748,33 770,00 

Sulfuro 3,322 0,922 8,860 

Fuente: Activated Sludge Microbial Community and Treatment Performance of Wastewater 
Treatment Plants in Industrial and Municipal Zones (Yang et al., 2020). 

Industria de producción de celulosa 

La industria de producción de celulosa y papel genera grandes volúmenes de efluentes con una 

compleja matriz química. Estos efluentes provienen principalmente del proceso de cocción de la 

madera, el blanqueo de la pulpa y el lavado de equipos. Contienen altas concentraciones de 

materia orgánica disuelta y coloidal (lignina, hemicelulosas, resinas), sólidos en suspensión, 

compuestos clorados (en el caso de procesos con cloro), ácidos orgánicos, taninos y compuestos 

fenólicos. 

El pH puede variar entre 4 y 9 dependiendo de la etapa del proceso. La DBO y DQO suelen ser 

elevadas, y los microorganismos presentes deben adaptarse a ambientes con compuestos tóxicos 

y baja biodegradabilidad (Wertz et al., 2010).  

Se analizaron dos PTAR para este tipo de industria (Ce1 y Ce2). 

 

En la tabla 17, se presenta la información recopilada en el proyecto FMV_1_2021_1_166805 y 

en la Tesis de Maestría de la Ing. Mariana Perroud sobre las PTARs analizadas. Se puede 

observar que una gran mayoría de las PTARs presentaba problemas de sedimentación según lo 

reportado por el personal técnico de las PTARs. Los datos de sedimentabilidad determinados en 

el proyecto y en la Tesis de Maestría de la Ing. Mariana Perroud muestran valores muy bajos de 

sedimentación, la observación microscópica muestra problemas en la conformación de los 

flóculos.  
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Tabla 17. Datos de las PTAR analizadas en este trabajo según la información recopilada en el proyecto 
FMV_1_2021_1_166805 y en la Tesis de Maestría de la Ing. Mariana Perroud. Los datos de 
sedimentabilidad de lodos fueron determinados como el volúmen de lodo que sedimenta luego de 30 
minutos en un cono Imhoff de 1.000 mL (cuanto más alto el valor peor es la sedimentación). Se incluyó 
datos de la observación microscópica realizadas en microscopio óptico con aumentos de 10X 40X y 
100X. Tanto los análisis de sedimentabilidad y de microscopía óptica fueron realizados en el marco del 
proyecto FMV_1_2021_1_166805 y la tesis de Mariana Perroud, la gran mayoría con problema de 
sedimentabilidad y muestreadas días al azar. 
 

Tipo de 
planta/ 

industria 

Cód. de la 
planta de 

tratamiento 
Tipo de planta Observa- 

ción 

Reporta 
problemas de 

sedimenta- 
ción 

Sedimentabilidad  
(mL lodo 

sedimentado/L de 
muestra) 

Estructura de los 
flóculos según el 

análisis de 
microscopía óptica 

Celulosa Ce1 

Lodos activados, 
aireación extendida, 

dos piletas en 
paralelo 

Deficiente 
en 

Nitrógeno 
se le 

agrega 
Urea 

No N.D. 

flóculos bien formados, 
compactos y presencia 

de filamentosas de 
distinta morfología. 

Celulosa Ce2 

Lodos activados, 
aireación extendida, 

dos piletas en 
paralelo 

Deficiente 
en 

Nitrógeno 
se le 

agrega 
Urea 

No N.D. 

flóculos bien formados, 
compactos y presencia 

de filamentosas de 
distinta morfología. 

Frigorífico F1 
Lodos activados 

convencional, dos 
piletas en paralelo 

 Si 950 
flóculos compactos, 

presencia de filamentos 
fuera de los flóculos 

Frigorífico F2 
Lodos activados 

convencional, dos 
piletas en paralelo 

Planta 
nueva Si 400 

flóculos compactos, 
presencia de filamentos 

fuera de los flóculos 

Maltería para 
cerveza Ma 

Lodos activados 
convencional 

precedido de un 
biofiltro. 

 Si 900 flóculos poco compactos 

Mermelada Me 

Reactor batch 
secuencial, aireación 

intermitente, dos 
piletas en paralelo 

Producción 
zafral con 
cambio de 

materia 
prima 

Si 675 
flóculos poco compactos 

con abundancia de 
filamentos 

Vitivinícola V1 

Sistema de lodos 
activados con 

aireador Venturini, 
seguido de una 

laguna facultativa, 
humedales y filtro de 

arena. 

Producción 
zafral, 

problemas 
con la 

aireación. 

Si 1000 flóculos abiertos, 
muchos filamentos 

Tratamiento 
de efluentes 
domésticos 

D1 

Lodos activados, 
aireación 

convencional, 
desinfección por 

cloro 

Problemas 
durante la 
temporada 
de verano 

Si 900 flóculos abiertos y poco 
compactos 

Tratamiento 
de efluentes 
domésticos 

D2 

Lodos activados, 
aireación 

convencional, 
desinfección por 

cloro 
 

Problemas 
durante la 
temporada 
de verano 

Si 950 flóculos abiertos y poco 
compactos 
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Tipo de 
planta/ 

industria 

Cód. de la 
planta de 

tratamiento 
Tipo de planta Observa- 

ción 

Reporta 
problemas de 

sedimenta- 
ción 

Sedimentabilidad  
(mL lodo 

sedimentado/L de 
muestra) 

Estructura de los 
flóculos según el 

análisis de 
microscopía óptica 

Tratamiento 
de efluentes 
domésticos 

D3 

Filtro biológico (solo 
temporada alta), 

Lodos 
activados,aireación 

convencional,  
desinfección por 

cloro 

Problemas 
durante la 
temporada 
de verano 

Si 525 flóculos poco compactos 

Tratamiento 
de efluentes 
domésticos 

D4 

Lodos activados, 
aireación extendida, 
remoción de nitrato y 

de P, desinfección 
por UV 

Planta 
nueva No N.D. N.D. 

N.D.: no determinado  
Valor óptimo de sedimentabilidad 100 mL lodo sedimentado/L de muestra 

Procesamiento de las muestras 

Las muestras de biomasa destinadas al análisis de FISH se fijaron inmediatamente en 

paraformaldehído al 4 % y se almacenaron en freezer a -20 °C. Las muestras de biomasa 

destinadas a análisis basados en el ADN (qPCR y secuenciación masiva), se centrifugaron a  

5.000 rpm y el pellet se almacenó en freezer a -20 °C.  Las muestras fueron transportadas en frío 

al Laboratorio de Ecología Microbiana (LEM) del IIBCE (Montevideo) para ser analizadas (tabla 

18). 

 

Tabla 18. Nomenclatura y cantidad de muestras analizadas por las distintas técnicas de biología molecular 
(muestras independientes). 

Planta/Industria Código PTAR  FISH qPCR Sec. Masiva 

Celulosa Ce1 2 3 3 
 Ce2 2 4 4 

Frigorífico F1 2 5 8 
 F2 2 8 8 

Maltería Ma 1 3 4 

Mermelada Me 2 9 10 

Vitivinícola V1 2 12 12 

Domésticos D1 2 1 5 

 D2 1 1 2 

 D3 1 1 2 

 D4 - 1 - 
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Extracción de ADN 

Las muestras fueron descongeladas y posteriormente se extrajo el ADN a partir de 250 mg de 

biomasa húmeda, utilizando el kit Quick DNA fecal/soil Microbe Miniprep Kit de Zymo 

Research, siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y concentración de ADN se 

determinó utilizando el equipo Nanodrop (Thermo Nanodrop 1000 Spectrophotometer) y el 

programa Laptop Running ND1000 Versión 3.8.1. En las muestras utilizadas para qPCR la 

concentración de ADN se determinó utilizando el fluorómetro Qubit (2.0 Fluorometer, 

Invitrogen) el cual proporciona un intervalo de detección lineal de 0,2 a 100 ng y es altamente 

preciso para la detección del ADN bicatenario, incluso en presencia de ARN, esencial para la 

cuantificación precisa de ácidos nucleicos en aplicaciones como qPCR.  

 

Cuantificación del número de copias de organismos del filo Chloroflexota 

mediante qPCR  

La abundancia de microorganismos del filo Chloroflexota se cuantificó mediante qPCR 

utilizando primers específicos para este grupo dirigidos al gen ARNr 16S:  941F 

(AAACCACACGCTCCGCT) (Gich et al., 2001) y 1223R (CCATTGTAGCGTGTGTGTMG) 

(Björnsson et al., 2002). La metodología se basó en el protocolo descrito en el trabajo de 

Bovio-Winkler et al. (2018). Se utilizó el termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science, 

Sídney, Australia) con el kit de PCR SYBR Green (Qiagen, Hilden, Alemania), cada reacción se 

realizó con 15 µl de master mix con 5 µl de muestra de ADN o agua milliQ para las muestras 

blanco. El protocolo detallado se presenta en el Anexo.  

Se utilizó como estándar para la curva de calibración un producto de PCR correspondiente al 

clon 58, obtenido a partir del análisis del gen ARNr 16S por clonación. Este clon proviene de 

una muestra de lodo de un reactor con alta presencia de bacterias del filo Chloroflexota 

(Etchebehere et al., 2002). 

Para la curva de calibración se realizaron diluciones seriadas del producto de PCR del estándar 

de manera de tener diferentes diluciones de 1E+6, 1E+5, 1E+4, 1E+3, 1E+2  copias/ng ADN del 

gen del ARNr 16S para el filo Chloroflexota. La curva de calibración tuvo un R2 entre 0,98872 y 
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0,99822. La eficiencia de la reacción de qPCR estuvo entre 99 % y 107 %. Para el análisis de las 

muestras se utilizó diluciones al décimo del ADN genómico extraído. Todas las reacciones se 

realizaron por duplicado y se utilizó un control negativo sin agregado de ADN. Los resultados se 

presentan como el promedio entre las réplicas junto con la desviación estándar.  

 

Técnica de hibridación in situ fluorescente 

La técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) se llevó a cabo con el objetivo de 

determinar la morfología celular y la distribución espacial de las bacterias del filo Chloroflexota 

en los flóculos. El protocolo seguido fue adaptado de Bovio-Winkler et al. (2018) y se presenta 

en la sección de Anexo con mayor detalle. Brevemente, para la fijación de las células (para 

preservar la estructura celular) se utilizó paraformaldehído al 4 %, este proceso produce enlaces 

cruzados entre proteína-proteína o proteína-ácido nucleico, por lo cual a partir de este punto la 

célula ya no es viable pero es estructuralmente integra para su posterior hibridación.  

En la hibridación se incubaron las muestras con la sonda específica para las bacterias del filo 

Chloroflexota (CFX1223R: CCATTGTAGCGTGTGTGTMG y GNSB941: 

AAACCACACGCTCCGCT) marcadas con Cy3 (Björnsson et al. 2002; Gich et al. 2001) a 46 

°C durante 90 min. Luego se procedió al lavado con buffer de lavado (la composición del buffer 

se presenta en la sección Anexos) más una tinción celular con 4’,6’-diamin-2-fenilindol (DAPI). 

Las muestras se observaron mediante microscopía confocal de barrido láser con el microscopio 

Zeiss modelo LSM 800; (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania), disponible en el IIBCE. Las 

imágenes de los microorganismos se registraron con el programa “ZEN 2.6 system”. Se 

utilizaron los láser 20 Rhodamina (BP 540 nm – 552 nm) y 49 DAPI (BP 335 nm – 383 nm). 

Para el procesamiento de las imágenes se utilizó la versión Fiji Is Just del programa ImageJ 

(Image Processing and Analysis in Java). 

Para poner a punto la técnica se utilizó un cultivo puro de Sphaerobacter thermophilus cepa 

DSMZ (DSM 20745) del filo Chloroflexota como control positivo.  
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Análisis de las comunidades microbianas mediante secuenciación masiva del gen 

ARNr 16S 

A partir del ADN extraído de las muestras, se realizó la secuenciación de productos de PCR del 

gen del ARNr de 16S utilizando la plataforma Illumina MiSeq en Macrogen Inc. (Seoul, Korea) 

con primers universales, dirigidos a la región V3-V4 del gen de ARNr 16S: Bakt_341F: 

CCTACGGGNGGCWGCAG, Bakt_805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC. Se solicitó una 

cobertura de al menos 100.000 secuencias paired-end (300 pb) por muestra. Una vez recibidos 

los resultados de la secuenciación se procedió a realizar el análisis bioinformático utilizando el 

programa “Quantitative Insights Into Microbial Ecology’ pipeline”, QIIME2 v2023.7 (Bolyen et 

al., 2019). Para su procesamiento se realizó la detección y eliminación de secuencias de baja 

calidad, quimeras y generación de Secuencias de Amplificación Variadas (por las siglas en inglés 

de "Amplicon Variant Sequence", ASVs) con plugin DADA2 (Callahan et al., 2016).  

La secuenciación masiva de la región V3-V4 del gen ARNr 16S generó un total de lecturas que, 

tras los procesos de control de calidad, adaptadores, eliminación de quimeras y eliminación de 

secuencias de baja calidad, resultaron en un rango entre 17.185 y 40.416 secuencias por muestra 

(media = 25.311 ± 6.000 lecturas) de alta calidad.  

Para la asignación taxonómica se utilizó la base de datos MiDAS (Dueholm et al., 2024). Esta 

base de datos es específica para sistemas de tratamiento de aguas residuales e incluye secuencias 

completas del gen de ARNr 16S obtenidas de dichos sistemas.  

Para la visualización de los resultados se obtuvieron gráficos de barplots y heatmaps 

representando las abundancias relativas de las comunidades a los diferentes niveles taxonómicos 

y se realizaron análisis multivariados. Para esto se utilizaron los paquetes en RStudio (R versión 

4.2.1): phyloseq, ampvis2, qiime2R, vegan, dplyr, ggplot2, microbiome. 
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Resultados y discusión 

Cuantificación del filo Chloroflexota por qPCR  

Con el objetivo de cuantificar específicamente a los organismos del filo Chloroflexota se utilizó 

la técnica de qPCR con primers específicos para este grupo.  La concentración de ADN 

determinada utilizando el equipo Qubit varió entre 7,19 ng/µL y 516 ng/µL. 

En la figura 10 se observan las curvas del control positivo y de las muestras. Se realizaron curvas 

de Melting para determinar la especificidad de la reacción, se observó un único pico con una Tm 

= 86.5 lo que indica que se obtuvo el amplicón esperado. En el caso de las muestras, estas se 

encontraron dentro de los valores de la curva de calibración de E+06 y E+02 expresado como 

número de copia del gen del ARNr 16S para el filo Chloroflexota por ng de ADN total (copias 

del gen del ARNr 16S para el filo Chloroflexota /ng ADN). 

 

  

Figura 10. Curva de calibración qPCR para bacterias Chloroflexota (A), curva de Melting para las 
muestras de la curva de calibración (B), curvas de amplificación de los estándar y de las muestras (C), 
curva de Melting para las muestras y curvas de calibración (D). 

 
 

Los resultados para cada análisis de qPCR se pueden ver en el Anexo. 

Los resultados de la cuantificación muestran que los microorganismos del  filo Chloroflexota se 

detectaron en todas las muestras analizadas. Los valores variaron entre 2,02E+02 copias/ng ADN 
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y 7,00E+04 copias/ng ADN. Siendo el valor más bajo el reactor de la industria frigorífica (F1-3) 

y el valor más alto para el reactor de la industria de celulosa (Ce2-2a) (tabla en Anexo). 

En el reactor de la industria vitivinícola de la cual se obtuvieron más muestras en el tiempo, se 

observó valores entre 7,14E+02 copias/ng ADN y 8,39E+03 copias/ng ADN (tabla en Anexo). 

Los datos promedio se pueden ver en el siguiente resumen (tabla 19). 

  

Tabla 19. Resumen de los datos obtenidos de la cuantificación de los organismos del filo Chloroflexota 
por qPCR en las muestras tomadas de las diferentes plantas de tratamiento. Se muestra el promedio de 
las muestras analizadas y la desviación estándar entre los valores.  

 
Tipo de 

planta/industria 
Código de la planta 

de tratamiento 
Cantidad de 

muestras 
Número de copias/ng ADN 

     (promedio)                       (std) 

Celulosa Ce1 3 1,10E+04   6,14E+02 

Ce2 4 1,81E+04  8,77E+02 

Frigorífico F1 5 7,25E+03  9,38E+02 

F2 8 1,43E+04 1,19E+03 

Mermelada Me 9 4,49E+03 4,85E+02 

Vitivinícola V1 11 4,38E+03  4,98E+02 

Maltería para 
cerveza 

Ma 
3 2,82E+04 

3,21E+03 

Domésticos D1 1 2,93E+04 3,34E+03 

D2 1 2,96E+04  1,59E+03 

D3 
D4 

1 
1 

1,11E+03 
6,68E+02 

1,87E+02 
6,44E+01 

      

Análisis por industria 

Cuando se analizó la abundancia del filo Chloroflexota de acuerdo al tipo de efluente tratado, los 

resultados muestran que las muestras tomadas de la planta de tratamiento de efluente de las 

industrias de celulosa (Ce2-1a; Ce2-1b; Ce-2a; Ce2-2b) mostraron una gran variabilidad en el 

tiempo, con un valor más alto (Ce2-2a) que el resto siendo de 7,00E+04 copias/ng ADN. 

La abundancia del filo Chloroflexota en las muestras tomadas de los reactores de tratamiento de 

efluentes de las industria frigoríficas (F1 y F2) presentaron valores más homogéneos en 
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comparación con los obtenidos para las PTARs de las industrias de producción de celulosa (Ce1 

y Ce2), aunque también se registró un valor relativamente alto de 2,67E+04 copias/ng ADN.  

La PTAR de la maltería (Ma) presentó valores entre  4,84E+04 y 4,35E+03 copias/ng ADN. 

Mientras que la PTAR de la industria vitivinícola, el cual tiene mayor número de muestras a lo 

largo del tiempo, mostró valores entre 5,51E+01 y 8,39E+03 copias/ng ADN, sin valores 

extremos tan marcados como los datos obtenidos en las PTAR de las industrias de celulosa (Ce2) 

o maltería (Ma) (figura 11). 

 

Figura 11. Cuantificación de bacterias del filo Chloroflexota mediante qPCR por industria y 
planta de tratamiento (separada por color), las muestras que fueron tomadas el mismo día de 
diferentes puntos de la planta de tratamiento de aguas residuales de lodos activados fueron 
promediadas. 
 

Efecto del tipo de agua residual sobre la abundancia de organismos del filo 

Chloroflexota 

Para conocer el efecto de las características del agua residual a tratar sobre la abundancia del filo 

Chloroflexota, se realizó un análisis de los datos obtenidos por qPCR agrupando las muestras en 

según el tipo de efluente a tratar, agrupando las muestras de las PTAR de las industrias de 

celulosa (Ce1 y Ce2), las de los frigoríficos (F1 y F2) y las de aguas residuales domésticas (D1, 

D2, D3, D4) (figura 12).  
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Figura 12. Gráficas de boxplot que muestran los resultados de cuantificación del filo Chloroflexota por 
qPCR agrupando las muestras por tipo de agua residual (en base logarítmica). 

 

La gráfica de boxplot muestra que no existen grandes diferencias en la abundancia de los 

organismos del filo Chloroflexota según el tipo de agua residual a tratar, la mayor dispersión de 

valores se obtuvo para las PTARs de tratamiento de aguas residuales domésticas. Cabe aclarar 

que los valores obtenidos para las PTARs de las industrias de mermeladas, vinería y maltería son 

de una sola PTAR tomadas en diferentes días de muestreo.  
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Análisis de las comunidades microbianas mediante secuenciación masiva del gen 

ARNr 16S 

Comunidad microbiana total 

Se analizó en primer lugar la comunidad total a nivel de filo y clase, para luego analizar en 

profundidad la comunidad dentro del filo Chloroflexota utilizando únicamente las secuencias 

clasificadas dentro de este grupo. 

Los resultados del análisis de la comunidad microbiana caracterizada a nivel de filo mostraron 

que los filos más abundantes en todos los reactores fueron Proteobacteria, Chloroflexota 

Actinobacteriota, Patescibacteria, Planctomycetota (figura 13.a).  

El filo Chloroflexota presentó una abundancia relativa que varió entre  1,8 % y 39,7 %. La PTAR 

de la industria vitivinícola presentó un valor promedio 8,7 % (std= 11,2 %), la de la industria de 

mermelada 17 % (std= 2,7 %), las PTARs de efluentes domésticos 21,5 % (std= 12,8 %), las de 

las industrias de celulosa 22,6 % (std= 6,7%), las PTARs de los frigoríficos 23,5 % (std= 9,1 %) 

y la PTAR de la maltería un valor promedio de 25,5 % (std= 6,7 %). Observándose los valores 

máximos puntuales en las muestras de las PTARs de las industrias, vitivinícola (39,7 %), 

maltería (34,1 %) y celulosa (31,2 %) y los valores más bajos en muestras de las PTAR de 

efluentes domésticos (5,4 %) y vitivinícola (1,8 %). 

Se realizó gráfico de Ridge Plot para el análisis de la distribución de la abundancia relativa y 

analizar relaciones del efecto del tipo de agua residual, analizando las comunidades microbianas 

para los principales filos bacterianos presentes en las PTARs, resaltando en verde el filo 

Chloroflexota (figura 13.b). Las gráficas muestran que las muestras de las PTARs de las 

industrias frigorífica y de tratamiento de efluentes domiciliarios mostraron curvas de densidad 

más achatadas y extendidas, reflejando una mayor variabilidad entre las muestras y menor 

predominancia promedio para el filo Chloroflexota, mientras que las PTARs de la industria de 

mermelada y vinería tuvieron una abundancia relativa del filo Chloroflexota menos variable. 
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a) 
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b) 

 

Figura 13. a) Gráfico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por filo de acuerdo al análisis de las comunidades microbianas mediante 
la secuenciación masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizó un código de color donde la mayor abundancia relativa se muestra en rojo y los de 
menores abundancia relativa en azul.  

b) Gráfico Ridge Plot que muestra la variabilidad de la distribución de la abundancia relativa por filo de las muestras tomadas de las diferentes 
plantas de tratamiento de aguas residuales de acuerdo al análisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciación masiva del gen del 
ARNr de 16S para los ASVs clasificados para el filo Chloroflexota. Las muestras se agruparon por tipo de efluente a tratar. 
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Se realizó un análisis de PCoA (Análisis de Coordenadas Principales, índice de Bray-Curtis) 

utilizando la abundancia relativa de todas las ASVs clasificadas dentro del Dominio Bacteria, el 

resultado de este análisis  mostró un agrupamiento de las muestras por planta de tratamiento y 

por tipo de agua residual tratada, el eje “y” (Axis2) representó el 14,2 % de la variación de los 

datos mientras que el eje “x” (Axis1) representó el 20,7 % de la variación (totalizando 34,9 % de 

la variación) (figura 14.a). Cuando se realizó este análisis con las ASVs clasificadas dentro del 

filo Chloroflexota se obtuvo un resultado similar. En este análisis, el eje “y” (Axis2) representó 

el 13,8 % de la variación de los datos, mientras que el eje “x” (Axis.1) representó el 18,5 % de la 

variación (totalizando 32,3 %) (figura 14.b). 
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a) 
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b) 

 

Figura 14. a) Análisis de Coordenadas Principales de Bray- Curtis (PCoA). Mostrando la distancia relativa de las muestras tomadas de las 
diferentes plantas de tratamiento de aguas residuales de acuerdo al análisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciación masiva del 
gen del ARNr de 16S. 
b) Análisis de Coordenadas Principales de Bray- Curtis (PCoA). Mostrando la distancia relativa de las muestras tomadas de las diferentes plantas 
de tratamiento de aguas residuales de acuerdo al análisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciación masiva del gen del ARNr de 
16S para los ASVs clasificados para el filo Chloroflexota. 
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Las muestras provenientes de la PTAR de la industria vitivinícola muestran un agrupamiento 

relativamente disperso, lo cual sugiere una variabilidad en las comunidades microbianas a lo 

largo del tiempo. Es importante destacar que esta PTAR fue sometida a monitoreo durante un 

período superior a un año, lo que permite inferir cambios temporales en su composición 

microbiológica. 

Por otro lado, las muestras de la PTAR de la industria de mermeladas conforman un grupo 

compacto y claramente separado del resto, indicando una diferencia significativa en las 

comunidades microbianas en comparación con otras plantas de tratamiento analizadas. 

Asimismo, las muestras de las PTARs de las industrias de celulosa, maltería, frigorífico y las de 

tratamiento de aguas residuales domésticas se agruparon en un mismo clúster, aunque se 

distinguen por planta. Este agrupamiento es particularmente cercano en el análisis de las 

comunidades del filo Chloroflexota, lo que sugiere que microorganismos similares constituyen 

estas comunidades en dichas instalaciones. 

Comunidad microbiana dentro del filo Chloroflexota 

Continuando con el análisis a nivel de clase, Anaerolineae fue la clase predominante dentro del 

filo Chloroflexota (figura 15), con una abundancia relativa que varió entre 47,5 % y 99,8 % 

(figura 16). 
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Figura 15. Boxplot de abundancia relativa para el filo Chloroflexota (color verde claro), se observa su presencia en todas las PTARs. 
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Figura 16. Gráfico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por clase dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al análisis de las 
comunidades microbianas mediante la secuenciación masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizó un código de color donde la mayor abundancia 
relativa se muestra en rojo y los de menores abundancia relativa en azul.  
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Cuando el análisis se hizo a nivel de orden, se observó que el orden Caldilineales predominó en la mayoría de las plantas de 

tratamiento (figura 17).  

 

Figura 17. Gráfico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por orden dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al análisis de las 
comunidades microbianas mediante la secuenciación masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizó un código de color donde la mayor abundancia 
relativa se muestra en rojo y los de menores abundancia relativa en azul. 
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A nivel de familia las más predominantes fueron: Caldilineaceae para la mayoría de las plantas y Anaerolineaceae predominó en las 

plantas de tratamiento de aguas residuales de las industrias de Maltería, Mermeladas y de efluentes domésticos; excepto la familia 

Amarolineaceae que predominó en las plantas de tratamiento de agua residuales de la industria frigorífica (F1 y F2) (figura 18). 

 
Figura 18. Gráfico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por familia dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al análisis de las comunidades 
microbianas mediante la secuenciación masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizó un código de color donde la mayor abundancia relativa se muestra en rojo y 
los de menores abundancia relativa en azul. 
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Los géneros predominantes variaron en las diferentes plantas de tratamiento de aguas residuales 

y son específicos de cada planta, por ejemplo, en la PTAR de la industria vitivinícola el género 

predominante fue midas_g_1668 que se mantuvo como el más abundante a lo largo del tiempo, 

mientras que en las otras plantas predominan otros géneros. Si bien hay algunos géneros que se 

comparten en más de una PTAR (figura 19 y 20).  

Agrupando las muestras por tipo de agua residual tratada observamos que algunos géneros se 

comparten entre diferentes PTARs, mientras que otros solo se presentan en PTARs con un tipo de 

agua residual característica. Las PTARs de tratamiento de aguas residuales domésticas y la PTAR 

de la industria de maltería comparten los géneros Leptolinea y Anaerolínea, las PTARs de 

efluentes domésticos y de frigoríficos comparten el género midas_g_859, las PTARs de efluentes 

domésticos, frigorífico, maltería y mermelada comparten el género midas_g_5463 (parte del 

género Ca_Defluviifilum), las PTARs de las industrias de mermelada y vitivinícola comparten el 

género Ca_Defluviifilum (tabla 20). 
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Figura 19. Gráfico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por familia dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al análisis de las comunidades 
microbianas mediante la secuenciación masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizó un código de color donde la mayor abundancia relativa se muestra en rojo y 
los de menores abundancia relativa en azul. 
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Figura 20. Gráfico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por género dentro del filo Chloroflexota, de 
acuerdo al análisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciación masiva del gen del ARNr de 16S. Se 
utilizó un código de color donde la mayor abundancia relativa se muestra en rojo y los de menores abundancia 
relativa en azul. Las muestras se agruparon por tipo de agua residual tratada:  
De arriba a abajo por orden de aparicion: Heatmap por industria a) Celulosa; b) Efluentes domesticos; c) Frigorífico; 
d) Maltería; e) Mermelada; f) Vitivinicola. 
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Tabla 20. Géneros presentes en las PTARs que tratan diferentes aguas residuales, se marcan en color los géneros que 
son compartidos con PTARs de tratamiento de diferentes aguas residuales. 
 

Celulosa Domésticos Frigoríficos Maltería Mermelada Vitivinicola 

midas_g_3043 Ca. Tricholinea midas_g_2527   midas_g_2621 midas_g_1668 
midas_g_10673 Leptolinea  Leptolinea Ca. Defluviifilum Ca. Defluviifilum 
midas_g_10496 midas_g_859 midas_g_859 Anaerolinea Ca. Sarcinithrix midas_g_2138 

 midas_g_882   midas_g_4042 midas_g_1360 
 midas_g_5463 midas_g_5463 midas_g_5463 midas_g_5463  
  Anaerolinea     Ca. Amarobacter   

3 6 3 3 6 4 
 

Se observó también diferencias en las abundancias relativas a nivel de género en las diferentes 

PTARs. En las PTARs de las industrias de celulosa se observó mayor abundancia relativa en los 

géneros midas_g_3043, midas_g_10673, midas_g_10496. En las PTARs de efluentes domésticos 

se observó mayor abundancia relativa en los géneros: Ca. Tricholinea, Leptolinea, midas_g_859, 

midas_g_822, midas_g_5463, Anaerolinea. Mientras que en las PTARs de las industrias de 

frigoríficos se observó mayor abundancia relativa en los géneros: midas_g_859, midas_g_5463, 

midas_g_2527. En la PTAR de Maltería se observó mayor abundancia relativa en los géneros, 

Leptolinea, Anaerolínea, midas_g_5463 y en la PTAR de la industria de mermeladas se observó 

mayor abundancia relativa en los géneros midas_g_5463, Anaerolinea, Ca. Defluviifilum, Ca. 

Sarcinithrix, midas_g_4042, Ca. Amarobacter. En la PTAR de la industria vitivinícola: se 

observó mayor abundancia relativa en los géneros: Ca_Defluviifilum, midas_g_1668, 

midas_g_2138, g_1360. 

De los 18 géneros dentro del filo Chloroflexota con mayor abundancia en las PTARs analizadas 

solamente dos presentan microorganismos aislados (Anaerolinea y Leptilinea), cinco presentan 

genomas ensamblados y se han definido como “Candidatus” y 11 no tienen representantes 

cultivados ni genomas ensamblados, pero sí fueron detectados previamente en PTARs ya que se 

han clasificados según la base de datos de MiDAS, estos géneros se representan como g seguido 

de un número. Por lo tanto, la información sobre estos microorganismos en la bibliografía es 

escasa.  
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Observación de la morfología de las bacterias del filo Chloroflexota mediante FISH 

En respuesta al objetivo específico d), que consiste en verificar la presencia de morfología 

filamentosa y determinar su localización dentro de los flóculos, se llevó a cabo un análisis de las 

muestras provenientes de las PTARs mediante la técnica de FISH, empleando sondas específicas 

para el filo Chloroflexota. Como control positivo, se utilizó un cultivo puro de Sphaerobacter 

thermophilus, el cual mostró hibridación positiva con la sonda, confirmando la correcta 

ejecución del procedimiento de hibridación (figura 21). Además, se analizó una muestra 

previamente estudiada de una PTAR, en la cual se había detectado la presencia de filamentos que 

hibridaban con la sonda, permitiendo verificar que el método funcionó adecuadamente en una 

matriz compleja (figura 21 y 22). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Micrografía tomada del cultivo puro de Sphaerobacter thermophilus (izquierda)  y de una 
muestra compleja con presencia del filo Chloroflexota detectada previamente, obtenida de una PTAR de 
una industria vinculada a la maltería (derecha), microscopía de barrido láser confocal, imágenes 
producidas digitalmente con pseudocolores. La muestra se hibridó simultáneamente con sondas marcadas 
con Cy3 dirigidas al filo Chloroflexota GNSB941 y CFX1223R (verde), y tinción DAPI (azul), (barra, 10 
μm). 
 

Se analizó al menos una muestra por planta de tratamiento, en cinco de las PTARs analizadas se 

pudo detectar microorganismos que hibridaron con las sondas y que presentaron morfología 

filamentosa. Sin embargo, en las muestras de las plantas Ce2, F1, F2, D1 y D2 no se pudo 
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detectar filamentos que hibridaron con las sondas específicas aunque sí se detectó señal positiva 

de la sonda (tabla 21) (figura 23).  

 

Figura 22. Micrografía de muestras tomadas de la planta de tratamiento de aguas residuales utilizada 
como control positivo (+). En las micrografías se observa en verde la señal (+) para bacterias del filo 
Chloroflexota, y en azul la tinción por DAPI. (barra, 10 μm). 
 

Tabla 21. Muestras en las cuales se realizó la técnica de FISH. En total se analizaron 22 muestras. 

Número muestras 
analizadas por FISH 

Código de la 
muestra 

Detección de 
Filamentos 

Detección de 
microorganismos no 

filamentosos 
2 Ce1-1 + - 
2 Ce2-2a - + 
1 F1-2a - + 
1 F1-3 - + 
1 F2-1a - + 
1 F2-1b - + 
1 Ma-2 + + 
1 Me-1a + + 
1 Me-2a - - 
2 D1-2 - + 
1 D2-2 - + 
1 D3-2 + - 
1 V1-3a + - 
1 V1-14 + - 
5 Control +* +** 

* cultivo puro de Sphaerobacter thermophilus 
** muestra compleja con bacteria filamentosa del dilo Chloroflexota 
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Figura 23. Micrografías tomadas de las muestras de las PTARs de Celulosa (a, b, c, d), Mermelada (e, f), 
Vitivinícola (g, h), Frigorífico (i, j, k, l), Maltería (m, n) y efluentes domiciliarios (ñ, o, p, q, r, s)   
mediante microscopía de barrido láser confocal (imágenes producidas digitalmente con pseudocolores). 
Las muestras se hibridaron simultáneamente con sondas marcadas con Cy3 dirigidas al filo Chloroflexota 
GNSB941 y CFX1223R (verde), y tinción DAPI (azul). Imagen compuesta, (barra, 10 μm)  

 

Discusión 

Los resultado obtenidos fueron resumidos en la tabla 22, la cual muestra los tipo de plantas 

analizados, reportes de problema de sedimentación, datos de sedimentabilidad obtenidos, 

estructura del flóculo, morfología filamentosa determinada por FISH con sondas específicas, 

géneros predominantes según los resultados de secuenciación masiva, valores promedios de 

abundancia relativa del filo Chloroflexota y los valores promedios de cuantificación mediante 

qPCR. A partir de los datos obtenidos, se procede a responder las preguntas planteadas para esta 

tesis de investigación. 
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Tabla 22. Resumen de los resultados del trabajo de tesis y los datos recopilados de las PTARs analizadas.  

Tipo de 
planta 

Código 
PTAR 

Reporta 
problemas de 
sedimentación 

Sedimen 
tabilidad 
(mL/L) 

Estructura  
de flóculos 

 (MO) 
FISH 

Filamentos 
FISH - No 
filamentos 

Género de 
Chloroflexota  

A.R. filo 
Chlorofle
xota (%) 

 
Resultado del qPCR 

Número de 
copias/ng ADN  

Promedio         std 

Celulosa 

Ce1 No N.D. flóculos bien 

formados, 

compactos y 

presencia de 

filamentosas 

de distinta 

morfología. 

Si No 

*g_3043; 

*g_10673; 

*g_10496  

20.5 1,10E+04  6,14E+02 

Ce2 No N.D. No Si 24.9 1,81E+04 8,77E+02 

Frigorífico 

F1 Si 950 flóculos 

compactos, 

presencia de 

filamentos 

fuera de los 

flóculos 

No Si g_2527 29.1 7,25E+03 9,38E+02 

F2 Si 400 No Si g_859; g_5463 18 1,43E+04 1,19E+03 

Maltería 

para 

cerveza 

Ma Si 900 
flóculos poco 

compactos 
Si Si 

Leptolinea; 

g_5463; 

Anaerolinea 

25.5 2,82E+04 3,21E+03 

Mermelada Me Si 675 

flóculos poco 
compactos 

con 
abundancia 

de filamentos 

Si Si 

g_5463; 

Ca_Defluviifilum 

Ca_Sarcinithrix; 

g_4042 

17 4,49E+03 4,85E+02 
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Tipo de 
planta 

Código 
PTAR 

Reporta 
problemas de 
sedimentación 

Sedimen 
tabilidad 
(mL/L) 

Estructura  
de flóculos 

 (MO) 
FISH 

Filamentos 
FISH - No 
filamentos 

Género de 
Chloroflexota  

A.R. filo 
Chlorofle
xota (%) 

 
Resultado del qPCR 

Número de 
copias/ng ADN  

Promedio         std 

Vitivinícola V1 Si 1000 

flóculos 

abiertos, 

muchos 

filamentos 

Si No 
g_1668; 

g_2138; g_1360 
8.7 4,38E+03 4,98E+02 

PTAR de 

efluentes 

domésticos 

D1 Si 900 

flóculos 

abiertos y 

poco 

compactos 

No Si 

*Ca_Tricholinea 

*Leptolinea; 

*Anaerolinea 

19.7 2,93E+04 3,34E+03 

D2 Si 950 

flóculos 

abiertos y 

poco 

compactos 

No Si 36.7 2,96E+04  1,59E+03 

D3 Si 525 
flóculos poco 

compactos 
Si No 

Ca_Tricholinea; 

Leptolinea; 

g_859;  

g_5463; 

Anaerolinea 

9 1,11E+03 1,87E+02 

D4 No N.D. N.D. N.D N.D N.D N.D 6,68E+02 6,44E+01 

*(ambas plantas comparten los mismos géneros), A.R. abundancia relativa del filo Chloroflexota en la comunidad total, N.D. no determinado. 
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¿Cuál es la abundancia de bacterias del filo Chloroflexota en sistemas de 

tratamiento de aguas residuales de nuestro país? 

La cuantificación mediante qPCR utilizando cebadores específicos para el gen del ARNr 16S 

para el filo Chloroflexota, reveló su presencia en todas las plantas de tratamiento de aguas 

residuales evaluadas, confirmando su distribución en estos sistemas. Los valores de abundancia 

variaron entre 2,02E+02 y 7,00E+04 número de copias del gen ARNr 16S por ng de ADN total, 

siendo los niveles más bajos detectados en una muestra de una planta frigorífica (F1-3) y los más 

altos en una muestra de una planta de tratamiento de efluentes de celulosa (Ce2-2a). 

Estas cifras se encuentran dentro de los rangos reportados por otros estudios que han identificado 

consistentemente al filo Chloroflexota como uno de los grupos bacterianos predominantes en 

sistemas de lodos activados (Yoon et al., 2010; Nittami et al., 2017).  

En el trabajo de Nittami et al., 2019 analizaron 11 plantas de tratamiento de aguas residuales de 

lodos activados municipales y mediante qPCR dirigido específicamente al gen del ARNr de 16S 

del género Kuleothrix (género clasificado dentro del filo Chloroflexota), las muestras presentaron 

valores entre E+04 y E+05 copias/ng ADN si bien en este trabajo se utilizó primers diferentes a 

los utilizados en esta tesis se podría considerar que están dentro de los valores detectados.  

Por otro lado, en el trabajo de Bovio-Winkler et al., 2018, se utilizó la misma metodología 

utilizada en esta tesis para analizar muestras de reactores metanogénicos del tipo UASB con 

biomasa granular, en este trabajo se reportó valores entre E+07 y E+10 copias del gen del ARNr 

de 16S de Chloroflexota por ng de DNA, cinco órdenes superiores que los reportados en las 

plantas de lodos activados analizadas en esta tesis. Estos resultados indican que los organismos 

del filo Chloroflexota tienen una mayor abundancia en reactores metanogénicos granulares que 

en reactores de lodos activados.  

El análisis por industria mostró que las PTAR con mayor abundancia relativa de bacterias del filo 

Chloroflexota corresponden a sistemas que tratan efluentes con alta complejidad en su 

composición química, como las industrias de celulosa, maltería y doméstica. Este hallazgo es 
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coherente con observaciones previas, que destacan la capacidad del filo para adaptarse a 

ambientes con matrices químicas complejas (Yamada & Sekiguchi, 2009). 

En particular, los reactores de maltería y de tratamiento de efluente doméstico (Ma, D1 y D2) 

presentaron valores superiores a 2,8E+04 copias/ng de ADN total, lo que indica una selección 

del filo Chloroflexota en estas condiciones. 

¿Su abundancia depende del tipo de agua residual tratada? 

Los resultados obtenidos mediante qPCR evidencian una asociación entre la composición del 

agua residual tratada por tipo de industria y la abundancia de bacterias del filo Chloroflexota. Las 

plantas de tratamiento que procesan efluentes con alta complejidad y variabilidad química como 

los provenientes de la industria de celulosa, los frigoríficos, la maltería y los efluentes 

domésticos presentaron mayores valores de número de copias del gen del ARNr 16S por ng de 

ADN total. Esto sugiere que la disponibilidad de diversos sustratos orgánicos, incluyendo 

lignina, proteínas, lípidos, hemicelulosa y compuestos fenólicos, favorece la proliferación de este 

grupo microbiano. 

Desde un enfoque funcional, la elevada abundancia de bacterias del filo  Chloroflexota en 

sistemas alimentados con efluentes complejos podría relacionarse con su rol clave en la etapa de 

hidrólisis de la materia orgánica, en particular en ambientes ricos en celulosa o proteínas 

(Petriglieri et al., 2023). Estos resultados refuerzan la hipótesis de que el tipo de sustrato 

disponible actúa como un factor determinante en la estructura y dinámica de las comunidades 

microbianas en sistemas de tratamiento de aguas residuales (Yang et al., 2020). 

¿Cuál es la diversidad del filo Chloroflexota en las plantas de tratamientos de 

aguas residuales que están operando en el país? 

El análisis de diversidad microbiana mediante secuenciación masiva del gen del ARNr 16S 

permitió caracterizar en profundidad la composición del filo Chloroflexota en las plantas de 

tratamiento estudiadas. A nivel de clase, Anaerolineae fue consistentemente la más abundante, 

con una abundancia relativa que osciló entre 47,5 % y 99,8 % (dentro del filo Chloroflexota) en 
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las distintas muestras, seguida por miembros de las clases Chloroflexia, Dehalococcoidia, 

OLB14 y KDA-96, aunque estas últimas en proporciones mucho menores. 

Este predominio de la clase Anaerolineae es coherente con estudios previos que vinculan esta 

clase fuertemente a sistemas de tratamiento de aguas residuales, tanto aeróbicos como 

anaeróbicos (Yamada et al., 2007; Narihiro et al., 2015). Su abundancia sugiere una alta 

adaptabilidad ecológica, respaldada por su potencial para degradar polímeros complejos, como 

celulosa y proteínas, y por su capacidad para participar en asociaciones simbióticas con otros 

microorganismos (Petriglieri et al., 2023). En particular, se ha reportado que miembros de este 

grupo poseen genes para la utilización de oxígeno como aceptor terminal de electrones, lo que 

explicaría su presencia en sistemas aeróbicos a pesar de que muchos de los microorganismos 

aislados dentro de esta clase se reportan como anaerobios estrictos (Bovio-Winkler et al., 2023). 

A niveles taxonómicos inferiores, se observó una marcada diversidad en las familias y géneros 

predominantes que variaron según el tipo de industria y la planta de tratamiento estudiada. Por 

ejemplo, Caldilineaceae fue dominante en las PTARs de las industrias de celulosa, mermelada y 

vitivinícola, mientras que Anaerolineaceae predominó en plantas de tratamiento de aguas 

residuales domésticas y de la industria cervecera.  

A nivel de género, se identificaron diferencias significativas entre los sistemas, destacándose 

géneros como Ca_Defluviifilum, Anaerolinea, Leptolinea, y los géneros identificados según 

MiDAS como midas_g_5463, midas_g_859 y midas_g_1668. La gran mayoría de los géneros 

detectados no tienen representantes cultivados, lo que refleja el alto grado de desconocimiento 

sobre este grupo de microorganismos en estos sistemas.  

No está muy claro aún por qué estos microorganismos son difíciles de obtener en cultivo puro. 

Una posible explicación es que se caracterizan por su lenta tasa de crecimiento. Todos los 

aislamientos de la clase Anaerolineae que se han obtenido fueron obtenidos a partir de muestras 

provenientes de reactores anaerobios y presentan tasas de duplicación que van de cinco horas a 

los 19 días. Considerando además, que tienen un metabolismo fermentador de compuestos 

orgánicos complejos y simples, existe una gran competencia con fermentadores de rápido 

crecimiento por estos sustratos (Sekiguchi et al. 2001). Esto dificulta el enriquecimiento de estos 

organismos y por lo tanto su posterior aislamiento. 

82 



 

En ambientes como los sedimentos marinos, se ha planteado que el crecimiento lento observado 

en ciertas especies de la clase Anaerolineae, como Aggregatilinea lenta, podría ser una respuesta 

adaptativa a las condiciones de baja disponibilidad de energía y nutrientes características de su 

entorno natural (Nakahara et al., 2019). No obstante, en comunidades microbianas complejas, las 

tasas de crecimiento pueden diferir considerablemente de aquellas obtenidas en condiciones de 

laboratorio para cepas aisladas. Estas diferencias podrían explicarse por interacciones 

cooperativas o sintróficas con otros microorganismos, o bien por las limitaciones que implica la 

elección del medio de cultivo adecuado (Campanaro et al., 2020). 

En este contexto, han surgido herramientas novedosas como iRep, diseñadas para estimar los 

tiempos de duplicación bacteriana a partir de genomas reconstruidos. Esta metodología cobra 

especial relevancia considerando el crecimiento exponencial de los estudios metagenómicos y la 

generación de genomas ensamblados. Investigaciones recientes basadas en iRep sugieren que las 

tasas de duplicación están relacionadas con las funciones metabólicas codificadas en los 

genomas. Por ejemplo, se ha observado que los microorganismos involucrados en la degradación 

de polisacáridos tienden a presentar valores bajos de iRep (indicando un crecimiento más 

rápido), mientras que aquellos implicados en procesos como la degradación de celulosa o la 

fijación de carbono muestran valores más altos (lo que refleja un crecimiento más lento) 

(Campanaro et al., 2020). La disponibilidad de estimaciones de iRep para numerosas especies, 

junto con su vinculación a funciones ecológicas específicas, ofrece una vía prometedora para 

comprender la dinámica de crecimiento microbiano en procesos como la digestión aeróbica. Esta 

aproximación permite además superar la limitación de depender exclusivamente de organismos 

cultivables. 

Una hipótesis adicional sostiene que ciertos microorganismos podrían requerir, para su 

crecimiento en cultivo, compuestos producidos por otros integrantes de la comunidad, o incluso 

depender directamente de su presencia. En este sentido, se ha propuesto la existencia de 

interacciones sinérgicas entre miembros del filo Chloroflexota y arqueas metanogénicas, lo que 

ha sido documentado en diversos estudios (Wiegant & de Man, 1986). 

Debido a esta dificultad en obtener aislamientos en cultivo puro, es difícil obtener información 

sobre la fisiología de estos microorganismos. En la tabla 23 se presenta la información 

encontrada para cada género, esta información proviene de los trabajos de descripción de los dos 

83 



 

géneros que presentan aislamientos (Anaerolinea y Leptolinea), y de los trabajos que presentan 

datos de los genomas obtenidos a partir de metagenomas, estos datos fueron incluídos en la base 

de datos de MiDAS 5. La información recabada muestra que estos microorganismos presentan 

morfología filamentosa, y son fermentadores de carbohidratos, aminoácidos y muchos de ellos 

almacenan glucógeno. Esta información sugiere que el rol de estos microorganismos es la 

degradación de materia orgánica disponible en las aguas residuales tratadas en estas plantas.  
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Tabla 23. Información sobre los géneros predominantes en las PTARs analizadas de acuerdo a la bibliografía.  

Género 
Morfología  

(Largo × ancho 
(µm)) 

sonda 
FISH 

Potencial metabólico 

Referencia 
Tipo PTAR 
donde se 

detectaron Fisiología Fuente de 
carbono 

Aceptador 
de 

electrones 

Polímero de 
almacenamiento 

intracelular* 

g_3043 NA NA NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022) Celulosa 

g_10673 NA  NA  NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022) Celulosa 

g_10496 NA  NA  NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022) Celulosa 

Ca_Tricholinea (antes 
g_9648) 

Filamentosa          
(10-60 x 0,5-0,9) µm 

CFX166 
CFXmix 

EUBmix2 
NA NA NA Glucógeno (Petriglieri 

et al., 2023) Domésticos 

Leptolinea Filamentosa NA 
Heterótrofo 
Anaerobio 
facultativo 

Carbohidratos 
aminoácidos NA Glucógeno (Yamada et 

al., 2006) 
DomésticosMa

ltería 

g_859 NA NA NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022) 

Domésticos
Frigorífico 

g_882 NA NA NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022)  Domésticos 

g_5463  
(parte del genero 
Ca_Defluviifilum) 

Filamentosa 
(20-250x0,8-1,3) µm 

CFX1243
CFXmix, 
EUBmix 

NA NA NA Glucógeno (Petriglieri 
et al., 2023) 

Domésticos 
Frigorífico 
Maltería 

Mermelada 

g_2527     NA NA NA NA  (Dueholm 
et al., 2022)  Frigoríficos 

Anaerolinea Filamentosa CFX64 Heterótrofo 
Anaerobio 

Carbohidratos 
aminoácidos NA  NA  

(Nierychlo 
et al., 2019; 
Sekiguchi 

et al. 2003) 

Maltería 
Domésticos 
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Género 
Morfología  

(Largo × ancho 
(µm)) 

sonda 
FISH 

Potencial metabólico 

Referencia 
Tipo PTAR 
donde se 

detectaron Fisiología Fuente de 
carbono 

Aceptador 
de 

electrones 

Polímero de 
almacenamiento 

intracelular* 

Ca_Sarcinithrix (antes 
g_425)  

(Bacterias filamentosas 
muy extendidas en PTAR 

de lodos activados, 
asociada a problemas 

bulking) 

Filamentos 
individuales Células 

Gram negativas 
tienen una forma 

cuadrada distintiva 

CFX499 
CFX1151 
CFXmix 
EUBmix 

Heterótrofo* 
anaerobio 
facultativo* 

Carbohidrato*   O2
-*; NO3 * Glucógeno 

(Speirs et 
al., 2011; 

Nierychlo et 
al., 2019) 

Mermelada 

g_4042 NA   NA NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022)  Mermelada 

Ca_Amarobacter          
(antes g_731) 

Forma de bastón      
(1-2 x 0,3-0,5) µm 

CFX193 
CFXmix 

EUBmix2 

Heterótrofo 
Aerobico 

Carbohidratos 
aminoácidos 

proteínas 

- 
O2; NO3 

Glucógeno (Petriglieri 
et al., 2023)  Mermelada 

g_1668                  
(antes Ca. Catenibacter) 

 Filamentosa         
(40 y 160 ×  
1-1,5) µm 

CFX86a 
CFXmix 

EUBmix3 
NA NA NA NA (Speirs et 

al., 2019) Vitivinicola 

g_2138     NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022)   Vitivinicola 

g_1360     NA NA NA NA (Dueholm 
et al., 2022)   Vitivinicola 

La anotación metabólica se determinó mediante anotación metabólica (sin asterisco) o se validó experimentalmente (*); NA = no applicable; = 
negativo. (Extradio de Petriglieri et al., 2023) 

 

​ ​  

 

Leptolinea​ ​ ​ Anaerolinea​ ​ ​ Ca_Sarcinithrix​ ​ Fuente: MiDAS 5 
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La elevada diversidad filogenética observada en el filo Chloroflexota no solo refleja su 

capacidad de adaptación a matrices químicas variadas, sino también su potencial funcional en la 

red trófica microbiana del lodo activado. Estos hallazgos subrayan la importancia de este filo 

como un componente estructural y funcionalmente relevante de las comunidades microbianas en 

los sistemas de tratamiento de aguas residuales. 

¿Difieren según el tipo de agua residual que tratan los sistemas? 

Los análisis multivariados realizados sobre las secuencias asignadas al filo Chloroflexota 

permitieron observar diferencias en la composición de su comunidad entre los distintos tipos de 

agua residual tratada. El análisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en la distancia de 

Bray-Curtis mostró un patrón de agrupamiento consistente con el tipo de industria y la 

composición del agua residual, tanto a nivel de comunidad microbiana total como 

específicamente para el filo Chloroflexota. Esto sugiere que la estructura de esta comunidad 

microbiana está influenciada de manera importante por las características del efluente tratado. 

En particular, se evidenció una clara diferenciación de la comunidad asociada al reactor de la 

industria vitivinícola, la cual mostró una estructura distinta al resto, probablemente como 

resultado de su producción estacional, las altas cargas orgánicas asociadas a compuestos como 

taninos, etanol y ácidos orgánicos, y el diseño particular de la planta (sistema de aireación de 

Venturini). De igual forma, las muestras de las plantas que tratan efluentes domésticos, de 

frigoríficos, de celulosa y de la maltería tendieron a agruparse, reflejando la similitud química de 

sus efluentes ricos en polímeros de compleja degradación como proteínas, lípidos, celulosa, 

lignina, etc., lo que podría seleccionar una estructura de comunidad microbiana similar. 

Las plantas de tratamiento de las industrias de celulosa y de efluentes domésticos, por ejemplo, 

mostraron mayor dispersión en la composición de sus comunidades, lo cual podría deberse a 

variaciones estacionales en la carga de entrada o a inestabilidades operativas. Por el contrario, los 

sistemas de tratamiento de las industrias de mermelada y vitivinícola presentaron una menor 

variabilidad, probablemente asociada a regímenes de operación más predecibles o a un diseño 

del sistema que amortigua las fluctuaciones en la composición del efluente. 
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Estos hallazgos coinciden con otros estudios que describen cómo el tipo de sustrato, la 

complejidad del agua residual y el diseño del reactor influyen en la conformación de la 

microbiota asociada al tratamiento (Yang et al., 2020; Petriglieri et al., 2023). En consecuencia, 

la comunidad del filo Chloroflexota no solo responde al ambiente físico-químico del reactor, sino 

que se estructura o conforma según las características del agua residual tratada. 

¿Tienen morfología filamentosa? 

La técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) permitió confirmar que en cinco de los diez 

sistemas analizados se detectó organismos del filo Chloroflexota con morfología filamentosa, 

característica ampliamente reportada en la literatura para este grupo (Yamada et al., 2005; 

Petriglieri et al., 2023). La hibridación positiva con sondas específicas (GNSB941 y CFX1223) y 

la observación por microscopía confocal revelaron una distribución de estos filamentos tanto en 

el interior como en la periferia de los flóculos, formando redes interconectadas que sugieren un 

rol de andamiaje dentro de la biomasa. 

Este patrón espacial apoya la hipótesis de que los organismos del filo Chloroflexota, 

especialmente de la clase Anaerolineae, participa activamente en la formación y estabilización de 

flóculos y, posiblemente, en etapas iniciales de agregación microbiana (Sekiguchi et al., 1999; 

Nielsen et al., 2009). Este comportamiento ha sido asociado con la llamada “teoría del 

espagueti”, que propone que bacterias filamentosas actúan como un red de andamiaje para la 

formación de flóculos y gránulos (Wiegant & de Man, 1986). 

La morfología filamentosa observada también está alineada con su rol como bacterias 

hidrolíticas, al facilitar el acceso a polímeros orgánicos en la interfase sólido-líquido del flóculo. 

Esta localización estratégica sugiere que su estructura alargada favorece la interacción con 

sustratos complejos, como celulosa, pectinas o proteínas, lo que podría explicar su proliferación 

en matrices químicas ricas en polímeros (Yamada et al., 2007). 

Además, la distribución de las bacterias del filo Chloroflexota observada en este estudio coincide 

con la reportada en estudios previos sobre sistemas de lodos activados aeróbicos y sistemas 

anaeróbicos, donde se destaca su capacidad para formar parte de comunidades filamentosas 

complejas, y su contribución a la retención de biomasa en el reactor (Zhang et al., 2019). Su 
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presencia en diversas plantas de tratamiento de aguas residuales industriales sugiere que este 

rasgo morfológico no es circunstancial, sino una característica funcional clave en el ecosistema 

microbiano de los sistemas de tratamiento de aguas residuales. 

En las muestras de cinco PTARs (Ce2, F1, F2, D1 y D2), no fue posible verificar la presencia de 

microorganismos filamentosos con las sondas empleadas. Sin embargo, sí se detectó señal 

positiva con las sondas en estas muestras. Este resultado podría explicarse por posibles 

limitaciones metodológicas que impidieron la visualización de la morfología filamentosa, como 

la presencia de exopolímeros u otros compuestos que puedan interferir con la detección, o bien 

porque los filamentos se encontraran dentro de los flóculos, impidiendo su observación. Otra 

hipótesis es que los microorganismos del filo Chloroflexota presentes en dichas muestras no sean 

blanco de las sondas utilizadas. Esta última posibilidad es plausible en el caso de las muestras F1 

y F2 (de frigorífico), ya que en estas predominan microorganismos de géneros no identificados y 

diferentes a los que se detectaron en las muestras en las que sí se observaron filamentos. Sin 

embargo, en la muestra Ce2 predominan microorganismos similares a los de Ce1, y en las 

muestras D1 y D2 predominan los mismos microorganismos que en D3; en ambas, tanto en Ce1 

como en D3, se detectaron filamentos que hibridaron con las sondas (tabla 21). Se requieren 

estudios adicionales para comprender mejor estos resultados y descartar posibles limitaciones 

metodológicas. 

¿Existe una relación entre la abundancia de estos microorganismos y la 

sedimentabilidad del lodo? 

La comparación entre los resultados de abundancia de bacterias del filo Chloroflexota, los 

resultados de la sedimentabilidad de los lodos y las observaciones microscópicas permitió 

evaluar su posible implicancia en la sedimentabilidad de la biomasa. Se encontró que todos los 

sistemas evaluados presentaron hibridación positiva con sondas específicas para el filo 

Chloroflexota y que estas bacterias en varias muestras presentaban morfología filamentosa. No 

obstante, no en todos los casos se observaron problemas operacionales de bulking o deficiente 

sedimentación, lo cual indica que su presencia por sí sola no es un factor determinante. 
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Se observó que en plantas con alta abundancia de bacterias del filo Chloroflexota y 

simultáneamente valores elevados de sedimentabilidad (por encima de 900 mL/L), como las 

industrias de maltería, vitivinícola, frigorífico y algunas de las PTARs de tratamiento de efluente 

doméstico, se reportaron problemas de sedimentación, flóculos abiertos o poco compactos, y 

presencia de filamentos sobresaliendo del flóculo. Este patrón sugiere que, a partir de ciertos 

umbrales de abundancia, estos microorganismos podrían contribuir al deterioro de la calidad del 

lodo, actuando como desencadenantes de episodios de bulking filamentoso (Yoon et al., 2010; 

Nittami et al., 2017). 

Sin embargo, también se identificaron plantas como las de celulosa (Ce1 y Ce2) o la frigorífica 

F2, con valores altos del filo Chloroflexota, pero sin problemas graves de sedimentabilidad 

reportados, lo que sugiere que el efecto de estos microorganismos está mediado por otros 

factores, como el diseño del reactor, la proporción de otros grupos filamentosos y el régimen de 

operación. De hecho, estudios recientes advierten que tanto la subabundancia como la 

sobreabundancia de bacterias filamentosas pueden comprometer la estabilidad del flóculo, siendo 

necesaria una proporción equilibrada para mantener la estructura del lodo y su adecuada 

sedimentación (Petriglieri et al., 2023). 

Resultados similares se reportaron por Nittami et al., 2019, en el que no se encontró una 

correlación positiva entre la sedimentabilidad del lodo y la abundancia de Kuleothrix. 

En conjunto, estos resultados indican que la presencia del filo Chloroflexota, en particular 

miembros de la clase Anaerolineae, puede estar asociada a la conformación estructural de los 

flóculos y al desempeño sedimentario, pero que su efecto depende del contexto ecológico y 

operativo de cada planta. La ausencia de problemas complejos de bulking en algunas de las 

plantas muestreadas, pese a la alta presencia de bacterias filamentosas, refuerza la necesidad de 

definir umbrales funcionales de abundancia y estudiar en profundidad la interacción con otros 

grupos microbianos presentes en los sistemas. 
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Implicancias ecológicas y funcionales 

La presencia extendida y diversa del filo Chloroflexota en todas las plantas de tratamiento de 

aguas residuales analizadas subraya su importancia ecológica en sistemas de lodos activados. En 

particular, la dominancia de la clase Anaerolineae, observada de forma consistente a lo largo del 

tiempo, indica una adaptación funcional estable a condiciones operacionales aeróbicas, a pesar 

de que sus representantes cultivados son anaerobios. Esta aparente plasticidad ecológica podría 

explicarse mediante relaciones sintróficas o adaptaciones fisiológicas que les permiten participar 

activamente en la degradación de compuestos orgánicos incluso bajo condiciones oxidativas 

moderadas. 

Desde el punto de vista funcional, los miembros del filo Chloroflexota participan en la hidrólisis 

y fermentación de materia orgánica compleja, como polisacáridos y restos celulares, lo que los 

posiciona como actores clave en la fase inicial del procesamiento biológico de los efluentes. Su 

morfología filamentosa, confirmada en este trabajo mediante FISH, permite su integración 

estructural dentro de los flóculos, donde contribuyen a la estabilidad mecánica de la biomasa. Sin 

embargo, su sobreabundancia también se ha vinculado a fenómenos de bulking, lo que resalta la 

necesidad de un equilibrio dinámico en la comunidad microbiana. 
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Conclusiones y perspectivas 

Este estudio constituye uno de los primeros esfuerzos sistemáticos a nivel nacional para 

caracterizar la diversidad, morfología y abundancia del filo Chloroflexota en sistemas de 

tratamiento de aguas residuales de lodos activados bajo condiciones operacionales reales en 

Uruguay. La evidencia obtenida demuestra que este filo bacteriano está no sólo ampliamente 

distribuido en los sistemas estudiados, sino que también cumple un rol estructural y funcional 

fundamental en la eficiencia de los procesos de lodos activados. 

La observación de una diversidad de géneros no cultivados resalta la necesidad de profundizar en 

su fisiología y dinámica poblacional. En particular, la clase Anaerolineae se perfila como un 

componente estratégico en la estabilidad del sistema y en la respuesta ante perturbaciones 

externas, como variaciones en carga orgánica o temperatura. 

Como perspectiva futura, se recomienda fortalecer los estudios de cultivos dirigidos y cultivos 

enriquecidos para el aislamiento de representantes del filo Chloroflexota, así como emplear 

herramientas de metagenómica y transcriptómica para comprender en profundidad su potencial 

metabólico y adaptaciones funcionales. Adicionalmente, es clave profundizar en el modelado de 

redes microbianas a fin de comprender mejor las interacciones entre el filo Chloroflexota y otros 

taxones relevantes para el tratamiento de aguas residuales y los tratamiento biológico, con el 

objetivo de desarrollar estrategias de manejo más robustas, eficientes y sostenibles. 
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ANEXO 
Resultados de qPCR y Secuenciación masiva. Número de copias del gen del ARNr 16S para el filo 
Chloroflexota por ng de ADN total. Nomenclatura: Tipo de industria abreviada; número de 
planta;-número de muestreo; letra (indica si se tomó  muestras más de una vez el mismo día en diferentes 
lugares de la planta de tratamiento de aguas residuales. Ejemplo: Ce1-2b (Celulosa1-muestra 2 y segundo 
punto (b)) 
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  Sec. 
Masiva 

qPCR SD  

Fecha Cód. 
mtra 

(SI/NO) (N° de copias/ng de ADN) Tipo de 
industria 

30/5/2023 Ce1-1 SI 9,16E+03 3,88E+02 Celulosa 

11/8/2023 Ce1-2a SI 1,64E+04 8,56E+02 Celulosa 

11/8/2023 Ce1-2b SI 7,51E+03 5,97E+02 Celulosa 

31/5/2023 Ce2-1a SI 1,64E+03 5,46E+00 Celulosa 

31/5/2023 Ce2-1b SI 6,87E+02 2,15E+02 Celulosa 

11/8/2023 Ce2-2a SI 7,00E+04 3,28E+03 Celulosa 

11/8/2023 Ce2-2b SI 2,19E+02 1,12E+01 Celulosa 

27/7/2023 Ma-1 SI x x Maltería 

26/8/2023 Ma-2 SI 4,84E+04 8,69E+03 Maltería 

14/11/2023 Ma-3 SI 3,18E+04 8,92E+02 Maltería 

29/11/2023 Ma-4 SI 4,35E+03 6,05E+01 Maltería 

13/11/2023 Me-1a SI 9,12E+03 1,05E+03 Mermelada 

13/11/2023 Me-1b SI x x Mermelada 

17/4/2024 Me-2a SI 6,09E+03 2,63E+02 Mermelada 

17/4/2024 Me-2b SI 8,97E+03 1,67E+03 Mermelada 

15/5/2024 Me-3a SI 4,36E+03 6,92E+02 Mermelada 

15/5/2024 Me-3b SI 2,58E+03 0,00E+00 Mermelada 

17/6/2024 Me-4a SI 5,84E+03 3,07E+02 Mermelada 

17/6/2024 Me-4b SI 8,48E+02 1,64E+02 Mermelada 

25/7/2024 Me-5a SI 4,47E+02 2,20E+01 Mermelada 

25/7/2024 Me-5b SI 2,14E+03 1,93E+02 Mermelada 

19/8/2022 V1-1 SI x x Vitivínicola 

23/3/2023 V1-2 SI x x Vitivínicola 

11/5/2023 V1-3a SI 4,71E+03 3,19E+02 Vitivínicola 

11/5/2023 V1-3b SI 8,39E+03 3,57E+02 Vitivínicola 

30/5/2023 V1-4 SI 1,69E+03 1,91E+02 Vitivínicola 

  Sec. 
Masiva 

qPCR SD  
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Fecha Cód. 
mtra 

(SI/NO) (N° de copias/ng de ADN) Tipo de 
industria 

6/6/2023 V1-6 SI 6,33E+03 7,91E+02 Vitivínicola 

13/6/2023 V1-7 SI 3,87E+03 2,30E+02 Vitivínicola 

15/6/2023 V1-8 SI 4,70E+03 3,03E+02 Vitivínicola 

19/6/2023 V1-9 SI 6,24E+03 7,13E+02 Vitivínicola 

22/6/2023 V1-10 SI 4,64E+03 8,36E+01 Vitivínicola 

26/6/2023 V1-11 SI 5,30E+03 2,25E+03 Vitivínicola 

31/7/2023 V1-12 SI 5,51E-01 7,79E-02 Vitivínicola 

1/8/2023 V1-13 SI x x Vitivínicola 

8/8/2023 V1-14 SI 1,60E+03 1,44E+02 Vitivínicola 

6/3/2023 F1-1a SI x x Frigorifico 

6/3/2023 F1-1b SI x x Frigorifico 

6/3/2023 F1-1c SI x x Frigorifico 

30/6/2023 F1-2a SI 1,46E+03 3,80E+02 Frigorifico 

30/6/2023 F1-2b SI 2,47E+03 4,25E+02 Frigorifico 

30/6/2023 F1-2c SI 5,62E+03 4,51E+02 Frigorifico 

25/10/2023 F1-3 SI 2,02E+02 1,37E+01 Frigorifico 

18/12/2023 F1-4 SI 2,65E+04 3,42E+03 Frigorifico 

25/10/2023 F2-1a SI 2,67E+04 2,91E+03 Frigorifico 

25/10/2023 F2-1b SI 6,73E+03 6,98E+01 Frigorifico 

18/12/2023 F2-2a SI 1,12E+04 3,34E+03 Frigorifico 

18/12/2023 F2-2b SI 1,74E+04 6,05E+01 Frigorifico 

8/2/2024 F2-3a SI 1,40E+04 1,39E+03 Frigorifico 

8/2/2024 F2-3b SI 1,50E+04 1,65E+03 Frigorifico 

25/7/2024 F2-4a SI 6,05E+03 1,15E+02 Frigorifico 

25/7/2024 F2-4b SI 1,74E+04 0,00E+00 Frigorifico 

2/12/2022 D1-1a SI x x Domésticos 

2/12/2022 D1-1b SI x x Domésticos 

2/12/2022 D1-1c SI x x Domésticos 

2/12/2022 D1-1d SI x x Domésticos 

11/7/2023 D1-2 SI 2,93E+04 3,34E+03 Domésticos 

2/12/2022 D2-1 SI x x Domésticos 

11/7/2023 D2-2 SI 2,96E+04 1,59E+03 Domésticos 

2/12/2022 D3-1 SI x x Domésticos 

11/7/2023 D3-2 SI 1,11E+03 1,87E+02 Domésticos 

25/7/2024 D4-1 SI 6,68E+02 6,44E+01 Domésticos 



 

Técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) 

1-Fijación 

1.​ Centrifugar 1 volumen (300 µL) de la muestra a 5000 g, 10 min. Lavar el pellet con 1X 

PBS, centrifugar nuevamente y resuspender el pellet en 1X PBS (300 µL). 

2. Adicionar 3 volúmenes (900 µL) de solución fría de PFA 4%. 

3. Incubar por 2 a 18 hs a 4 °C (no más de 18 hs). 

4. Centrifugar a 5000 g, 10 min. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con solución 1X 

de PBS. Centrifugar nuevamente a 5000 g, 10 min y resuspender en solución 1X de PBS 

(300 µL). 

5. Agregar 1 volumen de Etanol (300 µL) y mezclar. 

6. Almacenar a -20°C. Las muestras congeladas pueden almacenarse a -20°C por meses. 

2-Secado 

Colocar 10 µl de muestra en un portaobjeto, dejando secar al aire o estufa entre 46°C a 55°C. 

Luego que la muestra esté bien seca sobre el portaobjeto se pasa a la etapa de deshidratación: 

Con 1 mL de etanol 50% (25 mL de etanol y 25 mL de H2O destilada) escurrir tocando la 

muestra indirectamente, dejar secar bien, repetir con alcohol 80% (40 mL de etanol y 10 mL de 

H2O destilada) y 96% (48 mL de etanol y 2 mL de H2O destilada). Siempre dejando secar bien 

entre alcohol y alcohol. 

Los portaobjetos deshidratados se pueden almacenar varias semanas en un lugar seco y sin 

polvo. 

3- Hibridación 

Para la hibridación, se colocan 10 µL de buffer de hibridación. 

Lo cual para preparar 2 mL de buffer por cada portaobjeto y las sondas utilizadas consiste en: 

40 µL Tris-HCL 1M pH8 

360 µL de NaCl 5M. 

104 



 

700 µL de formamida (35%, para sondas CFX 941 y 1223) o si queremos una formamida al 20% 

se coloca 400 µl de formamida. 

900 µL de agua MiliQ esterilizada (o 1200 µL si la formamida la queremos al 20%).  

2 µL de SDS (siempre se agrega SDS al final, sino precipita) SDS 0,01% (Amann, 1995). 

Preparar 2 mL de buffer de hibridación por porta, el buffer se prepara en el momento. 

 

En paralelo se prepara un tubo eppendorf forrado con aluminio para hacer una 

solución stock del buffer de hibridación más 1 µl de cada una de las sondas [50 ng/ 

µl] por porta (1223 Cy3 y 941 Cy3) (Björnsson, L., et al., 2002, Gich, et al., 2001) 

esta solución es la que va sobre las muestras previamente deshidratadas. 

Por lo que si fuera para 5 muestras sería lo siguiente: 

(10 µl de buffer de hibridación por porta) x 5 + (1 µl de sonda 1223) x 5 + (1 µl de 

sonda 941) x 5 = 50+10= 60 µl para 5 porta 12 µl c/u. 

 

Para colocar los portaobjetos se prepara una caja de tips vacía forrada con aluminio (A) (para 

proteger de la luz) un soporte (B) (para apoyar los portaobjetos) y un pañuelo de papel (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cámara húmeda de hibridación 

 

Luego de colocado los 2 mL de buffer sobre la muestra deshidratada en el porta, el restante 

sobrante se vuelca en el pañuelo de papel dentro de una caja de tips (para que quede una cámara 

húmeda) y se incuba a 46°C por 90 min a 4 horas en oscuridad. 
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Lavado de porta en vasos de bohemia de 50 mL, para remover el buffer de hibridación. 

Con 1-2 mL de buffer de lavado calentado a 48°C. 

Para 50 mL: 

1 mL Tris-HCl 1M pH 8 

500 µL EDTA 0,5 M 

700 µL NaCl 

Agua MiliQ hasta 50 ml. 

50 µL de SDS (siempre agregar SDS al final, sino 

precipita) 

 

El buffer de lavado se prepara en el momento del lavado y se agrega DAPI (concentración final 

0,025 µg/mL para ello agregar 50 µl de DAPI 25 µg/mL para 50 mL de buffer de lavado) ante de 

distribuir en los vasos de bohemia (tener en cuenta 50 mL x 5 = 250 mL finales). 

 

Preparación del DAPI (DAPI Sigma 5 mg, diluir en 1 mL STOCK). Para alicuotar, 

partir del stock y diluir 5 µL del stock en 995 µL H2O, para obtener una solución 25 

µg/mL. 

Disolver DAPI con agua nanopure para hacer una solución stock de 250 µg/mL. 

Alicuotar en eppendorf de 1 mL y almacenar en la oscuridad a -20 °C (dura varios 

meses). 

 

Sumergir el porta en buffer de lavado e incubar a 48 °C por 10 min. 

Lavar cuidadosamente el porta con agua MiliQ o destilada fría y secar en la oscuridad a 

temperatura ambiente. 

Una vez bien seco y protegiendo la muestra de la luz, colocar 3 µL de citifluor (una gotita) por 

cada muestra, cubrir con cubre y sellar en los extremos con esmalte de uñas, y volver a proteger 

de la luz. 

Finalmente se puede observar la muestra en un Microscopio Confocal Zeiss de epifluorescencia.
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Extracción de ADN utilizando el kit “Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit” de 

Zymo Research 

 
Colocar hasta 250 mg de muestra (lodo) al tubo de microesfera de cristal ①, más… 

750 µL solución de lisis ① “Bashing Bead Buffer”, vortex 5 min con adaptador 

Centrifugar 1 minuto x 10.000 G 

Transferir hasta 400 µL del sobrenadante a un tubo con filtro “II” ② 

Centrifugar por 1 min. X 8.000 G 

 Descartar el filtro 

  

​ agregar 1200 (600 y 600) de “Genomic Lysis B” ②mixear con la pipeta (al 
filtrado)   

                            ADN           ​  
   
 

*** transferir 800 µL para ello… 

Colocar una columna “Spin Column II” ③ y transferir el contenido del paso anterior al nuevo 

tubo con la columna (centrifugar 1 min x 10.000 G) 

 

 

 

 

 

 

Descartar líquido (filtrado) me quedo con la columna. 

Se puede reutilizar el tubo (repetir ***) 800 + 800 = 1600 µL 

Adicionar 200 µL de “pre-Wash Solution” ③ a columna ③ en un nuevo tubo 

Centrifugar 1 min x 10.000 G 
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Adicionar a la misma columna 500 µL de “Wash buffer” ④ centrifugue, 1 min x  

10.000 G 

Descartar el filtrado, conservó la columna 

Colocar las columnas en un tubo de elución o ependorff 

Adicionar 50 µL de ADN buffer de elución ⑤ a las columnas (en la matrix de la 

columna) 

Y centrifugar (1/2 min) x 10.000 G 

 

Activación de la columna ④ para purificación final del ADN: 

Colocar un filtro “Zymo-Spin III” ④ en un tubo nuevo + 600 µL “Pre Solution” ⑥ 

centrifugar (3min x 8.000 G) 

 

Una vez activado el filtro “Zymo-Spin III” ④ se transfiere los 50 µl de ADN y 

centrifugar por 3 min x 16.000 G 

 

 Extracción de ADN listo para análisis o conservación a -20 °C. 
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qPCR para microorganismos del filo Chloroflexota 

  

Dilución de los primers 

Se toma 5 µL del stock del primer 1223 R en 45 µL de agua MiliQ para un volumen final de 50 

µL. 

Se toma 5 µL del stock del primer 941F en 45 µL de agua MiliQ para un volumen final de 50 

µL. 

 

Para la reacción de PCR se utiliza el kit Quanti Nova SYBR Green PCR Kit (Qiagen) 

Volumen final 20 µL para cada muestra:  

 

Mix SYBR Green ​ 10 µl                             ​ Master Mix 

H2O esterilizada ​ 3,6 µl ​ ​ ​ 15 µl + 5 µl de ADN = 20 µl 

Primer 941F ​ 0,7 µl 

Primer 1223R ​ 0,7 µl 

                                     ​ 15 µl 

Para la muestras de ADN se hacen diluciones 1:10.  

Tener en cuenta a la hora de hacer los cálculos de la cantidad de Master Mix los duplicados de 

las muestras, los puntos de la curva por duplicados, los NTC y una muestra más por error de 

pipeteo. 

Total de muestras + 1 = volumen total de Master Mix. 

  

Para el programa del Rotor Gene, se utiliza la siguiente rampa de temperaturas: 

●​ Hold: 95°C por 2 minutos 

●​ Ciclo: ​ 95°C por 15 segundos        ​      X 40 ciclos 

​ ​ 60°C por 60 segundos 
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Secuenciación masiva del gen del ARNr de 16S 

La secuenciación de amplicones del gen del ARNr de 16S se realiza con primers universales 

dirigidos a la región v3-v4 (341F: CCTACGGGNGGCWGCAG y 805R: 

GACTACHVGGGTATCTAATCC) en la plataforma Illumina MiSeq del servicio de secuenciación 

de la empresa Macrogen, Inc. 

Para cumplir con los requisitos del proyecto, se solicita una concentración de ADN superior a 

0.,1 ng/μl por muestra, que se evalúa mediante cuantificación de ADN utilizando el método de 

Picogreen. La preparación de la biblioteca se lleva a cabo mediante PCR con los primers antes 

mencionados, seguido de la adición de barcodes y adaptadores utilizando el kit de índices 

Nextera XT. 

Se espera obtener 100.000 secuencias por muestra. 

 

Análisis bioinformático de los datos de secuenciación masiva 

Se determinará la calidad de las secuencias crudas mediante el programa FastQC v0.11.5.1. Se 

removerán adaptadores y secuencias de baja calidad mediante Trimmomatic v0.38, utilizando 

una calidad mínima de 25 (Bolger et al., 2014). Para el análisis de las secuencias resultantes de 

alta calidad se utilizará QIIME2 v2023.7 (Bolyen et al., 2019). El demultiplexado de las 

secuencias se realizará utilizando el plugin qiime cutadapt demux-paired. La remoción de 

secuencias quiméricas y generación de las amplicon sequence variants (ASVs) se realizará con 

DADA2 utilizando el plugin denoise-paired (vsearch v2.7.0). 

La clasificación taxonómica se lleva a cabo utilizando la base de datos MiDAS 4.8.1 que es 

específica para sistemas de tratamiento de aguas residuales (Nierychlo et al., 2020). Los gráficos 

como barplots y heatmaps y los análisis multivariado serán obtenidos utilizando diferentes 

paquetes en RStudio (R versión 4.2.1). 
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