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Resumen

En Uruguay, la intensificacion agroindustrial y los desafios en la gestion de las aguas hacen
necesario optimizar los sistemas de tratamiento de aguas residuales. En particular, los sistemas
de lodos activados son de los mas utilizados en el pais y en el mundo pero se conoce poco de la
microbiologia de estos sistemas que operan en nuestro pais. Si bien son sistemas muy robustos
en algunas ocasiones presentan problemas de operacioén, conocer la microbiologia de estos
sistemas permite buscar soluciones a estos problemas y evitar pérdidas econdomicas y problemas

ambientales.

Los organismos del filo Chloroflexota se encuentran frecuentemente en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales bioldgicas tanto aerobios como anaerobios, pero aun se conoce
poco sobre el rol que cumplen en estos sistemas. Se postula que tienen un rol fundamental en
dos aspectos: degradan la materia organica compleja debido a su capacidad hidrolitica y son
fundamentales en la formacién y mantenimiento de los fléculos debido a su morfologia
filamentosa. Por otro lado, se ha postulado que también son responsables de problemas de mala

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

Esta tesis se desarrolld6 en el marco del proyecto FCE 1 2021 1 166934 realizado en
colaboracion entre el Laboratorio de Ecologia Microbiana (LEM) del IIBCE y el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Biotecnologia (LabMAB) del Instituto Tecnoldgico Regional Centro
Sur (ITRCS) de la UTEC con el objetivo de caracterizar la diversidad, abundancia y funcién del

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

En este trabajo se aplicaron técnicas de biologia molecular como qPCR, secuenciacion masiva
del gen ARNr de 16S y técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH), para analizar
muestras recolectadas de 11 plantas de tratamiento de aguas residuales de cinco tipos de
industrias: celulosa, frigorifica, malteria, mermeladas, vitivinicola y de tratamiento de efluentes

domésticos.

Para determinar si la abundancia de los microorganismos del filo Chloroflexota se correlaciona
con los problemas de sedimentacidn, se seleccionaron plantas de tratamiento de aguas residuales

con y sin reportes de problemas de sedimentabilidad. Para evaluar si hay una seleccion de



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 mas bajos se detectaron en una muestra proveniente de una
planta de la industria frigorifica, mientras que los valores mas 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 granulos.

El andlisis de comunidades mediante secuenciacion del gen del ARNr 16S mostr6 la presencia
del filo Chloroflexota en todas las plantas, con una abundancia relativa que varié entre 1,8 % y
39,7 %, predominando la clase Anaerolineae. A nivel de género, se identificaron géneros
especificos dependiendo de la planta y del tipo de agua residual tratada; la mayoria 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 andlisis multivariado mediante PCoA mostr6 un agrupamiento de las muestras segtn 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 seleccion en funcién del origen
del efluente. Sin embargo, no se encontrd una relacion entre la abundancia del filo Chloroflexota
y la baja calidad de sedimentacion de los lodos, lo que sugiere que estos microorganismos no son
responsables directos de los problemas de sedimentacion observados. Ademas, mediante técnicas
de FISH, se pudo visualizar la morfologia filamentosa de estos microorganismos en varias
muestras, lo que indica un papel potencialmente importante en la formacion de floculos

biologicos.bonilla

En conclusion, este estudio aporta informacion valiosa sobre la presencia y diversidad de los
microorganismos del filo Chloroflexota en las plantas de tratamiento de aguas residuales del

pais, destacando su potencial papel en estos sistemas y resaltando la necesidad de futuras



investigaciones para comprender mejor su funcidon y impacto en la sedimentacion y eficiencia de

los procesos.

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

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

Contexto nacional y marco normativo sobre calidad del agua en Uruguay

Uruguay se encuentra inmerso en un contexto agro productivo intensivo, donde mas 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 contaminacién difusa de origen agropecuario e industrial. Uno
de los efectos mas notorios de esta presion es el proceso de eutrofizacion, vinculado al
incremento de nutrientes como nitrogeno y fosforo, que derivan en un deterioro de la calidad del
agua y en la proliferacion de floraciones algales, incluyendo especies de cianobacterias

potencialmente toxicas (Chorus & Bartram, 1999).

En este escenario, el marco regulatorio nacional vigente en materia de calidad del agua esta
definido por el Decreto 253/979, el cual establece clases de calidad hidrica en funcion del uso
previsto de los cuerpos de agua. La Clase 3, que es la mds ampliamente asignada por defecto a
cursos con cuencas mayores a 10 km?, estd orientada a la preservacion de la flora y fauna
acuaticas, el riego de cultivos, y el mantenimiento de condiciones compatibles con la vida

acuatica (Mesa Técnica del Agua, 2017).
Limites de vertido segun el uso del agua en Uruguay

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

uso predominante, y establece limites especificos de calidad para cada una (tabla 1):
Clasificacion de cuerpos de agua y limites de vertido

e C(lase 1 — Abastecimiento de agua potable. Agua destinada o potencialmente destinada al
consumo humano con tratamiento convencional.

e (lase 2a — Riego de cultivos de consumo directo y recreacion con contacto humano.

e (lase 2b — Recreacion sin contacto directo o riego sin mojado del producto.

o C(lase 3 — Preservacion de fauna/flora acudtica o riego de cultivos no consumidos en
forma natural.

e C(lase 4 — Cursos urbanos o suburbanos sin uso para consumo humano.



Tabla 1. Comparativa con los principales limites de vertido seglin la clasificacion del cuerpo receptor que
establece el Decreto N° 253/979

Parametro Clase 1 Clase 2a Clase 2b Clase 3 Clase 4
DBOs (mg/L) <5 <10 <10 <10 <15
Oxigeno disuelto (mg/L) 25 >5 25 >5 =225
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
Sdlidos suspendidos (mg/L) — <700 - <1000

Ademas, se establecen limites para metales pesados, detergentes, fenoles, aceites y grasas, y

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

El articulo 11, hace referencia a los contaminantes especificos segun el Decreto N° 253/979, que
se aplican independientemente del tipo de cuerpo receptor (es decir, son condiciones minimas

exigidas para cualquier vertido).

Este decreto establece un marco normativo para prevenir la contaminacion de las aguas, y su
incumplimiento puede derivar en sanciones administrativas, civiles y eventualmente penales,

dependiendo de la gravedad del dafio ambiental.

El Ministerio de Ambiente provee de un sistema de multas econdmicas que puede imponer a
quienes viertan efluentes sin cumplir los pardmetros establecidos o que presenten irregularidades

en sus plantas de tratamiento. Estas sanciones estan previstas en el articulo 32 del decreto.
1. Desagiies a colector del alcantarillado publico (tabla 2)

Tabla 2. Resumen de los limites para desagiies a colector del alcantarillado publico.

Parametro Valor permitido
Material Flotante Ausente
Temperatura Max. 35° C
pH Entre 5,5y 9,5
DBO5 Max. 700 mg/L
Sélidos sedimentables Hasta 10 mL/L determinados en cono Imhoff en 1 hora.
Aceites y grasas Max. 200 mg/L
Sulfuros Max. 5 mg/L en S
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Las concentraciones de los toxicos organicos no podran exceder en 500 (quinientas) veces los

valores previstos para la Clase 3.
2. Desaglies directos a cursos de agua (tabla 3)

Tabla 3. Resumen de los limites para desagiies directo a curso de agua

Parametro Valor permitido

Material Flotante Ausente

Temperatura Max. 30°C, pero no podra elevar la temperatura del cuerpo
receptor mas de 2°C.

pH entre 6,0 y 9,0

DBO5 Miéx. 60 mg/L

Solidos suspendidos totales Max. 150 mg/L

Aceites y grasas Max. 50 mg/L

Sulfuros Max. 1 mg/L

Las concentraciones de los toxicos orgéanicos no podran exceder las 100 (cien) veces los valores

previstos para la Clase 3.
3. Desagiies que se disponen por infiltracion al terreno (tabla 4):

Para este tipo de desagiie hay ciertas condiciones las cuales se tienen que cumplir y son las
siguientes, solo podrd permitirse en zonas rurales; la distancia minima a cursos de agua o pozos
manantiales es de 50 m; la distancia minima a medianeras es de 10 m; ademas deberan cumplir

los siguientes estandares:

Tabla 4. Resumen de los limites para desagiies que se disponen por infiltracion al terreno.

Parametro Valor permitido
Material Flotante Ausente
Temperatura Max. 35° C

pH Entre 5,5y 9,0

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

Sélidos totales Max. 700 mg/L

Aceites y grasas Max. 200 mg/L

Sélidos Sedimentables

11



La normativa establece valores estdndar como 0,025 mg/L para el fosforo total, 0,02 mg/L para
el amoniaco libre y 10 mg/L para nitratos. No obstante, se reconoce que muchos cursos de agua
del pais exceden sistematicamente estos limites. La propuesta técnica de modificacion elaborada
por el Grupo de Estandarizacion Técnica Ambiental en Agua (GESTA/Agua, 2014) plantea un
enfoque mas integrador, que establece niveles guia en funcion de la preservacion del ecosistema
acuatico, con valores objetivo mds estrictos (por ejemplo, 0,5 mg/L para nitrdgeno amoniacal

total y 2570 pg/L para fésforo total, seglin el tipo de ambiente 1éntico 6 16tico) (tabla 5y 6).

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

Parametro Objetivo de Calidad

pH 6,5-8,5

oD Min. 5 mg/L

DBOs 5 mg/L

Aceites y grasas Ausentes

Sustancias fendlicas <5 pg/L

Rl)l{[;(ljgeno amoniacal 0,5 mg/L en nitrégeno
Nitritos 0,1 mg/L como nitrégeno
Nitratos 5 mg/L como nitrégeno

La siguiente tabla resume los niveles guia propuestos para los principales parametros troficos en

diferentes tipos de ambientes acuaticos:

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

Tipo de ambiente Nitrégeno total Fésforo total  Clorofila-a (ug/L)

(Hgl/L) (Hg/L)
Sistemas lénticos 500 30 10
Cursos de agua de hasta 650 50 10-30*
orden 3
Cursos de agua de mas de 1000 70 30
orden 3

*Valido solo para sistemas embalsados. Fuente: DINAMA (2017)
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Los valores guia funcionan como herramientas técnicas que, si bien no tienen fuerza de ley,
orientan el disefio de politicas publicas y programas de manejo ambiental. Representan un
criterio cientifico que permite anticipar el riesgo de eutrofizacion, tomando como referencia
parametros clave como fosforo total, nitrégeno total y clorofila-a (Mesa Técnica del Agua,

2017).

En Uruguay, la implementacion de politicas orientadas a la reduccion de nutrientes en cuerpos de
agua ha encontrado dificultades, principalmente por la presencia del denominado “legado de
fosforo” (P legacy), es decir, la acumulacion historica de este nutriente en suelos y sedimentos
(Sharpley, 2015). Esta situacion implica que aun ante cambios favorables en las practicas

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) estd
directamente vinculada con la eficiencia de los sistemas de tratamiento, asi como con las
caracteristicas del sistema receptor. En este contexto se vuelve esencial comprender no sélo los
aspectos ingenieriles de las PTARs, sino también la dindmica microbioldgica que ocurre en su

interior.

A continuacion, se describen las caracteristicas generales de las diferentes aguas residuales a
tratar en las plantas de tratamiento de lodos activados seleccionadas para estudiar en esta tesis

segun la bibliografia (tabla 7).

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

N total
Ti D AGV P total total
' 1p0df: QO G ota (m S tota pH DQO/N DQO/P
industria (mg O:/L) (mg/L) (mg/L) N/L) (mg S/L)

Carne 768-5200  578-1162 246  15-1090 12042  5,2-11,5 5-73 56-636
Vegetables  1992-4682  440-880 6,459  38-72 11-22 4,3-5,2 43-62 59418
. 227-53

Cerveceria  2974-5756  853-1528  5-14 13-47 2-12 6,6-7,5 86-96 ]
Bioindustria  702-11304 65-788 8-120  25-126 6232 5,1-8,7 28-90  25-410
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N total
Tipo d DQO AGV P total S total
1po de Q ota ota pH  DQO/N DQO/P

industria (mg O:/L) (mg/L) (mg/L) N/L) (mg S/L)
Quimica 5613504  61-624 4113 6191 01113 6795 20250 %7
Limpiezade o0 5150 974-1500 2-10  9-18 18297 42-82 75311 04
tanques 7

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

Tratamiento bioldgico aguas residuales: sistemas aerobios y anaerobios

La depuracion bioldgica de aguas residuales utiliza microorganismos para oxidar o transformar
compuestos organicos y nutrientes. La literatura distingue fundamentalmente sistemas aerobios
(en presencia de oxigeno) y anaerobios (ausencia de oxigeno) segun el metabolismo microbiano

predominante (tabla 8) (Mittal, 2011).

e Sistemas aerobios: son ampliamente aplicados en disefios como el de lodos activados,
biofiltros rotatorios y reactores de lecho fijo. La aireaciébn suministra oxigeno,
favoreciendo microorganismos aerobios y promoviendo la oxidacion completa de
carbono organico a CO: y H-0O, junto a la formacion de biomasa (Mittal, 2011).

e Sistemas anaerobios: operan sin oxigeno, con consorcios bacterianos que degradan
compuestos organicos complejos en condiciones reductoras, generando metano, CO: e
hidrogeno. En Uruguay, su uso es complementario y eficiente para residuos de media o

alta carga orgdnica, mediante procesos como UASB o digestores de lodos (Mittal, 2011).
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Tabla 8. Principales diferencias entre los tratamientos aerdbicos y anaerobicos (Fuente: Mittal, 2011).

Parametro

Tratamiento aerobico

Tratamiento anaerobico

Principio del

proceso

Las reacciones microbianas tienen lugar en
presencia de oxigeno molecular libre.
Los productos de reaccion son dioxido de

carbono, agua y biomasa.

Las reacciones microbianas tienen lugar
en ausencia de oxigeno molecular libre.
Los productos de reaccion son dioxido de

carbono, metano y biomasa.

Aplicaciones

Aguas residuales con impurezas organicas
bajas a medias (DQO<1.000 ppm) y para
aguas residuales que son dificiles de
biodegradar, por ¢j, agua residuales

municipales, etc.

Aguas residuales con impurezas organicas
medias a altas (DQO>1.000 ppm) y para
aguas residuales facilmente
biodegradables, por ej, agua residuales de
alimentos y bebidas ricas en

almiddn/azucar/alcohol.

Cinética de

reaccion

Relativamente rapido

Relativamente lento

Rendimiento

neto de lodos

Relativamente alto

Relativamente bajo (generalmente entre
una quinta y una décima parte de los

procesos de tratamiento aerdbico)

Postratamiento

Normalmente descarga directa o

filtracion/desinfeccion

Invariablemente seguido de tratamiento

aerobico

Huella
Inversion de

capital

Relativamente grande

Relativamente alto

Relativamente pequefio y compacto
Relativamente bajo con recuperacion de

la inversion

Tecnologia de

ejemplo

Lodos activados, por ¢j. aireacion
extendida, zanja de oxidacién, MBR,
procesos de pelicula fija, por ej. Filtro

percolador/biotorre, BAF, MBBR o

procesos hibridos, 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 remocion de nutrientes, recuperacion de energia y

reduccioén 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

tecnologias mas ampliamente utilizadas a nivel mundial para el tratamiento de aguas residuales

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

aerobia y facultativa que, suspendida en el liquido, transforma la materia orgénica biodegradable

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

bioldgico) y gases como didxido de carbono (CO:) y, eventualmente, nitrogeno (N:) en procesos

desnitrificantes (figura 1).

Principales componentes del sistema

1.

Reactor bioldgico aerdbico

Es el nucleo del proceso, donde el efluente crudo es mezclado con biomasa activa (lodo)
en presencia de oxigeno disuelto. Se promueve la oxidacion de la materia organica, la
nitrificacion y, dependiendo del disefio, puede integrarse también una etapa anoxica o

anaerobica previa.

Sistema de aireacion

Su funcion es suministrar oxigeno disuelto y agitacion. Puede utilizarse aireacion
mecanica superficial (pala rotativa o turbina), difusion de aire por burbujeo (fino o
grueso), o aireadores hibridos. El nivel optimo de oxigeno disuelto debe mantenerse

alrededor de 2 mg/L.

Sedimentador secundario o clarificador

Separa el lodo bioldgico 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 esta directamente relacionada con la calidad del

floculo y el control del bulking.

Sistema de recirculacion de lodo
Controla la edad del lodo (SRT) y la relaciéon lodo/sustrato (F/M). La recirculacion

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 anoxica o aerdbica previa que

permite controlar selectivamente poblaciones microbianas indeseadas, como las

filamentosas asociadas al bulking.

Influent

Air

Aeration Tank _

Clarifier

Recycle Pump

Effluent

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:

e Interaccion entre efluente y biomasa bioldgica: el agua residual se mezcla con el lodo

activado bajo aireacion, promoviendo la degradacion de materia organica y nitrogeno.

e Sedimentacion - separacion soélido-liquido: el floculo bioldgico sedimenta en el

clarificador, separando efluente tratado y biomasa.

e Recirculacion de lodo o biomasa: el lodo sedimentado se recircula al reactor para

mantener la biomasa activa.

Ventajas y desafios

e Ventajas: elevada eficiencia en remociéon de DBOs ( > 90 %), nitrificacion y potencial

para la remocioén bioldgica de nutrientes en configuraciones extendidas (Biological

Nutrient Removal, BNR).
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e Desafios: formacion de bulking filamentoso, espuma, alto consumo energético por

aireacion, necesidad de control microbiolégico y operacional riguroso.

La configuracion 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 alli la importancia de comprender su ecologia, abundancia relativa y

estrategias de control.
Microbiologia del sistema de lodos activados y floculacién

El proceso de lodos activados se basa en la formacion de fléculos: conglomerados de bacterias,
protozoos y filamentos, que sedimentan eficientemente, separando la biomasa del efluente. La
floculacidon estd asociada a una estructura de tipo andamiaje proporcionada por bacterias
filamentosas, que generan la cohesion floculo-floculo permitiendo la retencion de solidos en el

reactor (Speirs et al., 2019).
Bacterias filamentosas en sistemas de lodos activados

Las bacterias filamentosas suelen mantenerse en el ntcleo de los fléculos. Sin embargo, en
situaciones de estrés, como en aguas residuales con una baja relacion sustrato/microorganismo
(F/M) y bajos niveles de oxigeno disuelto (OD), tienden a elongar sus filamentos para satisfacer
sus requerimientos nutricionales. Este fendmeno conduce a una dominancia sobre las bacterias
floculantes y, como resultado, se manifiesta el fenomeno del bulking filamentoso (Balcarcel et

al., 2014).

Las bacterias filamentosas desempefan un papel crucial al constituir la estructura de sostén del
cual se agregan las bacterias que forman los fléculos. Esto es posible debido a la presencia de
sustancias poliméricas extracelulares producidas por estas ultimas, las cuales mantienen la
firmeza y la estructura compacta del floculo, lo cual es deseado para la operacion de las plantas
de tratamiento de aguas residuales (figura 2). No obstante, un crecimiento excesivo de
microorganismos filamentosos no es tan deseable, debilita los fléculos, dejandolos més abiertos
y con espacios internos (figura 3). Esto tiene un impacto negativo en las propiedades del lodo,

volviéndolo menos denso y més esponjoso (Balcarcel et al., 2014).
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Figura 2. Microfotografia mostrando la estructura de un floculo ideal, redondeados, compactos y firmes.
(imagen: del autor)

Figura 3. Microfotografia mostrando la estructura de floculos 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 investigacion del Dr. Per Halkjeer Nielsen en el Centro de Ecologia Microbiana de la
Universidad Técnica de Dinamarca (DTU) cuyo ultima version es MiDAS 5, ha sido
fundamental para la caracterizacion de estas comunidades, permitiendo identificar géneros y
especies claves mediante el andlisis de secuencias del gen del ARNr 16S y es una herramienta
que ha sido clave para mapear taxonomicamente 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 paises, se utilizd una metodologia
especial para secuenciar el gen del ARNr de 16S de forma completa (Dueholm et al., 2022). Con
estos datos se construyd 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 asignacion de género y especie mediante esta caracterizacion, se asigno un codigo
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 mayoria de estas secuencias se asignaron a nuevos grupos taxondmicos (Duelholm et al.,

2022) (figura 4).

Firmicutes Actinobacteriota
Planctomycetota Chlorofiexi
Patescibacteria
Taxonomy
Bacteroidota
Myxococcota Proteobacteria

Figura 4. Arbol filogenético construido 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 incluy6 la funcion de los microorganismos de
acuerdo a la bibliografia, por lo tanto es posible conocer los grupos taxondmicos y su funcion.
En algunos casos esta informacion se complementa con informacion de la morfologia utilizando
la técnica de Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH) y analisis de los genomas recuperados de

metagenomas (Petriglieri et al., 2023).

Bulking filamentoso: causas y control

éQué es el bulking y cdmo se detecta?

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

filamentosas que generan floculos con puentes interfloculares y baja compactacion, reduciendo

20


https://www-nature-com.proxy.timbo.org.uy/articles/s41467-022-29438-7
https://www-nature-com.proxy.timbo.org.uy/articles/s41467-022-29438-7

la eficiencia de sedimentacion, produciendo problemas operativos. Esto reduce la eficiencia del

clarificador, aumenta los sélidos en suspension y compromete la calidad del efluente. (Petriglieri

et al., 2023).

Las causas comunes incluyen:

Niveles bajos de oxigeno disuelto.
Alta relacion F/M (flujo/sustrato).
Carga organica inadecuada.

Proliferacion de ciertos filamentos como Candidatus Promineofilum o Ca. Kouleothrix.

Los métodos de control incluyen:

Ajustes operacionales (ajuste de tiempos de retencion de lodo (SRT), control de carga
orgénica y nutrientes, manejo de la relacion oxigeno/sustrato (Demanda de Oxigeno, DO)
seguin manuales como los de Jenkins y Wanner (2014).

El uso de manuales técnicos ampliamente utilizados en el ambito del tratamiento
bioldgico de aguas residuales, como los de Jenkins y Wanner (2014), son herramientas en
el cual se han sistematizado los conocimientos sobre los problemas operacionales mas
frecuentes en sistemas de lodos activados. Estos incluyen el bulking filamentoso y el
espumado, fendmenos comunmente asociados al crecimiento de bacterias filamentosas
como Microthrix parvicella y ciertas especies del filo Chloroflexota.

Uso de reactores seleccionados para el tratamiento.

Tratamientos quimicos (cloro, peréxido de hidrogeno).

Deteccion temprana mediante FISH, que permite identificar morfotipos como Eikelboom

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

Ademas de la microscopia tradicional también es utilizado el indice volumétrico de lodos en

inglés Sludge Volume Index (SVI), este indice se calcula midiendo el volumen de lodo

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

volatiles 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 fendmenos como:

Bulking filamentoso: como ya se menciono, crecimiento excesivo de bacterias

filamentosas que impiden la compactacion del lodo.

Baja densidad del lodo: lodos mas ligeros que flotan o se dispersan facilmente.
Microorganismos causantes de bulking segun MiDAS y estudios vinculados

De acuerdo a la base de datos MiDAS, existe una gran diversidad de microorganismos que
presentan morfologia filamentosa y que forman parte de las comunidades microbianas de los
sistemas de tratamiento de aguas residuales. Estos microorganismos son fundamentales para
formar los floéculos pero un crecimiento excesivo de ellos puede producir problemas de bulking
filamentoso. Poder caracterizar cuales son los microorganismos responsables del bulking es uno
de los grandes desafios de la microbiologia de sistemas de lodos activados. Segun los datos
recopilados en MiDAS se detectaron unos 20 géneros de microorganismos filamentosos, dentro
de ellos los mas 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 mas comunes en Europa y menos abundantes en Asia y

América (figura 5) (Dueholm et al., 2022).
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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. Extraido de Dueholm et al., 2022.
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Utilizando la base de datos de MiDAS y estudios metagendmicos 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 remocion 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 segun el manual de Jenkins (Mcllroy 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 taxonomica del filo Chloroflexota (anteriormente Chloroflexi) refleja el avance
metodolégico desde la taxonomia fenotipica hacia una sistematica molecular apoyada en
filogenia del gen del ARNr 16S y, més recientemente, en gendmica 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 fototrofica. A medida que se
incorporaron nuevos representantes, se hizo evidente que el filo abarcaba grupos no fototréficos

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 seguia la convencion actualizada para filos
bacterianos. En respuesta, el Genome Taxonomy Database (GTDB) y posteriormente SILVA
propusieron el nombre actualizado Chloroflexota, incorporando la terminacién -ota establecida
por el Comité Internacional de Nomenclatura de Procariotas (ICSP) para la jerarquia taxonémica

de filos (Parks et al., 2020).

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

2022), que catalogan la diversidad microbiana en sistemas de tratamiento de aguas residuales
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mediante secuencias completas de genes del ARNr de 16S, sin embargo otras bases de datos

como SILVA 138 estd desactualizada y sigue nombrando el filo como Chloroflexi.
Clases incluidas 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 caracteristicas y los ambientes mas
frecuentes donde se han detectado segiin lo reportado por Thiel et al. (2019) y Speirs et al.
(2019).

Clase Caracteristicas principales Ambientes frecuentes
' o Fuentes termales, ambientes
Chloroflexia Fototroficos anoxigénicos, flagelados ‘
salinos
Anaerolineae Filamentos fermentativos, no moviles Lodos activados, digestores
. ‘ ) Lodos activados, aguas
Caldilineae Filamentos ramificados, aerotolerantes .
residuales
. _ Aerobios, termofilos, degradadores de ) ]
Thermomicrobia Compost, ambientes calientes

polimeros

~ Aerobios, formadores de esporas, ricos en  Suelos volcanicos, ambientes
Ktedonobacteria _
suelos acidos forestales

Cabe destacar que la mayoria de los estudios funcionales y morfologicos en PTAR se enfocan en
las clases Anaerolineae y Caldilineae, dado su papel estructural en los fléculos, su morfologia
filamentosa y su capacidad de fermentar carbohidratos simples (Yoon et al., 2010; Bjornsson et

al., 2002; Speirs et al., 2019).
Géneros de relevancia en sistemas de tratamiento de aguas residuales

Seglin la base de datos de MiDAS 4 y estudios recientes los géneros mas reportados en sistemas

sam de tratamiento de aguas residuales son:
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e (Ca. Promineofilum (morfotipo 0092 segun el manual de Jenkins), presenta morfologia
filamentosa, fermentador anaerdbico (Petriglieri et al., 2023; Mcllroy et al., 2016).

e (Ca. Kouleothrix (morfotipo 1851 segin el manual de Jenskins), forma puentes
interfloculares y se asocia al bulking (Nittami et al., 2017).

e (Ca. Defluviifilum (morfotipo 0803 segiin el manual de Jenskins) presenta morfologia de
filamento que se encuentra en la superficie del floculo, puede contribuir al bulking en
exceso (Nittami et al., 2017).

e (Ca. Amarolinea, Ca. Villigracilis y Nitrolancea hollandica han sido reconocidos por su
rol en la degradacion y transformacion de compuestos nitrogenados (Bovio-Winkler et

al., 2023).

Por otro lado, los trabajos de Bjornsson 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).

Segun el trabajo de Speirs et al., 2019, el filo Chloroflexota se encuentra siempre presente en
sistemas de lodos activados para remocion de nitrogeno y fosforo y debido a su morfologia
filamentosa funcionan como una red o estructura de andamiaje del floculo. Ademéas desempeiian
un rol importante ya que fermentan carbohidratos y polimeros complejos, liberando compuestos
que promueven el desarrollo de otras bacterias. Pero también se ha reportado que en algunos
casos se expanden fuera de los floculos promoviendo el bulking. Comprendiendo la taxonomia y
su funcionalidad operativa, se evidencian oportunidades para manipular su abundancia y prevenir

fenomenos de bulking sin afectar los procesos de depuracion.

Deteccion de microorganismos del filo Chloroflexota por técnica de FISH y gPCR 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 especificas para géneros permitiendo identificar con
precision las especies de microorganismos filamentosos y su ubicacién en los floculos. La
aplicacion de FISH cuantitativo ha demostrado que altos niveles de filamentos del filo

Chloroflexota se correlacionan con altos indices SVI y problemas de bulking.
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En la bibliografia hay varios trabajos que reportan el disefio de sondas especificas para diferentes
microorganismos filamentosos del filo Chloroflexota (tabla 7). Por ejemplo, el trabajo de
Nittami et al., (2020) reporta el disefio de la sonda CHL1851 para Ca. Kouleothrix (morfotipo
Eikelboom 1851), validando su especificidad mediante hibridacion con la sonda EUBmix (sonda
universal) y sondas especificas para otros filamentos como Ca. Defluviifilum. También se
desarrollaron sondas como CFX197 para el morfotipo Eikelboom 0092, demostrando su unién

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

En el trabajo de Nittami y colaboradores (2017) se observd que Ca. Kouleothrix se disponia
formando puentes interfloculares, estructura tipica del bulking, con filamentos que se entrelazan
con otros filamentos. Este trabajo complementa la cuantificacion utilizando qPCR especifico
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 vinculo directo entre proliferacion filamentosa y deterioro de la sedimentabilidad

del fango.

En el trabajo de Kragelund y colaboradores (2007) se disefiaron sondas para Ca. Defluviifilum
(morfotipo 0803), localizando filamentos en la superficie de los floculos. Por otro lado, en
sistemas de tratamiento de aguas residuales de Dinamarca, Seviour et al. (2010) y Nierychlo et
al. (2020) emplearon sondas del catdlogo MiDAS (tabla 10), incluyendo las dirigidas a Ca.
Promineofilum y Ca. Amarolinea, mostrando floculos integrados que no comprometen

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

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

Sonda Microorganismo blanco Referencia
CHLI1851 Kouleothrix (Eikelboom type Beer et al., 2002
1851)
CFX197 Candidatus Promineofilum Speirs et al., 2009
(Eikelboom type 0092
Brachythrix)
CFX67 CFX449/CFX1151 Candidatus Sarcinithrix Speirs et al., 2011; Nierychlo
(Eikelboom type 0914) etal., 2019
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Sonda Microorganismo blanco Referencia

CFX841 midas_g 2111 ( Filamentous Speirs et al., 2015, 2019
Ardenticatenia )
CFX194b midas_g 105 (Ca. Amarithrix Speirs et al., 2017, 2019
- type 0675)
CFX86a midas g 344 (Ca. Speirs et al., 2017, 2019
Catenibacter - type 0041)
CFX86b midas g 1668 ( Ca. Speirs et al., 2017, 2019
Catenibacter - type 0041)
CFXo64 Candidatus Amarolinea Nierychlo et al., 2019
(Eikelboom type 0092 )
CFX763 Candidatus Villigracilis Nierychlo et al., 2019
CFX64 Anaerolinea (Nierychlo et al., 2019;
Sekiguchi et al. 2003)
CFX1243, midas g 5463 (parte del (Petriglieri et al., 2023)
CFXmix, EUBmix género Ca_Defluviifilum)
CFX166, CFXmix, EUBmix2 Ca_Tricholinea (antes (Petriglieri et al., 2023)

midas_g 9648)

Avances metagendémicos y caracterizacion 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 aparicion de tecnologias de secuenciacion masiva, junto al ensamblado de MAGs,
permitio descubrir que muchas especies dentro del filo Chloroflexota las cuales no habian sido
previamente cultivadas. Esto habilité la identificacion de géneros candidatos “Candidatus”,
como Ca. Promineofilum, Ca. Defluviifilum o Ca. Kouleothrix, y su asignacion 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).

96,0TU1650 (38%) @ OO0 @
Anaerobic digestion of sludge clone QEDN1DF06 (CU325778)
0TU1632 (13%) @ O
76" Methane production clone Ctri2-3B (EU522647)
OTUA70(13%) [ ]
92 'EGSB reactor clone EGSB 202-22 (KJB81296)
| Anaerobic digestion of sludge clone QEDQ2CH12 (CU923202)
Anaerobic digestion of sludge clone clone QEDQ3AH11 (CU922975)
0TU3208 (8%) @ O
6 ' Activated sludge clune Wu-A71 (KJ782703)
OTU1B49 153%) 000 Cluster 1
CAMBI-1 (LT859958)
Leptolinea tardivitalis YMTK-2 (NR040971)
100,0TU2545 (5%) Q@O @
EGSB reactor clone 16.8h Day0 BacB 21 (AB447642)
Longilinea arvotyzae KOME-1 (NROM 355) .
Pelolinea Class Anaerolineae

Bellilinea caldifistulae GOM\ 1 (NHOM 354)
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4, OTU2620 (7%) @ @
Pilot-scale bioreactor clone 3 (MF398646)
otuzoss 9% @ @

94 Anaerobic digestion of sludge clone QEDR2DGO04 (CU922599)
Levilinea saccharolytica KIBI-1 (NR040972)
‘Omatilinea apprima P3M-1 (NR109544)

95 oTU299 (7%) @
55 Mammals gut clone AE3 aaa04f04 (EU471940)
% Flexilinea flocculi TC1 (NR148566)
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jia UNI-1 (NRO74383)
98 Anaerolinea thennolimosa IM0-1 (NR040970)
Thennanaerothrix daxensis GNS-1 (NR117865)

Caldiinea tarbellica D1-25-10-4 (NR117787)
Ll Caldilinea aerophila STL6-01 (NRO40878) .
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Figura. 6 - Arbol del filo Chloroflexota construido en base a la secuencia del gen ARNr de 168,
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 maxima 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 identifico cada
reactor con una etiqueta diferente. Solo se utilizaron en el analisis las OTUs que superan el 5 %. Extraido
de Bovio-Winkler et al., 2018.

Este enfoque de andlisis de genomas, apoyado por proyectos como MiDAS, mostro 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 produccion de

exopolisacaridos (EPS), la formacion y estructura de floculos, algunos de ellos tienen rutas de
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respiracion alternativa (nitrato, 6xidos de nitrdgeno), almacenamiento de glucogeno, hidrolisis de

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

En la tabla 11, se presenta un resumen de los diferentes trabajos que se han realizado en la
caracterizacion de organismos del filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas

residuales.

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

Afio Hito
2002 Disefio de sondas FISH para Eikelboom 0092 (Speirs et al. 2002)

Refuerzo de clasificacion de 0092 como filo Chloroflexota
200 (Speirs et al., 2009).

Descripcion de Ca. Defluviifilum (0803) y su localizacion
20 (Kragelund et al., 2011)
2018 Creacion de la base de datos de MiDAS y analisis filogenético
2020 Disefo de la sonda CHL1851 que identifica Ca. Kouleothrix y confirma su

rol en bulking (Nittami et al., 2020)
MAGs representan roles funcionales diversos en PTAR y digestores
2023 (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 multiples factores, entre ellos la
preservacion de los recursos naturales, la estricta conformidad con las regulaciones en vigor y la

oportunidad de generar productos con valor afiadido (Lopez, 2016).

En el contexto de la biotecnologia aplicada al dmbito agroindustrial y ambiental, Uruguay ha

emergido debido a su compromiso con la optimizacion de los sistemas de tratamiento de aguas
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residuales. Nuestro pais, reconocido por su destacada industria agroalimentaria, ha reconocido la
importancia crucial de la gestion sostenible del recurso hidrico para mantener la integridad
ambiental y la prosperidad econémica. La adecuada gestion 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 organicos € inorganicos, asi como de
microorganismos patdgenos. Estos sistemas permiten la disposicion de las aguas tratadas en
cuerpos receptores, sin comprometer la capacidad de autopurificacion de dichos cuerpos de agua

(Gaget et al., 2017).

Métodos de biologia molecular para el estudio de microorganismos en sistemas

de tratamiento de aguas residuales

En los tltimos 30 afios se ha comenzado a comprender la microbiologia 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 clonacion y la
secuenciacion del ADN de Sanger permitid dilucidar las composiciones de las comunidades de
lodos activados, sin necesidad de cultivar miembros individuales, basandose en cambio en el uso
de andlisis de secuencias de genes ARNr 23S y 16S utilizados como marcadores filogenéticos

(Nielsen y McMahon, 2014) .

Entre estas técnicas, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha demostrado ser
especialmente util al facilitar la deteccion semicuantitativa de genes especificos de distintas
cepas bacterianas individuales, incluso en concentraciones extremadamente bajas (Cotto et al.,

2015).

Mas recientemente, la PCR cuantitativa, conocida como qPCR, se ha empleado para realizar
mediciones precisas de la cantidad de bacterias a través de la informacion gendémica. Esta técnica
de cuantificacion tiene el potencial de ser una alternativa a otras metodologias empleadas para
cuantificar biomasa. Un aspecto de gran relevancia es que la qPCR proporciona informacion
cuantitativa precisa acerca de la presencia de genes especificos en cultivos mixtos o muestras

ambientales (Cotto et al., 2015).
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El disefio de las sondas de oligonucledtidos marcadas con compuestos fluorescentes dirigidas a
secuencias de ARN ribosomal de poblaciones de interés, permiti6 la identificacion de células
individuales mediante técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH; Fluorescence in situ
hybridization, por sus siglas en inglés) (Amann y Fuchs, 2008; Nielsen et al., 2009; Seviour,
2010).

En combinacion con la tincioén histoquimica, la micro autorradiografia (MAR) (Mcllroy et al.,
2017), ha aclarado la ecofisiologia 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 alli, incluido el filo Chloroflexota, donde la mayoria ain no se ha

cultivado (Speirs et al., 2019), asi también como su morfologia.
Antecedentes del tema en el grupo de investigacion

El Laboratorio de Ecologia Microbiana (LEM) del Departamento de Bioquimica y Gendmica
Microbiana del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) ha llevado a
cabo una investigacion prolongada en el &mbito de la microbiologia de sistemas de tratamiento
de aguas residuales. En colaboracion con grupos de investigacién tanto nacionales como
internacionales de América Latina y Europa, se han abordado diversos proyectos relacionados
con sistemas anaerobios metanogénicos, produccion de hidrogeno y remocion de nitrogeno, entre
otros (Castello et al., 2009; Perna et al., 2013; Costa et al., 2014, Junior et al., 2015; Callejas et
al., 2019; Cabezas et al., 2020).
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Figura 7- Esquema cronologico que muestra los antecedentes del grupo de investigacion en el
estudio de microorganismos del filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas
residuales.

Durante este extenso periodo de investigacion, se observd consistentemente la presencia del filo
Chloroflexota en los diferentes reactores estudiados, pero aun quedan muchas incognitas sobre el

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

El interés en el filo Chloroflexota se inicié 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 detectd un sobrecrecimiento de
bacterias filamentosas, incluyendo Chloroflexota, en un reactor metanogénico industrial en 2008,
lo que motivo un estudio mas 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
funcién atin no ha sido completamente esclarecida. Para abordar esta pregunta, se ha empleado

una combinacion de técnicas moleculares avanzadas, incluyendo la secuenciacion de genomas de
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células individuales y metagenomas, asi como el andlisis de metatranscriptomas (Dam et al..

2020).

Los trabajos mas recientes publicados por el laboratorio (tabla 12) se han centrado en el analisis
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 identifico6 como uno de los grupos bacterianos mas abundantes en los reactores.
Mediante técnicas de qPCR, T-RFLP, secuenciacion para el gen ARNr de 16S y FISH, se detectd
una alta abundancia y diversidad del filo Chloroflexota, particularmente de la clase
Anaerolineae, en todos los reactores estudiados. La morfologia filamentosa de estos
microorganismos sugiere un rol clave en la formacion de granulos en los reactores UASB.
Ademas, se observé que la diversidad estaba mas influenciada por el indculo que por el tipo de
efluente, y que existia una correlacion positiva entre la abundancia del filo Chloroflexota y
pardmetros operativos como la carga organica o la biomasa presente. Se postuld una asociacién
entre su morfologia filamentosa y su posible participacion estructural en la formacion de
granulos, aunque también se reportd su implicancia en episodios de bulking filamentoso
anaerobio (Borzacconi et al., 2008). Este fendémeno 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 mayoria pertenecen a grupos no cultivados, lo que limita la comprension de su
fisiologia y funcion ecologica. También destaca la necesidad de nuevas aproximaciones
metodoldgicas y del andlisis 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 podria mejorar el disefio y mantenimiento de los

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

Mas adelante, en 2021 se realiz6 un estudio de meta-andlisis de datos generados por
secuenciacion del gen ARNr de 16S de 62 reactores metanogénicos a escala real, tratando
distintos tipos de residuos liquidos (WTARs) y soélidos (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
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de representantes cultivados. Se detectod que el filo Chloroflexota fue mas 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 nucleos microbianos
distintos, lo que indica que el tipo de reactor influye en la seleccion de las poblaciones de
bacterias del filo Chloroflexota. Ademas, se observo una correlacion significativa entre la
abundancia del filo Chloroflexota y de Euryarchaeota (arqueas metanogénicas), lo que sugiere

sintrofia 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 secuenciacion. Se concluye que Anaerolineae juega un rol clave en la
digestion anaerobia tanto por su morfologia filamentosa (facilitando la formacion de granulos)
como por sus posibles capacidades fermentativas. Los autores postulan la necesidad de
estandarizar metadatos, técnicas bioinformaticas y profundizar en estudios metagenomicos y
metatranscriptomicos para esclarecer la funcion ecologica de este filo en los reactores

anaerdbicos (Bovio-Winkler et al. 2021).

Luego en 2023 se publico un articulo en que se proporciona una visidon metagendmica 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 taxondomica Ca. Villigracilis

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

A pesar de las diferencias ambientales entre los sistemas, los genomas mostraron caracteristicas
metabolicas compartidas como metabolismo anaerobio, rutas fermentativas y genes que
codifican enzimas hidroliticas. En el caso del reactor anammox, se encontraron genes
relacionados con la conversion de nitrogeno, lo que sugiere una participacion activa en procesos
de desnitrificacion parcial, favoreciendo el rendimiento global del proceso de remocion de

nitrogeno. También se observaron genes asociados con adhesividad celular y produccion de
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exopolisacaridos, que junto a la morfologia filamentosa corroborada por FISH, implican un rol
estructural del filo Chloroflexota en la agregacion de biomasa (floculos y granulos). Esto
refuerza su posible implicacion en fendmenos como bulking. Ademas, se identifico redundancia
funcional entre especies, lo que podria otorgar resiliencia frente a disturbios operacionales

(Bovio-Winkler et al. 2023).

Los hallazgos destacan la versatilidad fisiologica de este filo y su adaptacion a distintos sistemas
de tratamiento de aguas residuales. El estudio propone expandir el aislamiento y caracterizacion
de especies cultivables para clarificar su rol ecologico y su impacto sobre el rendimiento del
tratamiento, con aplicaciones practicas en el control de procesos como el fenomeno bulking

filamentoso (Bovio-Winkler et al. 2023).

Aunque se han logrado avances significativos en el conocimiento de los microorganismos del
filo Chloroflexota, atin existe una limitada cantidad de informacidn respecto a los sistemas de
tratamiento de aguas residuales en nuestro pais. 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 investigacion se enmarca en el proyecto FCE 1 2021 1 166934, cuyo objetivo fue
caracterizar la diversidad, abundancia y funcién de los microorganismos del filo Chloroflexota
en estos sistemas, asi como en el proyecto ANII-FMV 1 2021 1 16605, cuyo proposito fue
identificar los microorganismos responsables de problemas de sedimentacion en plantas de

tratamiento de aguas residuales en el pais.

Bajo la direccion 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 asi al conocimiento y manejo de estos sistemas en

nuestro contexto nacional.
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Tabla 12. Comparacion de estudios mas recientes sobre el filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento
de aguas residuales realizados por el Laboratorio de Ecologia Microbiana del Departamento de
Bioquimica y Genomica Microbiana del IIBCE.

Trabajo . . Bovio-Winkler et al. Bovio-Winkler et al.
publicado Bovio-Winkler et al. (2018) 2021) (2023)
Meta-analisis de datos Metagenomica

Andlisis preliminar en
Tipo de estudio reactores UASB a escala real
(Uruguay)

de ARNr de 16S de 62 centrada en genomas
reactores anaerobios de en 3 tipos de reactores

diferentes paises (incluye Uruguay)
. Detectar abundancia y Caracterizar la D@termingr el
Objetivo o ecologia global del filo potencial funcional del
principal diversidad del filo en reactores filo Chloroflexota a
Chloroflexota en UASB ‘- . .
metanogénicos nivel gendmico
. .. Anéli§ i.s Ensamble de genomas
Metodologia qPCR, T-RFLP, secuenciacion blolnformgtlco de (MAGs), FISH
16S rRNA, FISH datos depositados en ; ’

R T tacion funci 1
bases de datos ptblicas 1o ocion THnCiona

Presencia de rutas
fermentativas, genes
para adhesion, EPS,

metabolismo de N;
propuesta de nuevos

géneros y especies

(Ca. Villigracilis
nielsenii)

Identificacion de
géneros dominantes y
posibles relaciones
troficas con arqueas
metanogénicas

Alta abundancia de clase
Hallazgos  Anaerolineae; correlacién con
clave carga organica y tipo de
biomasa

Relevancia para
prevencion de bulking,
eficiencia de
tratamiento y
resiliencia ecoldgica

Enlace con estabilidad
de granulos y
arquitectura de
biomasa

Posible rol en formacion de
granulos y problemas de
sedimentacion

Importancia
operativa

Hipotesis de trabajo

Segun 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 orgdnica compleja debido a su capacidad hidrolitica y son fundamentales en
la formacién y mantenimiento de los fléculos debido a su morfologia 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
caracteristica de tener una alta concentracion de células, se ha propuesto que pueden degradar la
materia organica proveniente de la propia biomasa. Entonces, si su rol es solamente degradar los
compuestos de la degradacion celular, su composicion taxondmica no va a depender del tipo de
agua residual tratada en el sistema. Sin embargo, si su rol es también degradar polimeros
provenientes del agua residual, habrd una seleccion de diferentes grupos taxonémicos dentro del
filo de acuerdo a la composicion quimica de la materia organica de los efluentes tratados.

Con respecto a la conformacion de los floculos, se ha postulado que debido a que son filamentos,
forman una red en la cual los otros microorganismos se adhieren y conforman fléculos
compactos con buena capacidad de sedimentar. Esto ocurre cuando la abundancia de estos
microorganismos no es excesiva y cuando se encuentran dentro de los floculos. Sin embargo,
debido a causas no conocidas, en algunas ocasiones se produce el sobrecrecimiento de estos
microorganismos que produce que los floéculos se vuelvan mas laxos y pierdan la buena
capacidad de sedimentar. Pero, no se conoce cual es la abundancia relativa de estos
microorganismos en sistemas con buena sedimentacion y cual es la abundancia en sistemas con

mala sedimentacion.

La hipoétesis de esta tesis es que los microorganismos del filo Chloroflexota juegan un papel
importante en la degradacion de la materia organica compleja presente en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales ya sea proveniente de la propia degradacion de la biomasa como
del agua residual tratada. Por lo tanto, diferentes composiciones quimicas de efluentes tratados
seleccionaran diferentes grupos taxondomicos de estos microorganismos.

La otra hipotesis es que existe una correlacion entre la abundancia de estos microorganismos y la
sedimentacion de la biomasa, con un valor 6ptimo para mantener los floculos 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 composicion
taxondmica de estos microorganismos y si hay una relacion entre la abundancia de estos

microorganismos y los problemas de sedimentacion.
Preguntas a responder

(Cual es la abundancia de bacterias del filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas
residuales de nuestro pais?

(Su abundancia depende del tipo de agua residual tratada?

(Cudl es la diversidad del filo Chloroflexota en las plantas de tratamientos de aguas residuales
que estan operando en el pais?

(Difieren segun el tipo de agua residual que tratan los sistemas?

(Tienen morfologia filamentosa?

(Existe una relacion entre la abundancia de estos microorganismos y la sedimentabilidad del

lodo?

Objetivos Especificos

a) Conocer la diversidad y composicion taxondmica 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 caracteristicas del agua residual a tratar sobre la composicion
taxondémica de estos microorganismos.

c¢) Determinar si existe una correlacion entre la abundancia de estos organismos y la capacidad de
sedimentacion de los lodos.

d) Verificar si tienen morfologia filamentosa y determinar su posicion dentro de los floculos.
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Metodologia / Estrategia de trabajo.

Estrategia de trabajo

Este estudio se enmarca dentro de una investigacion orientada a conocer las bacterias
filamentosas en los sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados de nuestro
pais y los problemas que estos microorganismos provocan. Esta tesis se enfoco en el estudio del
filo Chloroflexota ya que es un filo frecuentemente reportado como bacteria filamentosa que
causa problemas de bulking filamentoso. El trabajo comprendié la utilizacion y manejo de
metodologias de biologia 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 utilizé 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 pais. Se seleccionaron
plantas de tratamiento de diferente tipo de aguas residuales y con y sin problemas de
sedimentacion.

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

Se utiliz6 la técnica de PCR cuantitativo (qPCR) utilizando primers especificos para el gen del
ARNr de 16S de microorganismos del filo Chloroflexota con esta metodologia es posible obtener
la abundancia de estos microorganismos en las muestras tomadas de las diferentes plantas de

tratamiento.

Se analizo la composicion de las comunidades microbianas mediante la secuenciacion masiva del
gen del ARNr 16S con el fin de identificar y clasificar microorganismos presentes en las

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

Se hicieron analisis multivariados para determinar si existe una separacion de las muestras de

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

Se utiliz6 la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) con sondas especificas para el filo

Chloroflexota.
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Se compararon los datos obtenidos de abundancia de los microorganismos del filo Chloroflexota
con los datos de sedimentacion del lodo, de abundancia de filamentos mediante microscopia
optica y los problemas de sedimentabilidad reportados por el personal técnico de las diferentes

cmpresas.

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 Microbiologia
Ambiental y Biotecnologia (LabMAB) del Instituto Tecnologico Regional Centro Sur (ITRCS)
de la Universidad Tecnologica (UTEC). Las muestras para extraccion de ADN fueron
almacenadas en freezer a -20 °C mientras que las muestras destinadas a FISH se fijaron con

para-formaldehido (PFA) al 4 % como se explicard mas 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 produccion 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 estan conformadas por:

1. Dos plantas de tratamiento de efluentes de la industria frigorifica carnica vacuna.

2. Una planta de tratamiento de efluentes de la industria de elaboracién de cebada malteada.

3. Una planta de tratamiento de efluentes de una industria de elaboracion de mermeladas y
dulces.

4. Una planta de tratamiento de la industria vitivinicola.

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

6. Dos plantas de tratamiento de dos industrias de produccion de celulosa
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Para las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) industriales se eligi6 la siguiente
nomenclatura: si se encuentra mas de una PTAR del mismo rubro se correlaciona con un nimero
como es el caso por ejemplo de las plantas de tratamiento disefiadas para tratar efluentes de
origen doméstico y pluvial, para esta investigacion se analizaron cuatro plantas distintas, D1, D2,
D3y D4.

Estas plantas de tratamiento estan ubicadas en diferentes localidades del Uruguay (figura 8).
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Figura 8 — Mapa de Uruguay mostrando la ubicacion 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 recoleccion de muestras con fines de investigacion cientifica,

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 obtencion de las muestras.
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Caracteristicas 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 linea verde, asociada al manejo de animales vivos y al lavado
de medias reses, y la linea 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 proteinas,
lipidos, sangre y sélidos suspendidos. En conjunto, los efluentes de frigorificos presentan una
elevada DBO y DQO, con alta carga de nitrégeno y fosforo, 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. Caracterizacion fisica y quimica de los residuos liquidos resultantes de la linea verde de
sacrificio de ganado y linea roja de procesamiento de carne vacuna (generado por el lavado de las
herramientas manuales y mecanicas utilizadas en el sacrificio de ganado, la limpieza y desinfeccion del
matadero y el corral, el lavado del ganado, la limpieza y desinfeccion de los cortes de carne y cuero
extraidos del animal).

Parametros valorados Xto

pH 7,3£0,6
BOD; € | 2401 +£2751 mgO,/L
BOD; 2 € 1136 = 1011 mgO,/L
BOD; ¢, 1265 £ 1744 mgO,/ L
TSS 4195 + 5879 mg/L
N-NH,* 410 + 232 mg/L
NH," 93 £ 52 mg/L

N-O 56 + 24 mg/L

TP 28 £ 17 mg/L

PO,* 13+ 5 mg/L

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

El proceso de malteo implica la modificacion de componentes estructurales del grano, como
almidones y proteinas, a través de diversas etapas que requieren un consumo considerable de
agua. Esto da lugar a la generacion de efluentes con caracteristicas variables, dependiendo del
tipo de cereal y del producto final. Durante la produccion del malteado de la cebada para la
elaboracion de malta, por ejemplo, se generan residuos liquidos ricos en compuestos organicos
facilmente biodegradables (azucares, proteinas, dextrinas, taninos, etc.), asi como una importante
carga de sdlidos en suspension con valores promedios de 350 mg/L, pH acidos a neutros entre 6
y 8, las aguas residuales procedentes de las malterias se caracterizan por concentracion promedio
altas de DQO total de 1.531 mg O,/L, DBOs de 745 mg/L, y concentraciones promedio bajas de
Nitrogeno total de 44 mg/L y alcalinidad de 289 mg CaCO,/L (Montoya & Ospina, 2013).

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

Industria de produccidon de mermeladas y dulces

Los procesos de elaboracion de mermeladas implican el uso de frutas, sacarosa, pectina y acido
citrico. La composicion del efluente generado en esta industria depende en gran medida del tipo
de fruta utilizada, el grado de madurez y la formulacion del producto. Generalmente, los residuos
liquidos presentan altos niveles de azucares, pectina, compuestos organicos solubles y restos de
fruta, lo que puede favorecer la formacion de capas mucilaginosas en los equipos de tratamiento
y promover el desarrollo de bacterias fermentativas. El pH suele ser 4cido y se observan cargas
organicas elevadas (Alfonso & Vargas, 2018). Se analizo 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
operacion 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, aireacién, homogeneizacion,

sedimentacion y vaciado en un proceso continuo y secuencial.
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Industria vitivinicola

El sector vitivinicola presenta una marcada estacionalidad, concentrando la mayor parte de su
produccion durante la vendimia (enero-marzo a nivel nacional). En este periodo, se generan
grandes volimenes de efluentes (hasta 4 m?*/m*® de vino producido), ricos en compuestos
organicos como azucares, etanol, acidos organicos, polifenoles y taninos. La DBO puede
alcanzar niveles altos de 35.000 mg/L a 20.000 mg/L y los so6lidos suspendidos totales son
elevados y varian ampliamente. Asimismo, las aguas residuales de bodegas pueden presentar
baja alcalinidad y pH 4cido, lo que repercute en la composicidn microbiana del sistema de
tratamiento, esto también esta relacionado a las diferentes etapas del proceso como la molienda,
que se realiza durante el periodo de cosecha, la vinificacion, que ocurre al cabo de los treinta a
cuarenta dias posteriores a la molienda y el resto del afio, que conllevan una actividad muy
reducida que se desarrolla con personal minimo, segun el tipo de bodega (tabla 14, 15) (Ugarte et

al., 2000). Se analiz6 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.

DESCARGA CONTINUA DESCARGA BATCH
PARAMETRO UNIDAD ( 10 muestras) ( 4 muestras)
Min. Max. Promedio Min. Max. Promedio
pH — 4,3 6,1 5,3 4,3 6,2 5,5
Conductividad eléctrica umhos/cm 1110 2110 1670 1570 2900 2190
Solidos sedimentables ., 0,1 50 12,0 23 100 70,0
(10 min)
Soélidos sedimentables mL/L 0.4 49 10 20 100 60
(2 hs)
Soélidos totales mg/L 1570 20800 5600 3620 11050 7730
Soélidos suspendidos mg/L 170 2160 700 270 2700 1850
Soélidos 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
o . mg

Nitrégeno amoniacal NoNH./L 0,1 8 1 6 23 10
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Tabla 15. Pardmetros de calidad del agua en la etapa de vinificacion: efluentes originados por el
lavado de piletas y vasijas luego de la fermentaciéon de mostos. Resto del Afo: efluentes
originados por el lavado y desinfeccion de piletas y lavado de filtros. Rauek, 1998. Fuente:

Ugarte et al., 2000.

VINIFICACION (10 muestras)

RESTO DEL ANO (5

PARAMETRO UNIDAD muestras)
Min. Max. Promedio Min. Max. Promedio

pH — 4,3 9,2 6 3,7 12 7,2
Conductividad eléctrica pmhos/cm 1430 2140 1820 1400 7900 4140
(81%"‘:;; sedimentables ) , 0,1 220 26 0,1 32 7,00
(Szé'ri]‘sj;’s sedimentables .\ , 05 80 10 01 22 7
Solidos totales mg/L 1350 12150 3900 2100 9100 4200
Soélidos suspendidos mg/L 580 10300 2200 280 570 390
Sélidos 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
Nitrégeno amoniacal (9, 0,1 30 8 0,1 5 2

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, bafio) y aguas negras

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

biodegradable (restos de alimentos, grasas, excretas), nutrientes como nitrogeno y foésforo,

detergentes, productos de higiene personal, microorganismos patéogenos 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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Tabla 16. Composiciéon y concentracion 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
DQO¢, 185,17 221,00 234,00

DBO:s 47,87 49,64 41,80

NH.-N 13,87 26,28 36,60

NT 19,20 39,81 45,60

PT 2,40 3,95 4,36

Solidos suspendidos 45,67 88,17 63,00
Solidos 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 produccién de celulosa

La industria de produccion de celulosa y papel genera grandes volimenes de efluentes con una
compleja matriz quimica. Estos efluentes provienen principalmente del proceso de coccion de la
madera, el blanqueo de la pulpa y el lavado de equipos. Contienen altas concentraciones de
materia organica disuelta y coloidal (lignina, hemicelulosas, resinas), solidos en suspension,
compuestos clorados (en el caso de procesos con cloro), 4cidos organicos, taninos y compuestos
fenolicos.

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

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

En la tabla 17, se presenta la informacion recopilada en el proyecto FMV_1 2021 1 166805 y
en la Tesis de Maestria de la Ing. Mariana Perroud sobre las PTARs analizadas. Se puede
observar que una gran mayoria de las PTARs presentaba problemas de sedimentacion segun lo
reportado por el personal técnico de las PTARs. Los datos de sedimentabilidad determinados en
el proyecto y en la Tesis de Maestria de la Ing. Mariana Perroud muestran valores muy bajos de
sedimentacion, la observacion microscopica muestra problemas en la conformacion de los

floculos.
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Tabla 17. Datos de las PTAR analizadas en este trabajo segun la informacion recopilada en el proyecto
FMV _1 2021 1 166805 y en la Tesis de Maestria de la Ing. Mariana Perroud. Los datos de
sedimentabilidad de lodos fueron determinados como el volimen de lodo que sedimenta luego de 30
minutos en un cono Imhoff de 1.000 mL (cuanto mas alto el valor peor es la sedimentacion). Se incluyd
datos de la observacion microscopica realizadas en microscopio Optico con aumentos de 10X 40X y
100X. Tanto los analisis de sedimentabilidad y de microscopia optica fueron realizados en el marco del
proyecto FMV_1 2021 1 166805 y la tesis de Mariana Perroud, la gran mayoria con problema de
sedimentabilidad y muestreadas dias al azar.

Tipo de Céd. de la Reporta Sedimentabilidad Estructura de los
> : . Observa- problemas de (mL lodo floculos segun el
planta/ planta de Tipo de planta L. . . B
industria tratamiento cién sedimenta- sedimentadol/L de analisis de
cion muestra) microscopia optica
Deficiente
Lodos activados, en fléculos bien formados,
Celulosa Cef aireacion extendida, Nitrogeno No N.D compactos y presencia
dos piletas en sele o de filamentosas de
paralelo agrega distinta morfologia.
Urea
Deficiente
Lodos activados, en fléculos bien formados,
Celulosa Ce2 aireacioén extendida, Nitrogeno No N.D compactos y presencia
dos piletas en sele o de filamentosas de
paralelo agrega distinta morfologia.
Urea
Lodos activados fléculos compactos,
Frigorifico F1 convencional, dos Si 950 presencia de filamentos
piletas en paralelo fuera de los fléculos
Lodos activados Planta fléculos compactos,
Frigorifico F2 convencional, dos nueva Si 400 presencia de filamentos
piletas en paralelo fuera de los floculos
Lodos activados
Malteria para Ma convgnmonal Si 900 fléculos poco compactos
cerveza precedido de un
biofiltro.
Reactor batch Produccion .
secuencial. aireacion zafraI‘ con . fléculos poco compactos
Mermelada Me intermite,nte dos cambio de Si 675 con abundancia de
) ’ materia filamentos
piletas en paralelo )
prima
Sistema de lodos
activados con Produccion
aireador Venturini, zafral, flculos abiertos
Vitivinicola V1 seguido de una problemas Si 1000 ) ’
h muchos filamentos
laguna facultativa, con la
humedales y filtro de aireacion.
arena.
Lodos activados, Problemas
Tratamiento aireacion durante la fléculos abiertos y poco
de efluentes D1 convencional, Si 900 yp
P . . temporada compactos
domésticos desinfeccion por d
e verano
cloro
Lodos activados,
Tratamiento aireacion Problemas
de efluentes D2 co.nvencllc,JnaI, durante la Si 950 fléculos abiertos y poco
domeésticos desinfeccion por temporada compactos
cloro de verano
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Tipo de Céd. de la Reporta Sedimentabilidad Estructura de los

. Observa- problemas de (mL lodo floculos segun el
planta/ planta de Tipo de planta L, . . A
. . . cion sedimenta- sedimentado/L de analisis de
industria tratamiento L. . e
cion muestra) microscopia optica
Filtro biolégico (solo
temporada alta),
Tratamiento Lodos Zmzlftr:?:
de efluentes D3 activados,aireacion Si 525 floculos poco compactos
P . temporada
domésticos convencional,
. . de verano
desinfeccion por
cloro
Lodos activados,
Tratamiento aireacion extendida, Planta
de efluentes D4 remocion de nitrato y No N.D. N.D.
o ; ” nueva
domésticos de P, desinfeccion
por UV

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

Procesamiento de las muestras

Las muestras de biomasa destinadas al analisis de FISH se fijaron inmediatamente en
paraformaldehido al 4 % y se almacenaron en freezer a -20 °C. Las muestras de biomasa
destinadas a analisis basados en el ADN (qPCR y secuenciacion masiva), se centrifugaron a
5.000 rpm y el pellet se almaceno en freezer a -20 °C. Las muestras fueron transportadas en frio
al Laboratorio de Ecologia Microbiana (LEM) del IIBCE (Montevideo) para ser analizadas (tabla
18).

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

Planta/Industria Cddigo PTAR FISH gPCR Sec. Masiva
Celulosa Ce1 2 3 3
Ce2 2 4 4
Frigorifico F1 2 5 8
F2 2 8 8
Malteria Ma 1 3 4
Mermelada Me 2 9 10
Vitivinicola VA1 2 12 12
Domeésticos D1 2 1 5
D2 1 1 2
D3 1 1 2
D4 - 1 -
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Extraccion de ADN

Las muestras fueron descongeladas y posteriormente se extrajo el ADN a partir de 250 mg de
biomasa huimeda, utilizando el kit Quick DNA fecal/soil Microbe Miniprep Kit de Zymo
Research, siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y concentracion de ADN se
determind utilizando el equipo Nanodrop (Thermo Nanodrop 1000 Spectrophotometer) y el
programa Laptop Running ND1000 Versién 3.8.1. En las muestras utilizadas para qPCR la
concentracion de ADN se determind utilizando el fluorometro Qubit (2.0 Fluorometer,
Invitrogen) el cual proporciona un intervalo de deteccion lineal de 0,2 a 100 ng y es altamente
preciso para la deteccion del ADN bicatenario, incluso en presencia de ARN, esencial para la

cuantificacion precisa de acidos nucleicos en aplicaciones como qPCR.

Cuantificacion del numero de copias de organismos del filo Chloroflexota

mediante gPCR

La abundancia de microorganismos del filo Chloroflexota se cuantifico6 mediante qPCR
utilizando primers especificos para este grupo dirigidos al gen ARNr 16S:  94IF
(AAACCACACGCTCCGCT) (Gich et al., 2001) y 1223R (CCATTGTAGCGTGTGTGTMG)
(Bjornsson et al., 2002). La metodologia se basd en el protocolo descrito en el trabajo de
Bovio-Winkler et al. (2018). Se utiliz6 el termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science,
Sidney, Australia) con el kit de PCR SYBR Green (Qiagen, Hilden, Alemania), cada reaccion se
realizd con 15 pl de master mix con 5 pl de muestra de ADN o agua milliQ para las muestras

blanco. El protocolo detallado se presenta en el Anexo.

Se utilizd como estandar para la curva de calibracion un producto de PCR correspondiente al
clon 58, obtenido a partir del andlisis del gen ARNr 16S por clonacion. 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 calibracion se realizaron diluciones seriadas del producto de PCR del estdndar
de manera de tener diferentes diluciones de 1E+6, 1E+5, 1E+4, 1E+3, 1E+2 copias/ng ADN del
gen del ARNr 168 para el filo Chloroflexota. La curva de calibracion tuvo un R? entre 0,98872 y
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0,99822. La eficiencia de la reaccion de qPCR estuvo entre 99 % y 107 %. Para el anélisis de las
muestras se utilizé diluciones al décimo del ADN gendmico extraido. Todas las reacciones se
realizaron por duplicado y se utiliz6 un control negativo sin agregado de ADN. Los resultados se

presentan como el promedio entre las réplicas junto con la desviacion estandar.

Técnica de hibridacion in situ fluorescente

La técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) se llevd a cabo con el objetivo de
determinar la morfologia celular y la distribucion espacial de las bacterias del filo Chloroflexota
en los floculos. El protocolo seguido fue adaptado de Bovio-Winkler et al. (2018) y se presenta
en la seccion de Anexo con mayor detalle. Brevemente, para la fijacién de las células (para
preservar la estructura celular) se utilizé paraformaldehido al 4 %, este proceso produce enlaces
cruzados entre proteina-proteina o proteina-acido nucleico, por lo cual a partir de este punto la

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

En la hibridacion se incubaron las muestras con la sonda especifica para las bacterias del filo
Chloroflexota (CFX1223R: CCATTGTAGCGTGTGTGTMG y GNSBY41:
AAACCACACGCTCCGCT) marcadas con Cy3 (Bjornsson et al. 2002; Gich et al. 2001) a 46
°C durante 90 min. Luego se procedio al lavado con buffer de lavado (la composicion del buffer

se presenta en la seccidon Anexos) mas una tincidn celular con 4°,6’-diamin-2-fenilindol (DAPI).

Las muestras se observaron mediante microscopia confocal de barrido laser con el microscopio
Zeiss modelo LSM 800; (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania), disponible en el IIBCE. Las
imagenes de los microorganismos se registraron con el programa “ZEN 2.6 system”. Se
utilizaron los laser 20 Rhodamina (BP 540 nm — 552 nm) y 49 DAPI (BP 335 nm — 383 nm).
Para el procesamiento de las imagenes se utilizd la version Fiji Is Just del programa Imagel

(Image Processing and Analysis in Java).

Para poner a punto la técnica se utiliz6 un cultivo puro de Sphaerobacter thermophilus cepa

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

ARNr 16S

A partir del ADN extraido de las muestras, se realizo la secuenciacion 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 region V3-V4 del gen de ARNr 16S: Bakt 341F:
CCTACGGGNGGCWGCAG, Bakt 805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC. Se solicitd una
cobertura de al menos 100.000 secuencias paired-end (300 pb) por muestra. Una vez recibidos
los resultados de la secuenciacion se procedio a realizar el analisis bioinformatico utilizando el
programa “Quantitative Insights Into Microbial Ecology’ pipeline”, QIIME2 v2023.7 (Bolyen et
al., 2019). Para su procesamiento se realizé la deteccion y eliminacion de secuencias de baja
calidad, quimeras y generacion de Secuencias de Amplificacion Variadas (por las siglas en inglés

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

La secuenciacion masiva de la regiéon V3-V4 del gen ARNr 16S gener6 un total de lecturas que,
tras los procesos de control de calidad, adaptadores, eliminacion de quimeras y eliminacion 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 asignacion taxondémica se utilizd la base de datos MiDAS (Dueholm et al., 2024). Esta
base de datos es especifica para sistemas de tratamiento de aguas residuales e incluye secuencias

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

Para la visualizacion de los resultados se obtuvieron graficos de barplots y heatmaps
representando las abundancias relativas de las comunidades a los diferentes niveles taxondmicos
y se realizaron analisis multivariados. Para esto se utilizaron los paquetes en RStudio (R version

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

Cuantificacion del filo Chloroflexota por qPCR

Con el objetivo de cuantificar especificamente a los organismos del filo Chloroflexota se utilizo
la técnica de qPCR con primers especificos para este grupo. La concentracion de ADN

determinada utilizando el equipo Qubit vari6 entre 7,19 ng/uL y 516 ng/pL.

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 reaccion, se observo un tnico pico con una Tm
= 86.5 lo que indica que se obtuvo el amplicoén esperado. En el caso de las muestras, estas se
encontraron dentro de los valores de la curva de calibracion de E+06 y E+02 expresado como
numero 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 calibracion qPCR para bacterias Chloroflexota (A), curva de Melting para las
muestras de la curva de calibracion (B), curvas de amplificacion de los estandar y de las muestras (C),
curva de Melting para las muestras y curvas de calibracion (D).

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

Los resultados de la cuantificacion 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 mas bajo el reactor de la industria frigorifica (F1-3)

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

En el reactor de la industria vitivinicola de la cual se obtuvieron méas muestras en el tiempo, se
observd 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 cuantificacion 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 desviacion estandar entre los valores.

Tipo de Cadigo de la planta Cantidad de Numero de copias/ng ADN
planta/industria de tratamiento muestras (promedio) (std)
Celulosa Cef 3 1,10E+04 6,14E+02
Ce2 4 1,81E+04 8,77TE+02
Frigorifico 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
Vitivinicola V1 1 4,38E+03 4,98E+02
Malteria para Ma 3,21E+03
cerveza 3 2,82E+04

Domeésticos D1 1 2,93E+04 3,34E+03
D2 1 2,96E+04 1,59E+03
D3 1 1,11E+03 1,87E+02
D4 1 6,68E+02 6,44E+01

Analisis por industria

Cuando se analiz6 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 mas 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 frigorificas (F1 y F2) presentaron valores mas homogéneos en
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comparacion con los obtenidos para las PTARs de las industrias de produccion de celulosa (Cel

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

La PTAR de la malteria (Ma) presentd valores entre 4,84E+04 y 4,35E+03 copias/ng ADN.
Mientras que la PTAR de la industria vitivinicola, el cual tiene mayor nimero de muestras a lo
largo del tiempo, mostré 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 malteria (Ma) (figura 11).

1,00E405
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Numero de copia del gen del ARNr 16S para el filo
Chiloroflexota por nanogramos de ADN total (copias/ng
ADN)

Planta de tratamiento de aguas residuales

Figura 11. Cuantificacion de bacterias del filo Chloroflexota mediante qPCR por industria y
planta de tratamiento (separada por color), las muestras que fueron tomadas el mismo dia 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 caracteristicas del agua residual a tratar sobre la abundancia del filo
Chloroflexota, se realizd un anélisis de los datos obtenidos por qPCR agrupando las muestras en
segun el tipo de efluente a tratar, agrupando las muestras de las PTAR de las industrias de
celulosa (Cel y Ce2), las de los frigorificos (F1 y F2) y las de aguas residuales domésticas (D1,
D2, D3, D4) (figura 12).
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Figura 12. Graficas de boxplot que muestran los resultados de cuantificacion del filo Chloroflexota por
gPCR agrupando las muestras por tipo de agua residual (en base logaritmica).

La grafica de boxplot muestra que no existen grandes diferencias en la abundancia de los
organismos del filo Chloroflexota segun el tipo de agua residual a tratar, la mayor dispersion 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, vineria y malteria son

de una sola PTAR tomadas en diferentes dias de muestreo.
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Analisis de las comunidades microbianas mediante secuenciaciéon masiva del gen

ARNr 16S

Comunidad microbiana total

Se analizé en primer lugar la comunidad total a nivel de filo y clase, para luego analizar en
profundidad la comunidad dentro del filo Chloroflexota utilizando Uinicamente las secuencias

clasificadas dentro de este grupo.

Los resultados del andlisis de la comunidad microbiana caracterizada a nivel de filo mostraron
que los filos mds abundantes en todos los reactores fueron Proteobacteria, Chloroflexota

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

El filo Chloroflexota present6 una abundancia relativa que vari6 entre 1,8 % y 39,7 %. La PTAR
de la industria vitivinicola present6 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 frigorificos 23,5 % (std=9,1 %)
y la PTAR de la malteria un valor promedio de 25,5 % (std= 6,7 %). Observandose los valores
maximos puntuales en las muestras de las PTARs de las industrias, vitivinicola (39,7 %),
malteria (34,1 %) y celulosa (31,2 %) y los valores mas bajos en muestras de las PTAR de

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

Se realizé grafico de Ridge Plot para el andlisis de la distribucion 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 graficas muestran que las muestras de las PTARs de las
industrias frigorifica y de tratamiento de efluentes domiciliarios mostraron curvas de densidad
mas 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 vineria tuvieron una abundancia relativa del filo Chloroflexota menos variable.
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10 most abundant Phylum
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b)

Distribucion de abundancia relativa de Phylum por planta
Resaltado: Chloroflexi
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Figura 13. a) Grafico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por filo de acuerdo al anélisis de las comunidades microbianas mediante
la secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizé un cédigo de color donde la mayor abundancia relativa se muestra en rojo y los de

menores abundancia relativa en azul.

b) Grafico Ridge Plot que muestra la variabilidad de la distribucion de la abundancia relativa por filo de las muestras tomadas de las diferentes
plantas de tratamiento de aguas residuales de acuerdo al analisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciacion masiva del gen del

ARNTr de 16S para los ASVs clasificados para el filo Chloroflexota. Las muestras se agruparon por tipo de efluente a tratar.

58



Se realizo un analisis de PCoA (Analisis de Coordenadas Principales, indice de Bray-Curtis)

utilizando la abundancia relativa de todas las ASVs clasificadas dentro del Dominio Bacteria, el
resultado de este andlisis mostrd un agrupamiento de las muestras por planta de tratamiento y

por tipo de agua residual tratada, el eje “y” (Axis2) representd el 14,2 % de la variacion de los
datos mientras que el eje “x”’ (Axisl) represent6 el 20,7 % de la variacion (totalizando 34,9 % de
la variacion) (figura 14.a). Cuando se realizé este analisis con las ASVs clasificadas dentro del
filo Chloroflexota se obtuvo un resultado similar. En este anélisis, el eje “y” (Axis2) representd
el 13,8 % de la variacion de los datos, mientras que el eje “x” (Axis.1) represento el 18,5 % de la

variacion (totalizando 32,3 %) (figura 14.b).
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Figura 14. a) Analisis 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 analisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciacion masiva del
gen del ARNr de 16S.

b) Analisis 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 analisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciacion 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 vitivinicola 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
periodo superior a un afio, lo que permite inferir cambios temporales en su composicion

microbiologica.

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 comparacion con otras plantas de tratamiento analizadas.

Asimismo, las muestras de las PTARs de las industrias de celulosa, malteria, frigorifico y las de
tratamiento de aguas residuales domésticas se agruparon en un mismo cluster, aunque se
distinguen por planta. Este agrupamiento es particularmente cercano en el andlisis 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 andlisis a nivel de clase, Anaerolineae fue la clase predominante dentro del
filo Chloroflexota (figura 15), con una abundancia relativa que vario 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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5 most abundant Class for Phylum Chloroflexi
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Remaining taxa (5)-

Figura 16. Grafico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por clase dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al analisis de las
comunidades microbianas mediante la secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizo un coédigo 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 andlisis se hizo a nivel de orden, se observd que el orden Caldilineales predomind en la mayoria de las plantas de

tratamiento (figura 17).

10 most abundant Order for Phylum Chloroflexi
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Figura 17. Grafico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por orden dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al analisis de las
comunidades microbianas mediante la secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizo un codigo 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 mas predominantes fueron: Caldilineaceae para la mayoria de las plantas y Anaerolineaceae predomind en las
plantas de tratamiento de aguas residuales de las industrias de Malteria, Mermeladas y de efluentes domésticos; excepto la familia

Amarolineaceae que predomind en las plantas de tratamiento de agua residuales de la industria frigorifica (F1 y F2) (figura 18).
10 most abundant Family for Phylum Chloroflexi
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Figura 18. Grafico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por familia dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al analisis de las comunidades
microbianas mediante la secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizé un cédigo 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 especificos de cada planta, por ejemplo, en la PTAR de la industria vitivinicola el género
predominante fue midas g 1668 que se mantuvo como el mas abundante a lo largo del tiempo,
mientras que en las otras plantas predominan otros géneros. Si bien hay algunos géneros que se

comparten en mas 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 PTARSs con un tipo de
agua residual caracteristica. Las PTARs de tratamiento de aguas residuales domésticas y la PTAR
de la industria de malteria comparten los géneros Leptolinea y Anaerolinea, las PTARs de
efluentes domésticos y de frigorificos comparten el género midas g 859, las PTARs de efluentes
domésticos, frigorifico, malteria y mermelada comparten el género midas g 5463 (parte del
género Ca_Defluviifilum), las PTARs de las industrias de mermelada y vitivinicola comparten el

género Ca_Defluviifilum (tabla 20).
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25 most abundant Genus for Phylum Chloroflexi
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Figura 19. Grafico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por familia dentro del filo Chloroflexota, de acuerdo al analisis de las comunidades
microbianas mediante la secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S. Se utilizé un codigo de color donde la mayor abundancia relativa se muestra en rojo y
los de menores abundancia relativa en azul.

68



20 most abundant Genus for Phylum Chloroflexi- Celulosa

midas_g_3043; midas_s_9857 -

midas_g_10496; midas_s_10496-
midas_g_10673; midas_s_10673-
f__Caldilineaceae_ASV5081; f__Caldilineaceae_ASV5081-
midas_g_10673; midas_s_18002-
midas_g_115685; midas_s_115685-
Ca_Defluviifilum; midas_s_4844-
midas_g_12378; midas_s_12378-
Ca_Pachofilum; g__Ca_Pachofilum_ASV4890-
midas_g_12378; g__midas_g_12378_ASV5077-
midas_g_20665; midas_s_31730-
f__JG30-KF-CM45_ASV4112; f__JG30-KF-CM45_ASV4112-
midas_g_28814; midas_s_28814-
Ca_Amarobacter; Ca_Amarobacter_glycogenicus-
midas_g_24368; midas_s_24368-
midas_g_13751; g__midas_g_13751_ASV5335-
midas_g_1668; midas_s_23350-
midas_g_11260; midas_s_11260-
midas_g_11376; midas_s_21287-
midas_g_33869; g__midas_g_33869_ASV5107-
Remaining taxa (151)-

20 most abundant Genus for Phylum Chloroflexi- Domesticos

Ca_Tricholinea; midas_s_9648- I D
midas_g_1422; midas_s_13680- o7 211 3 N
Anaerolinea; midas_s_17156- I . |—
midas_g_467; midas_s_1462- 45 83 87

Leptolinea; midas_s_14244- _% 12.2

Leptolinea; g__Leptolinea_ASV5485- _—_—
Anaerolinea; midas_s_24005- _—

midas _g_2702 midas_s_8654- _—I e T
midas_g_156; g_ midas_g_156_ASV&789- | 1 21 66 TR ]
Longiinea; g_ Longilnea_ASV5613- ~ 2r | 29 | 18 |
midas_g_d67; g_ midas_g_d67_ASV5780- 36 &5 08
Leptolinea; midas_s_16158- | 19 22 21

midas_g_859; g__midas_g_859_ASV4134- | o [ o [ o |
Ca_Sarcinithrix; midas_s_9994- 48 4 14
Ca_Sarcinithrix; g__Ca_Sarcinithrix_ASV5228- | 44 | 02 | o |
0

I

0

_

IIW_

mides_g_5463;g__midas_g_5463_ASvs018- [ @ | 8 |

Remalnlng taxa (270)

B IIIIII |

Di-1a- B

249
5
a
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20 most abundant Genus for Phylum Chloroflexi- Frigorifico

midas_g_2527; midas_s_10756-
midas_g_859; g_ _midas_g_859_ASV4144-
midas_g_5463; g__midas_g_5463_ASV5018-
midas_g_18027; midas_s_19965-
Ca_Villigracilis; midas_s_14384-
midas_g_5463; g__midas_g_5463_ASV5014-
midas_g_11938; midas_s_30061-
midas_g_26123; midas_s_28991-
midas_g_18027; midas_s_23544-

Ca_Amarclinea; midas_s_553-

b

fsf s
Ty e

139

midas_g_4042; midas_s_8697 -
midas_g_8354; g__midas_g_8354_ASV6240-
midas_g_21647; midas_s_21647-

UTCFX1; midas_s_18998-

Ca_Amarobacter; Ca_Amarobacter_glycogenicus-
midas_g_27545; midas_s_30983-
midas_g_4374; midas_s_13455-

Anaerclinea; midas_s_238633-

Ca_Caldilinea; Ca_Caldilinea_saccharophila-
Kouleothrix; midas_s_3423-

Remaining taxa (296)-

w©
W

B

w II% I

b=
N
-
©
IS

F1-3
Fid-

F2-2a I 2
N IIIIIIIIIIIIIII

Fi-1a- |
F2-3a-

20 most abundant Genus for Phylum Chloroflexi- Malteria
Leptolinea; midas_s_118946- _— 9.1 5
Anaerolinea; midas_s_72306- ‘
midas_g_5463; midas_s_7555-
midas_g_5463; g__midas_g_5463_ASV5042-
Anaerolinea; midas_s_17156-
Leptolinea; g__Leptolinea_ASV5532-
midas_g_824; midas_s_824-
Leptolinea; midas_s_23502-
midas_g_2702; midas_s_8654-
midas_g_5463; g__midas_g_5463_ASV5043-
midas_g_667; midas_s_22167 -
midas_g_5463; g__midas_g_5483_ ASV4998-
midas_g_467; midas_s_1462-
midas_g_7812; midas_s_18798-
midas_g_5463; g__midas_g_5463_ASV5041-
midas_g_5463; midas_s_58543-
midas_g_1184; midas_s_1184-
f__Caldilineaceas_ASV4976; f__Caldilineaceas_ASV4976-
Anaerolinea; g__Anaerolinea_ASV5656-
midas_g_667; midas_s_51009-
Remaining taxa (160)-
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20 most abundant Genus for Phylum Chloroflexi- Mermelada

midas_g_5463; g__midas_g_5463_ASV5040- 121 10.3 124 9.7 10.5
Ca_Defluviifilum; midas_s_5749- 177 6.8 102 13.2 10.1

Ca_Sarcinithrix; midas_s_1489- 4.1 7 10.4 8.1 56

midas_g_2621; midas_s_12400- 6.4 10.6 28 3:3 35

midas_g_5463; g_ midas_g_5463 ASV4998- 18 45 5 6.5 58
midas_g_33869; midas_s_49648- 2.3 50 53 52 32
f__Caldilineaceae_ASV4975; f__Caldilineaceae_ASV4975- 5 19 2 3 69
midas_g_4042; g midas_g_4042_ASV4074- 1.2 19 47 49 45
midas_g_1083; midas_s_1083- 25 2 27 3.2 202

midas_g_2621; midas_s_31082- 2 51 24 2 22
Ca_Amarobacter; midas_s_10836- 08 1.6 2.4 45 26
f__Roseiflexaceae_ASV4741; f__Roseiflexaceae_ASV4741- 3 03 1:3 1.6 27
Ca_Sarcinithrix; g__Ca_Sarcinithrix_ASV5224 - iy 19 18 1.8 24
midas_g_1668; g__midas_g_1668_ASV5063- 09 1.8 2 1.4 28
midas_g_3297; g__midas_g_3297_ASV5101- 45 22 06 08 1
midas_g_4042; g__midas_g_4042_ASV4073- 07 0.9 26 1l 2.3
Ca_Amarobacter; Ca_Amarobacter_glycogenicus- 16 11 2 16 15
midas_g_1965; midas_s_17368- 0.9 1.3 i13) 153 28

Ca_Sarcinithrix; g__Ca_Sarcinithrix_ASV5228- 0 0 1.8 1.3 27
midas_g_4042; g_ midas_g_4042_ASV4077- 09 0.7 21 15 17
Remaining taxa (142)- 289 347 243 238 228

= = = = =

20 most abundant Genus for Phylum Chloroflexi- Vitivinicola

midas_g_1668; g__midas_g_1668_ASV5068- 45 47.8 26 40.8 56.5 239 17.9 342 46.7 50.4
midas_g_1668; g__midas_g_1668_ASV5070- 219 185 0 205 328 76 6.7 171 19.4 185
midas_g_1360; g__midas_g_1360_ASV5046- Tt 78 65 13 04 1 6.1 10.2 si 33
midas_g_2138; g__midas_g_2138_ASV5136- 66 aa 2 07 05 109 249 121 57 63
midas_g_1348; midas_s_42741- 38 49 95 19 1 19 48 54 6.1 44
Ca_Defluviifilum; midas_s_4844- 3 26 0 09 03 6.7 89 6.7 2.4 28
midas_g_1965; g__midas_g_1965_ASV4973- 09 0 08 33 01 9 38 21 23 06
midas_g_1865; midas_s_17368- 1 14 07 88 01 57 32 1 05 1
Ca_Flexifilum; Ca_Flexifilum_affine- 1 24 35 37 01 05 13 15 (e 33
Longilinea; g__Longilinea_ASV5613- 14 09 0 02 02 4 16 19 13 o7
f__JG30-KF-CM45_ASV4105; f__JG30-KF-CM45_ASV4105- 0 02 0 03 01 31 6.1 0 09 0.7
Ca_Defluviifilum; midas_s_5749- 1 1.5 0.2 0 0 26 22 0 0.4 1.6
midas_g_3626; g__midas_g_3626_ASV4095- 13 1.3 12 0 0 14 13 04 13 04
midas_g_2702; midas_s_8654- 12 11 04 04 01 33 0 0 0 16
midas_g_23973; g__midas_g_23973_ASV5900- 0 0.7 0 41 0 0 0 08 07 122
midas_g_2621; g__midas_g_2621_ASV4912- 05 07 31 0 0 0 0 06 04 09
midas_g_5914; midas_s_17679- 03 1 27 25 0 0 0 0 0.1 0
midas_g_467; midas_s_1462- 0 0 0 0 0 3 Py 0 07 0.6
midas_g_8589; g__midas_g_859_ASV4087- 04 0 05 05 0 12 1 0 1.5 04
Litorilinea; midas_s_27590- 1 07 0 0 0 0 0 19 14 0.1
Remaining taxa (85)- 24 a2 77 10 Ta (1 147 8 33 a i1l
= 5 - 2 & 3 2 . 5 i
< s < = s > > > > >

Figura 20. Grafico de mapa de calor que muestra la abundancia relativa por género dentro del filo Chloroflexota, de
acuerdo al analisis de las comunidades microbianas mediante la secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S. Se
utiliz6 un cdédigo 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; ¢) Frigorifico;
d) Malteria; 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 Domeésticos Frigorificos Malteria Mermelada Vitivinicola
midas_g 3043 Ca. Tricholinea midas g 2527 midas_g 2621 midas g 1668
midas g 10673 Leptolinea Leptolinea Ca. Defluviiflum 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 observo también diferencias en las abundancias relativas a nivel de género en las diferentes
PTARs. En las PTARs de las industrias de celulosa se observd mayor abundancia relativa en los
géneros midas_g 3043, midas_g 10673, midas g 10496. En las PTARs de efluentes domésticos
se observo 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
frigorificos se observo mayor abundancia relativa en los géneros: midas_g 859, midas_g 5463,
midas g 2527. En la PTAR de Malteria se observo mayor abundancia relativa en los géneros,
Leptolinea, Anaerolinea, midas_g 5463 y en la PTAR de la industria de mermeladas se observo
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 vitivinicola: se
observd 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 si fueron detectados previamente en PTARs ya que se
han clasificados segun la base de datos de MiDAS, estos géneros se representan como g seguido
de un numero. Por lo tanto, la informacidon sobre estos microorganismos en la bibliografia es

€scasa.
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Observacion de la morfologia de las bacterias del filo Chloroflexota mediante FISH

En respuesta al objetivo especifico d), que consiste en verificar la presencia de morfologia
filamentosa y determinar su localizacion dentro de los floculos, se llevo a cabo un anélisis de las
muestras provenientes de las PTARs mediante la técnica de FISH, empleando sondas especificas
para el filo Chloroflexota. Como control positivo, se utiliz6 un cultivo puro de Sphaerobacter
thermophilus, el cual mostrd hibridacion positiva con la sonda, confirmando la correcta
ejecucion del procedimiento de hibridacion (figura 21). Ademds, se analizd6 una muestra
previamente estudiada de una PTAR, en la cual se habia detectado la presencia de filamentos que

hibridaban con la sonda, permitiendo verificar que el método funcion6 adecuadamente en una

matriz compleja (figura 21 y 22).

Figura 21. Micrografia 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 malteria (derecha), microscopia de barrido laser confocal, imagenes
producidas digitalmente con pseudocolores. La muestra se hibrido simultdneamente con sondas marcadas
con Cy3 dirigidas al filo Chloroflexota GNSB941 y CFX1223R (verde), y tincion DAPI (azul), (barra, 10

um).

Se analiz6 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 morfologia

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 especificas aunque si se detectd sefial positiva

de la sonda (tabla 21) (figura 23).

Figura 22. Micrografia de muestras tomadas de la planta de tratamiento de aguas residuales utilizada
como control positivo (+). En las micrografias se observa en verde la sefial (+) para bacterias del filo
Chloroflexota, y en azul la tincion por DAPI. (barra, 10 um).

Tabla 21. Muestras en las cuales se realizo la técnica de FISH. En total se analizaron 22 muestras.

Deteccion de
microorganismos no
filamentosos

NUmero muestras Coédigodela Deteccion de
analizadas por FISH muestra Filamentos

N

Ce1-1 + -

Ce2-2a -
F1-2a -
F1-3 -
F2-1a -
F2-1b -
Ma-2

Me-1a

Me-2a - -
D1-2 -
D2-2 -
D3-2 +

V1-3a + -
V1-14 +

5 Control +* +**

+ + + + + + +

[EEE N UG U U O R U UL U U U G S O]

* cultivo puro de Sphaerobacter thermophilus
** muestra compleja con bacteria filamentosa del dilo Chloroflexota
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Figura 23. Micrografias tomadas de las muestras de las PTARs de Celulosa (a, b, ¢, d), Mermelada (e, f),
Vitivinicola (g, h), Frigorifico (i, j, k, 1), Malteria (m, n) y efluentes domiciliarios (i, o, p, q, T, S)
mediante microscopia de barrido laser confocal (imagenes producidas digitalmente con pseudocolores).
Las muestras se hibridaron simultaneamente con sondas marcadas con Cy3 dirigidas al filo Chloroflexota
GNSB941 y CFX1223R (verde), y tincion DAPI (azul). Imagen compuesta, (barra, 10 pm)

Discusion

Los resultado obtenidos fueron resumidos en la tabla 22, la cual muestra los tipo de plantas
analizados, reportes de problema de sedimentacion, datos de sedimentabilidad obtenidos,
estructura del fléculo, morfologia filamentosa determinada por FISH con sondas especificas,
géneros predominantes segun los resultados de secuenciacion masiva, valores promedios de
abundancia relativa del filo Chloroflexota y los valores promedios de cuantificacion mediante

qPCR. A partir de los datos obtenidos, se procede a responder las preguntas planteadas para esta

tesis de investigacion.
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Tabla 22. Resumen de los resultados del trabajo de tesis y los datos recopilados de las PTARs analizadas.

. o Reporta Sedimen Estructura . A.R. filo Resultado del gPCR
T'{;%?ae c:.g/l%o problemas de tabilidad de fléculos Filal:rlgr-\ltos fli:lfn':e-n:loos Cﬁi?g;; )?c?ta Chlorofle Numero de
P sedimentacion (mLI/L) (MO) xota (%) copias/ng ADN
Promedio std
Ce1 No N.D. fléculos bien Si No 20.5 1,10E+04 6,14E+02
formados,
compactos y *g_3043;
Celulosa presencia de *g_10673;
Ce2 No N.D. filamentosas No Si *g_10496 24.9 1,81E+04 8,77E+02
de distinta
morfologia.
F1 Si 950 fléculos No Si g_2527 29.1 7,25E+03 9,38E+02
compactos,
. , presencia de
Frigorifico )
F2 Si 400 filamentos No Si g.859; g_5463 18 1,43E+04  1,19E+03
fuera de los
fléculos
Malteria Leptolinea;
) fléculos poco ) )
para Ma Si 900 Si Si g_5463; 25.5 2,82E+04 3,21E+03
compactos
cerveza Anaerolinea
fléculos poco g_5463;
. compactos . ) Ca_Defluviifilum
Mermelada Me Si 675 con Si Si 17 4 49E+03 4,85E+02
. Ca_Sarcinithrix;
abundancia

de filamentos

g_4042
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Reporta Sedimen Estructura

A.R. filo

Resultado del gPCR

Tipo de Caodigo - . FISH FISH - No Género de .
problemas de tabilidad de floculos . . Chlorofle Numero de
planta PTAR sedimentacién (mLIL) (MO) Filamentos filamentos Chloroflexota xota (%) copias/ing ADN
Promedio std
fléculos
abiertos, g_1668;
Vitivinicola Al Si 1000 Si No 8.7 4,38E+03 4,98E+02
muchos g_2138; g_1360
filamentos
fléculos
abiertos y
D1 Si 900 No Si 19.7 2,93E+04 3,34E+03
poco
compactos *Ca_Tricholinea
*Leptolinea;
floculos *Anaerolinea
. abiertos y i
D2 Si 950 No Si 36.7 2,96E+04 1,59E+03
PTAR de poco
efluentes compactos
domésticos
Ca_Tricholinea;
Leptolinea;
) fléculos poco )
D3 Si 525 Si No g_859; 9 1,1ME+03 1,87E+02
compactos
g_5463;
Anaerolinea
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.



¢Cudl es la abundancia de bacterias del filo Chloroflexota en sistemas de

tratamiento de aguas residuales de nuestro pais?

La cuantificacion mediante qPCR utilizando cebadores especificos para el gen del ARNr 16S
para el filo Chloroflexota, reveld su presencia en todas las plantas de tratamiento de aguas
residuales evaluadas, confirmando su distribucion en estos sistemas. Los valores de abundancia
variaron entre 2,02E+02 y 7,00E+04 niimero de copias del gen ARNr 16S por ng de ADN total,
siendo los niveles mas bajos detectados en una muestra de una planta frigorifica (F1-3) y los mas

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 especificamente 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 utilizo primers diferentes a

los utilizados en esta tesis se podria considerar que estan dentro de los valores detectados.

Por otro lado, en el trabajo de Bovio-Winkler et al., 2018, se utiliz6 la misma metodologia
utilizada en esta tesis para analizar muestras de reactores metanogénicos del tipo UASB con
biomasa granular, en este trabajo se report6 valores entre E+07 y E+10 copias del gen del ARNr
de 16S de Chloroflexota por ng de DNA, cinco o6rdenes 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 andlisis por industria mostr6 que las PTAR con mayor abundancia relativa de bacterias del filo
Chloroflexota corresponden a sistemas que tratan efluentes con alta complejidad en su

composicion quimica, como las industrias de celulosa, malteria 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 quimicas complejas (Yamada & Sekiguchi, 2009).

En particular, los reactores de malteria 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 seleccion

del filo Chloroflexota en estas condiciones.
éSu abundancia depende del tipo de agua residual tratada?

Los resultados obtenidos mediante qPCR evidencian una asociacién entre la composicion 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 quimica como
los provenientes de la industria de celulosa, los frigorificos, la malteria y los efluentes
domésticos presentaron mayores valores de nimero de copias del gen del ARNr 16S por ng de
ADN total. Esto sugiere que la disponibilidad de diversos sustratos organicos, incluyendo
lignina, proteinas, lipidos, hemicelulosa y compuestos fendlicos, favorece la proliferacion de este

grupo microbiano.

Desde un enfoque funcional, la elevada abundancia de bacterias del filo Chloroflexota en
sistemas alimentados con efluentes complejos podria relacionarse con su rol clave en la etapa de
hidrolisis de la materia orgédnica, en particular en ambientes ricos en celulosa o proteinas
(Petriglieri et al., 2023). Estos resultados refuerzan la hipotesis de que el tipo de sustrato
disponible actia como un factor determinante en la estructura y dindmica de las comunidades

microbianas en sistemas de tratamiento de aguas residuales (Yang et al., 2020).

éCudl es la diversidad del filo Chloroflexota en las plantas de tratamientos de

aguas residuales que estan operando en el pais?

El andlisis de diversidad microbiana mediante secuenciacion masiva del gen del ARNr 16S
permitié caracterizar en profundidad la composicion del filo Chloroflexota en las plantas de
tratamiento estudiadas. A nivel de clase, Anaerolineae fue consistentemente la mas abundante,

con una abundancia relativa que oscil6 entre 47,5 % y 99,8 % (dentro del filo Chloroflexota) en

81



las distintas muestras, seguida por miembros de las clases Chloroflexia, Dehalococcoidia,

OLB14 y KDA-96, aunque estas ultimas 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 aerdbicos como
anaerdbicos (Yamada et al.,, 2007; Narihiro et al., 2015). Su abundancia sugiere una alta
adaptabilidad ecologica, respaldada por su potencial para degradar polimeros complejos, como
celulosa y proteinas, y por su capacidad para participar en asociaciones simbioticas con otros
microorganismos (Petriglieri et al., 2023). En particular, se ha reportado que miembros de este
grupo poseen genes para la utilizacion de oxigeno como aceptor terminal de electrones, lo que
explicaria su presencia en sistemas aerobicos 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 taxondmicos inferiores, se observd una marcada diversidad en las familias y géneros
predominantes que variaron segun 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
vitivinicola, mientras que Anaerolineaceaec predomind en plantas de tratamiento de aguas

residuales domésticas y de la industria cervecera.

A nivel de género, se identificaron diferencias significativas entre los sistemas, destacandose
géneros como Ca_ Defluviifilum, Anaerolinea, Leptolinea, y los géneros identificados segiin
MiDAS como midas g 5463, midas g 859 y midas g 1668. La gran mayoria 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 esta muy claro alin por qué estos microorganismos son dificiles de obtener en cultivo puro.
Una posible explicacion 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 duplicacién que van de cinco horas a
los 19 dias. Considerando ademds, que tienen un metabolismo fermentador de compuestos
orgénicos complejos y simples, existe una gran competencia con fermentadores de rapido
crecimiento por estos sustratos (Sekiguchi et al. 2001). Esto dificulta el enriquecimiento de estos

organismos y por lo tanto su posterior aislamiento.
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En ambientes como los sedimentos marinos, se ha planteado que el crecimiento lento observado
en ciertas especies de la clase Anaerolineae, como Aggregatilinea lenta, podria ser una respuesta
adaptativa a las condiciones de baja disponibilidad de energia y nutrientes caracteristicas 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 podrian explicarse por interacciones
cooperativas o sintréficas con otros microorganismos, o bien por las limitaciones que implica la

eleccion del medio de cultivo adecuado (Campanaro et al., 2020).

En este contexto, han surgido herramientas novedosas como iRep, disefiadas para estimar los
tiempos de duplicacion bacteriana a partir de genomas reconstruidos. Esta metodologia cobra
especial relevancia considerando el crecimiento exponencial de los estudios metagenomicos y la
generacion de genomas ensamblados. Investigaciones recientes basadas en iRep sugieren que las
tasas de duplicacion estdn relacionadas con las funciones metabdlicas codificadas en los
genomas. Por ejemplo, se ha observado que los microorganismos involucrados en la degradacion
de polisacaridos tienden a presentar valores bajos de iRep (indicando un crecimiento mas
rapido), mientras que aquellos implicados en procesos como la degradacion de celulosa o la
fijaciéon de carbono muestran valores mas altos (lo que refleja un crecimiento mas lento)
(Campanaro et al., 2020). La disponibilidad de estimaciones de iRep para numerosas especies,
junto con su vinculacion a funciones ecoldgicas especificas, ofrece una via prometedora para
comprender la dindmica de crecimiento microbiano en procesos como la digestion aerobica. Esta
aproximacion permite ademas superar la limitacion de depender exclusivamente de organismos

cultivables.

Una hipdtesis adicional sostiene que ciertos microorganismos podrian 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 dificil obtener informacion
sobre la fisiologia de estos microorganismos. En la tabla 23 se presenta la informacion

encontrada para cada género, esta informacion proviene de los trabajos de descripcion de los dos
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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 incluidos en la base
de datos de MiDAS 5. La informacidn recabada muestra que estos microorganismos presentan
morfologia filamentosa, y son fermentadores de carbohidratos, aminoacidos y muchos de ellos
almacenan glucogeno. Esta informacion sugiere que el rol de estos microorganismos es la

degradacion de materia organica disponible en las aguas residuales tratadas en estas plantas.
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Tabla 23. Informacion sobre los géneros predominantes en las PTARs analizadas de acuerdo a la bibliografia.

Potencial metabodlico

Morfologia sonda Tipo PTAR
Género (Largo x ancho Aceptador Polimero de Referencia donde se
FISH _ . Fuente de .
(um)) Fisiologia de almacenamiento detectaron
carbono . *
electrones intracelular
g.3043 NA NA NA NA NA NA (Dueholm = o) 10sa
— et al., 2022)
g._10673 NA NA NA NA NA NA (Dueholm = o) 10sa
— et al., 2022)
g._10496 NA NA NA NA NA NA (Dueholm = o) 10sa
- etal., 2022)
I . CFX166 I
Ca_Tricholinea (antes Filamentosa . . (Petriglieri i
g.9648) (10-60 x 0.5-0,9) um CFXmlx NA NA NA Glucdégeno etal., 2023) Domésticos
EUBmix2
Heterotrofo Carbohidratos (Yamada et DomésticosMa
Leptolinea Filamentosa NA Anaerobio S NA Glucégeno .
. aminoacidos al., 2006) Iteria
facultativo
(Dueholm Domésticos
9.859 NA NA NA NA NA NA etal., 2022)  Frigorifico
g.882 NA NA NA NA NA NA (Dueholm = 1 ssticos
- etal., 2022)
( artg_dSeTG\Znero Filamentosa ((:Zl;_:))(gn?:(s NA NA NA Glucoégeno (Petriglieri DFOr:ggf#iigs
P ge (20-250x0,8-1,3) um X 9 etal., 2023)  Malteria
Ca_Defluviifilum) EUBmix
Mermelada
(Dueholm -
g 2527 NA NA NA NA etal., 2022) Frigorificos
(Nierychlo
Anaerolinea Filamentosa CFX64 Heterotrqfo Carpoh!d.ratos NA NA et al.', 2019; Mal’t eria
Anaerobio aminoacidos Sekiguchi Domeésticos
et al. 2003)
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Potencial metabolico

Morfologia sonda Tipo PTAR
Género (Largo x ancho FISH Fuente de Aceptador Polimero de Referencia donde se
(um)) Fisiologia de almacenamiento detectaron
carbono . *
electrones intracelular
Ca_Sarcinithrix (antes
g_425) Filamentos .
(Bacterias filamentosas individuales Células CFX499 Heterotrofo* (Speirs e.t
. . CFX1151 . . N . N , al., 2011;
muy extendidas en PTAR Gram negativas CEXmix anaerobio Carbohidrato 0O, NO; Glucégeno Niervchlo et Mermelada
de lodos activados, tienen una forma . facultativo® r
. e EUBmMix al., 2019)
asociada a problemas cuadrada distintiva
bulking)
(Dueholm
g 4042 NA NA NA NA NA NA etal, 2022) Mermelada
Ca_Amarobacter Forma de bastén CEXT 9.3 Heterdétrofo Carpoh!d.ratos - . (Petriglieri
CFXmix . aminoacidos . Glucégeno Mermelada
(antes g_731) (1-2x0,3-0,5) ym . Aerobico . O,; NO; et al.,, 2023)
EUBmMIx2 proteinas
Filamentosa CFX86a .
9_1668 (40'y 160 x CFXmix NA NA NA NA (Speirs et \ivinicola
(antes Ca. Catenibacter) 1-1,5) ym EUBMIx3 al., 2019)
(Dueholm s
g 2138 NA NA NA NA etal., 2022) Vitivinicola
(Dueholm e
g 1360 NA NA NA NA etal, 2022) Vitivinicola

La anotacion metabdlica se determind mediante anotacién metabdlica (sin asterisco) o se validd 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 adaptacién a matrices quimicas variadas, sino también su potencial funcional en la
red tréfica 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.
éDifieren segun el tipo de agua residual que tratan los sistemas?

Los andlisis multivariados realizados sobre las secuencias asignadas al filo Chloroflexota
permitieron observar diferencias en la composicién de su comunidad entre los distintos tipos de
agua residual tratada. El andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en la distancia de
Bray-Curtis mostr6 un patron de agrupamiento consistente con el tipo de industria y la
composicion del agua residual, tanto a nivel de comunidad microbiana total como
especificamente para el filo Chloroflexota. Esto sugiere que la estructura de esta comunidad

microbiana estd influenciada de manera importante por las caracteristicas del efluente tratado.

En particular, se evidencié una clara diferenciacion de la comunidad asociada al reactor de la
industria vitivinicola, la cual mostr6 una estructura distinta al resto, probablemente como
resultado de su produccion estacional, las altas cargas organicas asociadas a compuestos como
taninos, etanol y acidos organicos, y el disefio particular de la planta (sistema de aireacion de
Venturini). De igual forma, las muestras de las plantas que tratan efluentes domésticos, de
frigorificos, de celulosa y de la malteria tendieron a agruparse, reflejando la similitud quimica de
sus efluentes ricos en polimeros de compleja degradacion como proteinas, lipidos, celulosa,

lignina, etc., lo que podria seleccionar una estructura de comunidad microbiana similar.

Las plantas de tratamiento de las industrias de celulosa y de efluentes domésticos, por ejemplo,
mostraron mayor dispersion en la composiciéon de sus comunidades, lo cual podria 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 vitivinicola presentaron una menor
variabilidad, probablemente asociada a regimenes de operacion mas predecibles o a un disefio

del sistema que amortigua las fluctuaciones en la composicion del efluente.
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Estos hallazgos coinciden con otros estudios que describen como el tipo de sustrato, la
complejidad del agua residual y el disefio del reactor influyen en la conformacion 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 fisico-quimico del reactor, sino

que se estructura o conforma segun las caracteristicas del agua residual tratada.
éTienen morfologia filamentosa?

La técnica de hibridacioén in situ fluorescente (FISH) permiti6 confirmar que en cinco de los diez
sistemas analizados se detectd organismos del filo Chloroflexota con morfologia filamentosa,
caracteristica ampliamente reportada en la literatura para este grupo (Yamada et al., 2005;
Petriglieri et al., 2023). La hibridacidn positiva con sondas especificas (GNSB941 y CFX1223)y
la observacion por microscopia confocal revelaron una distribucion de estos filamentos tanto en
el interior como en la periferia de los floculos, formando redes interconectadas que sugieren un

rol de andamiaje dentro de la biomasa.

Este patron espacial apoya la hipdtesis de que los organismos del filo Chloroflexota,
especialmente de la clase Anaerolineae, participa activamente en la formacion y estabilizacion de
floculos y, posiblemente, en etapas iniciales de agregacion microbiana (Sekiguchi et al., 1999;
Nielsen et al., 2009). Este comportamiento ha sido asociado con la llamada “teoria del
espagueti”, que propone que bacterias filamentosas actian como un red de andamiaje para la

formacion de floculos y granulos (Wiegant & de Man, 1986).

La morfologia filamentosa observada también estd alineada con su rol como bacterias
hidroliticas, al facilitar el acceso a polimeros organicos en la interfase solido-liquido del floculo.
Esta localizacion estratégica sugiere que su estructura alargada favorece la interaccion con
sustratos complejos, como celulosa, pectinas o proteinas, lo que podria explicar su proliferacion

en matrices quimicas ricas en polimeros (Yamada et al., 2007).

Ademas, la distribucion de las bacterias del filo Chloroflexota observada en este estudio coincide
con la reportada en estudios previos sobre sistemas de lodos activados aerdbicos y sistemas
anaerdbicos, donde se destaca su capacidad para formar parte de comunidades filamentosas

complejas, y su contribucion a la retencion 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 morfoldgico no es circunstancial, sino una caracteristica 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, si se detectd sefial
positiva con las sondas en estas muestras. Este resultado podria explicarse por posibles
limitaciones metodologicas que impidieron la visualizacion de la morfologia filamentosa, como
la presencia de exopolimeros u otros compuestos que puedan interferir con la deteccion, o bien
porque los filamentos se encontraran dentro de los floculos, impidiendo su observacion. Otra
hipotesis es que los microorganismos del filo Chloroflexota presentes en dichas muestras no sean
blanco de las sondas utilizadas. Esta ultima posibilidad es plausible en el caso de las muestras F1
y F2 (de frigorifico), ya que en estas predominan microorganismos de géneros no identificados y
diferentes a los que se detectaron en las muestras en las que si se observaron filamentos. Sin
embargo, en la muestra Ce2 predominan microorganismos similares a los de Cel, y en las
muestras D1 y D2 predominan los mismos microorganismos que en D3; en ambas, tanto en Cel
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

metodoldgicas.

éExiste una relacion entre la abundancia de estos microorganismos y la

sedimentabilidad del lodo?

La comparacion entre los resultados de abundancia de bacterias del filo Chloroflexota, los
resultados de la sedimentabilidad de los lodos y las observaciones microscopicas permitid
evaluar su posible implicancia en la sedimentabilidad de la biomasa. Se encontré que todos los
sistemas evaluados presentaron hibridacion positiva con sondas especificas para el filo
Chloroflexota y que estas bacterias en varias muestras presentaban morfologia filamentosa. No
obstante, no en todos los casos se observaron problemas operacionales de bulking o deficiente

sedimentacion, lo cual indica que su presencia por si sola no es un factor determinante.
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Se observd que en plantas con alta abundancia de bacterias del filo Chloroflexota y
simultaneamente valores elevados de sedimentabilidad (por encima de 900 mL/L), como las
industrias de malteria, vitivinicola, frigorifico y algunas de las PTARs de tratamiento de efluente
doméstico, se reportaron problemas de sedimentacion, floculos abiertos o poco compactos, y
presencia de filamentos sobresaliendo del floculo. Este patron sugiere que, a partir de ciertos
umbrales de abundancia, estos microorganismos podrian 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 (Cel y Ce2) o la frigorifica
F2, con valores altos del filo Chloroflexota, pero sin problemas graves de sedimentabilidad
reportados, lo que sugiere que el efecto de estos microorganismos estd mediado por otros
factores, como el disefio del reactor, la proporcion de otros grupos filamentosos y el régimen de
operacion. De hecho, estudios recientes advierten que tanto la subabundancia como la
sobreabundancia de bacterias filamentosas pueden comprometer la estabilidad del floculo, siendo
necesaria una proporcion equilibrada para mantener la estructura del lodo y su adecuada

sedimentacion (Petriglieri et al., 2023).

Resultados similares se reportaron por Nittami et al., 2019, en el que no se encontrdé una

correlacion 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 conformacion estructural de los
floculos y al desempefio sedimentario, pero que su efecto depende del contexto ecoldgico 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 interaccion con otros

grupos microbianos presentes en los sistemas.
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Implicancias ecolégicas y funcionales

La presencia extendida y diversa del filo Chloroflexota en todas las plantas de tratamiento de
aguas residuales analizadas subraya su importancia ecologica en sistemas de lodos activados. En
particular, la dominancia de la clase Anaerolineae, observada de forma consistente a lo largo del
tiempo, indica una adaptacion funcional estable a condiciones operacionales aerdbicas, a pesar
de que sus representantes cultivados son anaerobios. Esta aparente plasticidad ecologica podria
explicarse mediante relaciones sintroficas o adaptaciones fisiologicas que les permiten participar
activamente en la degradacion de compuestos organicos incluso bajo condiciones oxidativas

moderadas.

Desde el punto de vista funcional, los miembros del filo Chloroflexota participan en la hidrolisis
y fermentacion de materia orgénica compleja, como polisacéaridos y restos celulares, lo que los
posiciona como actores clave en la fase inicial del procesamiento biologico de los efluentes. Su
morfologia filamentosa, confirmada en este trabajo mediante FISH, permite su integracion
estructural dentro de los floculos, donde contribuyen a la estabilidad mecanica de la biomasa. Sin
embargo, su sobreabundancia también se ha vinculado a fendmenos de bulking, lo que resalta la

necesidad de un equilibrio dindmico en la comunidad microbiana.
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Conclusiones y perspectivas

Este estudio constituye uno de los primeros esfuerzos sisteméticos a nivel nacional para
caracterizar la diversidad, morfologia 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 esta no s6lo 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 observacion de una diversidad de géneros no cultivados resalta la necesidad de profundizar en
su fisiologia y dinamica 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 organica o temperatura.

Como perspectiva futura, se recomienda fortalecer los estudios de cultivos dirigidos y cultivos
enriquecidos para el aislamiento de representantes del filo Chloroflexota, asi como emplear
herramientas de metagenomica y transcriptomica para comprender en profundidad su potencial
metabolico 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 bioldgico, con el

objetivo de desarrollar estrategias de manejo mas robustas, eficientes y sostenibles.
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ANEXO

Resultados de qPCR y Secuenciacion masiva. Numero de copias del gen del ARNr 16S para el filo
Chloroflexota por ng de ADN total. Nomenclatura: Tipo de industria abreviada; niimero de
planta;-nimero de muestreo; letra (indica si se tomd muestras mas de una vez el mismo dia en diferentes
lugares de la planta de tratamiento de aguas residuales. Ejemplo: Cel-2b (Celulosal-muestra 2 y segundo
punto (b))

Sec. gPCR SD
Masiva

Fecha Cad. (SI/NO) (N° de copias/ng de ADN) Tipo de
mtra industria

30/5/2023 Ce1-1 Si 9,16E+03 3,88E+02 Celulosa
11/8/2023 Ce1l-2a Si 1,64E+04 8,56E+02 Celulosa
11/8/2023 Ce1l-2b SI 7,51E+03 5,97E+02 Celulosa
31/5/2023 Ce2-1a Sl 1,64E+03 5,46E+00 Celulosa
31/5/2023 Ce2-1b Sl 6,87E+02 2,15E+02 Celulosa
11/8/2023 Ce2-2a Sl 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 Malteria

26/8/2023 Ma-2 Si 4,84E+04 8,69E+03 Malteria

14/11/2023 Ma-3 Si 3,18E+04 8,92E+02 Malteria

29/11/2023 Ma-4 Sl 4,35E+03 6,05E+01 Malteria
13/11/2023 Me-1a SI 9,12E+03 1,05E+03 Mermelada
13/11/2023 Me-1b Sl X X Mermelada
17/4/2024 Me-2a Sl 6,09E+03 2,63E+02 Mermelada
17/4/2024 Me-2b Sl 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 Sl 8,48E+02 1,64E+02 Mermelada
25/7/2024 Me-5a Sl 4,47E+02 2,20E+01 Mermelada
25/7/2024 Me-5b Sl 2,14E+03 1,93E+02 Mermelada
19/8/2022 V1-1 Sl X X Vitivinicola
23/3/2023 V1-2 Sl X X Vitivinicola
11/5/2023 V1-3a Sl 4,71E+03 3,19E+02 Vitivinicola
11/5/2023 V1-3b SI 8,39E+03 3,57E+02 Vitivinicola
30/5/2023 V1-4 SI 1,69E+03 1,91E+02 Vitivinicola

Sec. qPCR SD
Masiva
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Fecha Cad. (SI/NO) (N° de copias/ng de ADN) Tipo de
mtra industria

6/6/2023 V1-6 SI 6,33E+03 7,91E+02 Vitivinicola
13/6/2023 V1-7 SI 3,87E+03 2,30E+02 Vitivinicola
15/6/2023 V1-8 Sl 4,70E+03 3,03E+02 Vitivinicola
19/6/2023 V1-9 Sl 6,24E+03 7,13E+02 Vitivinicola
22/6/2023 V1-10 SI 4,64E+03 8,36E+01 Vitivinicola
26/6/2023 V1-11 SI 5,30E+03 2,25E+03 Vitivinicola
31/7/2023 V1-12 SI 5,51E-01 7,79E-02 Vitivinicola
1/8/2023 V1-13 SI X X Vitivinicola
8/8/2023 V1-14 SI 1,60E+03 1,44E+02 Vitivinicola
6/3/2023 F1-1a Sl X X Frigorifico
6/3/2023 F1-1b Sl 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 Sl 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 Sl 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 Sl 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 Sl 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 Sl X X Domeésticos
2/12/2022 D1-1b SI X X Domésticos
2/12/2022 D1-1c Sl X X Domésticos
2/12/2022 D1-1d SI X X Domeésticos
11/7/2023 D1-2 SI 2,93E+04 3,34E+03 Domésticos
2/12/2022 D2-1 Si X X Domeésticos
11/7/2023 D2-2 Sl 2,96E+04 1,59E+03 Domeésticos
2/12/2022 D3-1 Si X X Domeésticos
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
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Técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH)
1-Fijacion

1. Centrifugar 1 volumen (300 puL) de la muestra a 5000 g, 10 min. Lavar el pellet con 1X
PBS, centrifugar nuevamente y resuspender el pellet en 1X PBS (300 pL).

2. Adicionar 3 volimenes (900 pL) de solucion fria de PFA 4%.
3. Incubar por 2 a 18 hs a 4 °C (no mas de 18 hs).

4. Centrifugar a 5000 g, 10 min. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con solucién 1X

de PBS. Centrifugar nuevamente a 5000 g, 10 min y resuspender en solucion 1X de PBS

(300 pL).
5. Agregar 1 volumen de Etanol (300 puL) y mezclar.
6. Almacenar a -20°C. Las muestras congeladas pueden almacenarse a -20°C por meses.

2-Secado

Colocar 10 pl 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 deshidratacion:
Con 1 mL de etanol 50% (25 mL de etanol y 25 mL de H20 destilada) escurrir tocando la
muestra indirectamente, dejar secar bien, repetir con alcohol 80% (40 mL de etanol y 10 mL de
H20 destilada) y 96% (48 mL de etanol y 2 mL de H20 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- Hibridacion

Para la hibridacion, se colocan 10 pL de buffer de hibridacion.

Lo cual para preparar 2 mL de buffer por cada portaobjeto y las sondas utilizadas consiste en:
40 uL Tris-HCL 1M pHS8

360 puL de NaCl 5SM.
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700 pL de formamida (35%, para sondas CFX 941y 1223) o si queremos una formamida al 20%
se coloca 400 pl de formamida.

900 pL de agua MiliQ esterilizada (o 1200 pL si la formamida la queremos al 20%).

2 uL de SDS (siempre se agrega SDS al final, sino precipita) SDS 0,01% (Amann, 1995).

Preparar 2 mL de buffer de hibridacion por porta, el buffer se prepara en el momento.

En paralelo se prepara un tubo eppendorf forrado con aluminio para hacer una
solucion stock del buffer de hibridacion mas 1 pl de cada una de las sondas [S0 ng/
ul] por porta (1223 Cy3 y 941 Cy3) (Bjornsson, L., et al., 2002, Gich, et al., 2001)
esta solucion es la que va sobre las muestras previamente deshidratadas.

Por lo que si fuera para 5 muestras seria lo siguiente:

(10 pl de buffer de hibridacioén por porta) x 5 + (1 pl de sonda 1223) x 5 + (1 ul de
sonda 941) x 5 = 50+10= 60 pl para 5 porta 12 ul c/u.

Para colocar los portaobjetos se prepara una caja de tips vacia forrada con aluminio (A) (para

proteger de la luz) un soporte (B) (para apoyar los portaobjetos) y un paniuelo de papel (C).

\
O

Camara humeda de hibridacion

Luego de colocado los 2 mL de buffer sobre la muestra deshidratada en el porta, el restante
sobrante se vuelca en el pafiuelo de papel dentro de una caja de tips (para que quede una camara

humeda) 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 hibridacion.

Con 1-2 mL de buffer de lavado calentado a 48°C.

Para 50 mL: 700 uL NaCl

I mL Tris-HCI 1M pH 8 Agua MiliQ hasta 50 ml.

500 uL EDTA 0,5 M 50 puL de SDS (siempre agregar SDS al final, sino
precipita)

El buffer de lavado se prepara en el momento del lavado y se agrega DAPI (concentracion final
0,025 pg/mL para ello agregar 50 ul de DAPI 25 pg/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).

Preparacion del DAPI (DAPI Sigma 5 mg, diluir en 1 mL STOCK). Para alicuotar,
partir del stock y diluir 5 pL del stock en 995 puL H,O, para obtener una solucion 25
pg/mkL.

Disolver DAPI con agua nanopure para hacer una solucion stock de 250 pg/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 fria y secar en la oscuridad a
temperatura ambiente.

Una vez bien seco y protegiendo la muestra de la luz, colocar 3 pL de citifluor (una gotita) por
cada muestra, cubrir con cubre y sellar en los extremos con esmalte de uias, y volver a proteger
de la luz.

Finalmente se puede observar la muestra en un Microscopio Confocal Zeiss de epifluorescencia.
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Extraccion 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 D, més. ..
750 pL solucion de lisis (D “Bashing Bead Buffer”, vortex 5 min con adaptador
Centrifugar 1 minuto x 10.000 G

Transferir hasta 400 pL del sobrenadante a un tubo con filtro “II” @)

Centrifugar por 1 min. X 8.000 :

Descartar el filtro

< __agregar 1200 (600 y 600) de “Genomic Lysis B” @mixear con la pipeta (al
filtrado)

—

S
™ / ADN

*#* transferir 800 pL 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 liquido (filtrado) me quedo con la columna.
Se puede reutilizar el tubo (repetir ***) 800 + 800 = 1600 pL
Adicionar 200 uL de “pre-Wash Solution” @) a columna (3 en un nuevo tubo

Centrifugar 1 min x 10.000 G
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Nota: antes de continuar, verificar que esta marcado con un tick el “Wash Solution 11" con el
HcK yyash 2elution

agregado de etanol.

mgb

[

“Zymo Spin 1l CR” (3)

Adicionar a la misma columna 500 pL de “Wash buffer” @ centrifugue, 1 min x
10.000 G

Descartar el filtrado, conservo la columna

Colocar las columnas en un tubo de elucion o ependorff

Adicionar 50 pL de ADN buffer de elucion B a las columnas (en la matrix de la
columna)

Y centrifugar (1/2 min) x 10.000 G

Activacion de la columna @ para purificacion final del ADN:

Colocar un filtro “Zymo-Spin III” @ en un tubo nuevo + 600 uL “Pre Solution” 6

centrifugar (3min x 8.000 G)

Una vez activado el filtro “Zymo-Spin III” @ se transfiere los 50 pl de ADN y
centrifugar por 3 min x 16.000 G

Extraccion de ADN listo para andlisis o conservacion a -20 °C.

108



qPCR para microorganismos del filo Chloroflexota

Dilucién de los primers

Se toma 5 pL del stock del primer 1223 R en 45 pL de agua MiliQ para un volumen final de 50
uL.

Se toma 5 pL del stock del primer 941F en 45 pL de agua MiliQ para un volumen final de 50
pL.

Para la reaccion de PCR se utiliza el kit Quanti Nova SYBR Green PCR Kit (Qiagen)

Volumen final 20 pL para cada muestra:

Mix SYBR Green 10 ul T Master Mix
H,O0 esterilizada 3,6 ul |._¥3=_ 15 ul+5 ul de ADN =20 pl
Primer 941F 0,7 ul |;
Primer 1223R 0.7 ul —
15 ul

Para la muestras de ADN se hacen diluciones 1:10.

Tener en cuenta a la hora de hacer los célculos de la cantidad de Master Mix los duplicados de
las muestras, los puntos de la curva por duplicados, los NTC y una muestra mas 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:
e Hold: 95°C por 2 minutos
e Ciclo: 95°C por 15 segundos X 40 ciclos
60°C por 60 segundos

955C for 15 secs
! )
/ \
/ \
4 B02C for B0 secs
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Secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S

La secuenciacion de amplicones del gen del ARNr de 16S se realiza con primers universales
dirigidos a la  region  v3-v4  (341F: CCTACGGGNGGCWGCAG y  805R:
GACTACHVGGGTATCTAATCC) en la plataforma Illumina MiSeq del servicio de secuenciacion

de la empresa Macrogen, Inc.

Para cumplir con los requisitos del proyecto, se solicita una concentracion de ADN superior a
0.,1 ng/ul por muestra, que se evalia mediante cuantificacion de ADN utilizando el método de
Picogreen. La preparacion de la biblioteca se lleva a cabo mediante PCR con los primers antes
mencionados, seguido de la adicion de barcodes y adaptadores utilizando el kit de indices

Nextera XT.

Se espera obtener 100.000 secuencias por muestra.

Analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion masiva

Se determinara la calidad de las secuencias crudas mediante el programa FastQC v0.11.5.1. Se
removeran adaptadores y secuencias de baja calidad mediante Trimmomatic v0.38, utilizando
una calidad minima de 25 (Bolger et al., 2014). Para el analisis de las secuencias resultantes de
alta calidad se utilizara QIIME2 v2023.7 (Bolyen et al., 2019). El demultiplexado de las
secuencias se realizara utilizando el plugin giime cutadapt demux-paired. La remocion de
secuencias quiméricas y generacion de las amplicon sequence variants (ASVs) se realizara con

DADAZ? utilizando el plugin denoise-paired (vsearch v2.7.0).

La clasificacién taxondmica se lleva a cabo utilizando la base de datos MiDAS 4.8.1 que es
especifica para sistemas de tratamiento de aguas residuales (Nierychlo et al., 2020). Los graficos
como barplots y heatmaps y los andlisis multivariado seran obtenidos utilizando diferentes

paquetes en RStudio (R version 4.2.1).
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