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Resumen

Metagenomica de lodos activados. Factores determinantes del
ensamblado de comunidades bacterianas en el tratamiento de

efluentes.

El tratamiento biologico de efluentes domésticos o industriales por lodos activados se
basa en la actividad de poblaciones microbianas capaces de autoensamblarse para
constituir una comunidad dindmica de alta diversidad. Revelar los factores que
determinan la estructura de las comunidades microbianas y los mecanismos que
conducen a su ensamblado es critico para mejorar la gestion del proceso de tratamiento
y para proveer un marco conceptual que pueda ser aplicado a comunidades microbianas
en otros procesos de biotecnologia ambiental. Varios estudios previos realizados en
plantas de tratamiento de lodos activados municipales, de diferente configuracion y
provenientes de sitios geograficamente distantes, sugerian la presencia de taxones
bacterianos de alto rango (filos) comunes a todos los sistemas estudiados. En base a
estos antecedentes, se plante6 la hipotesis de que los determinantes ecoldgicos del
proceso de tratamiento relacionados con la formacion del agregado bioldgico (floc), que
permite la retencion de la biomasa en el sistema, serian los principales responsables de

definir la composicion de la comunidad bacteriana en lodos activados.

Los objetivos de esta tesis fueron: 1) comprobar si existe un grupo comun (core) de
taxones bacterianos y funciones en plantas de tratamiento de efluentes municipales e
industriales, y 2) determinar cuales son las variables ambientales y operacionales
relevantes en la estructuracion de las comunidades bacterianas de los lodos activados.
Se realizaron estudios de metagendmica comparativa, utilizando técnicas de
pirosecuenciacion de amplicones de las regiones variables V1-V3 del gen de ARN
ribosomal 16S (ARNr 16S), y secuenciacion al azar de ADN metagenomico. Se
analizaron lodos activados de 9 plantas de tratamiento de efluentes ubicadas en
Argentina, dos municipales y siete industriales, cada una muestreada en dos
oportunidades, separadas por periodos de hasta 4 afios, conjuntamente con los datos
metagendmicos de 12 plantas de tratamiento industriales y municipales localizadas en

China, India, Singapur y Corea del Sur, generados en otros laboratorios.



Se determind que la diversidad taxondmica y funcional es significativamente mayor en
lodos activados municipales que en industriales. Cada sistema de lodos activados que
trata un efluente industrial particular presentd una composicion bacteriana caracteristica,
reproducible en el tiempo, y marcadamente distinguible del patrén de filos y clases
bacterianas observado en plantas municipales. A pesar de los cambios a nivel de género
dentro de cada planta, se observo una conservacion de los perfiles de contenido de GC
en los metagenomas. Se detectd una preferencia particular de ciertos grupos bacterianos
consistente con diferencias subyacentes en las abundancias de categorias funcionales
particulares, que a su vez se relacionaron con la metabolizacion de constituyentes
especificos de los efluentes. Se concluye que las caracteristicas del efluente son el
principal determinante de la estructuracion de las comunidades bacterianas en sistemas
de lodos activados. Asimismo, se sugiere que el aumento en la variedad de sustratos que
ingresan a los procesos de tratamiento, por ejemplo combinando efluentes de diferentes
origenes en parques industriales, permitiria la conformacion de comunidades
microbianas mas robustas en términos de resistencia y resiliencia frente a

perturbaciones.

Los modelos mecanicisticos como el ASM1 o el ASM3, que son herramientas valiosas
para la representaciéon de procesos bioldgicos que ocurren en biorreactores, son
calibrados utilizando pardmetros derivados de plantas de tratamiento municipales. Los
resultados obtenidos en esta Tesis resaltan la importancia de considerar las diferencias
taxonomicas y funcionales entre lodos activados industriales y municipales, ya que las
mismas podrian reflejar cambios en la cinética de consumo de sustratos y en la

formacion de productos de almacenamiento.

Palabras clave: Lodos activados, tratamiento de efluentes, ensamblado de comunidades

microbianas, ARN ribosomal 16S, metagenomica



Abstract

Metagenomics in activated sludge. Drivers of bacterial

community assembly in wastewater treatment.

Biological treatment of domestic and industrial wastewater by activated sludge relies on
a self-assembled, highly diverse and dynamic microbial community. Revealing the
factors that determine the community structure and the mechanisms that drive microbial
community assembly in activated sludge is critical to improve the reliability of
wastewater treatment management and to help developing a conceptual framework that
could be applied to microbial communities in other processes of environmental
biotechnology. Several previous studies, conducted on municipal wastewater treatment
plants of varying configuration and geographical location, indicated the presence of a
common core of high-rank bacterial taxa (phyla). Based on these results, it was
hypothesized that the ecological drivers related to the floc formation, a biological
aggregate that allows biomass retention, would be the main factors defining the bacterial

community composition in activated sludge.

The objectives of this work were: 1) to test the existence of a common core of bacterial
taxa and functions across municipal and industrial wastewater treatment plants, and 2)
to determine which environmental and operational variables are relevant in structuring
the bacterial communities of activated sludge. Comparative metagenomic studies were
performed utilizing amplicon-sequencing of V1-V3 variable regions of the 16S rRNA
gene, and shotgun-sequencing of metagenomic DNA. Two municipal and seven
industrial wastewater treatment plants located in Argentina were surveyed, each
sampled twice, at times separated by periods of up to 4 years, and analyzed in
conjunction with the metagenomic data sets of 12 other municipal and industrial
wastewater treatment plants located in China, India, Singapore and South Korea,

generated in other laboratories.

The taxonomic and functional diversity in municipal activated sludge was found to be
significantly higher than that of industrial activated sludge. Each industrial activated
sludge exhibited a unique bacterial composition, occurring in a reproducible manner,

clearly distinguishable from the high-rank bacterial taxa pattern present in municipal



plants. Interestingly, in spite of a changing genera profile within each community, there
was a distinct GC content profile in their metagenomes. A particular preference of
certain bacterial groups was detected, and it was consistent with underlying differences
in the abundance of specific functional categories, which were at the same time related
with metabolic pathways involving specific wastewater components. The conclusion is
that wastewater features are the main drivers for bacterial community structure in
activated sludge. Moreover, an increase in the variety of influent substrates, e.g. by the
combination of different influents within an industrial park, would allow the existence
of more robust microbial communities, in terms of resistance and resilience against

disturbances.

Mechanistic models like ASM1 or ASM3, which are valuable tools for the
representation of biological processes taking place in bioreactors, are calibrated using
parameters from municipal treatment plants. The results obtained in this Thesis
highlight the importance of considering the taxonomic and functional differences
between municipal and industrial activated sludge, as these may reflect changes in the

kinetics of substrate consumption and storage products formation.

Key words: Activated sludge, wastewater treatment, microbial community assembly,

16S ribosomal RNA, metagenomics
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Glosario

PTE Plantas de tratamiento de efluentes

ARNr 16S Gen de ARN ribosomal 16S
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Introduccion

Introduccion

Uso del agua y tratamiento de efluentes

El agua es un recurso vital y cumple un rol central en la sociedad. Ya sea para el
consumo domiciliario como para diversos procesos industriales, existe hoy una
explotacion intensa del recurso hidrico, que permite sostener la organizacion urbana
moderna. Su utilizacion suele estar asociada a la generacion de aguas residuales o
efluentes, caracterizados por el exceso de materia organica, de macro y micro-
contaminantes inorganicos, incluyendo metales pesados, por la presencia de
microorganismos patogenos, y por ser liquidos turbios, con color y olor. Es evidente la
importancia de realizar un manejo adecuado de los efluentes, para no poner en jaque el
ecosistema receptor (Grady Jr etal.,, 2011). El tratamiento de efluentes, enmarcado
dentro del area de la ingenieria ambiental, constituye uno de los pilares del cuidado

ambiental actual.

El saneamiento, en un estrecho vinculo con la salud publica, previene el contacto de la
poblacion con cualquier tipo de desecho. Entre sus numerosas actividades, se ocupa de
la recoleccion y depuracion de los liquidos cloacales, una practica fundamental para
proteger a la poblacion de posibles brotes asociados a microorganismos patdgenos
fecales (Hunter et al., 2002), asi como a los cuerpos de agua de la contaminacion y la
consecuente degradacion ambiental. La Organizacion de las Naciones Unidas incluy6 el
saneamiento en los Objetivos de Desarrollo del Milenio (UN, 2000), en donde expresa
la voluntad de reducir a la mitad la proporcion de la poblacion sin un acceso sostenible a
agua potable segura ni a un saneamiento basico. El desafio, sin embargo, no esta solo en
conectar a la poblacion con una red de cloacas y con soluciones ambientales en general,
sino también en hacerlo de manera sustentable. El sistema de colectores cloacales y de
plantas de tratamiento de efluentes tienen una capacidad comprobada de transportar y
remover nutrientes, contaminantes organicos y agentes patdgenos. Sin embargo, lo
hacen a costos energéticos altos, requieren una operacidn y un mantenimiento

adecuados, y un amplio conocimiento del proceso subyacente (Henze, 2008).

En Argentina, el escenario del saneamiento es heterogéneo, con grandes variaciones a lo
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Introduccion

largo del territorio nacional y, en términos generales, poco desarrollado. En zonas
rurales y periurbanas, el tratamiento principal consiste en el uso de pozos ciegos y de
camaras sépticas, que conviven junto a descargas clandestinas en cuerpos de agua o
colectores pluviales; mientras que en zonas urbanas se ha ido extendiendo
paulatinamente la red cloacal, aunque la cobertura continua siendo parcial. Segin datos
del INDEC, 53% de los hogares en todo el pais estaban conectados a la red publica de
cloacas en el 2010 (INDEC, 2010). La empresa Agua y Saneamientos Argentinos S. A.
(AySA), en referencia a su 4rea de cobertura dentro del Area Metropolitana de Buenos
Aires, reportd un valor cercano al 60% (AySA, 2010). No obstante, tan so6lo una
fraccion minoritaria (11%) del liquido colectado a nivel nacional es tratada
completamente antes de su descarga en cuerpos de agua (FAO-UN / Aquastat, 2010).
Dentro del reducido tratamiento practicado en el pais, se cuenta con numerosos sitios
que tratan efluentes municipales con sistemas de lagunas de estabilizacion,
especialmente apropiadas para poblados pequefios. Las escasas plantas de tratamiento
de efluentes municipales de mayor infraestructura comenzaron a surgir hace no mas de
20 afos, por lo que la trayectoria del pais en el campo del tratamiento de aguas servidas
continuia en una fase joven si la comparamos con los paises industrializados de Europa o

América del Norte.

Para los efluentes municipales, el tratamiento convencional incluye cinco etapas:
tratamiento preliminar, primario, secundario y terciario, y tratamiento de lodos (Fig. 1).
El tratamiento preliminar consiste en un filtrado grueso por un sistema de rejas y mallas,
para luego pasar al tratamiento primario, en el que la materia organica particulada de
mayor tamano es separada del liquido entrante por sedimentacion, dando origen a los
lodos primarios. El efluente con materia organica disuelta o en suspension ingresa al
tratamiento secundario, la etapa de oxidacion bioldgica — en donde la materia organica
biodegradable es transformada en CO, (didéxido de carbono) y biomasa — y para la cual
existen diversas configuraciones posibles. La mas frecuente, conocida como tratamiento
por “lodos activados™, consiste en un reactor o tanque de aireacion abierto con
microorganismos en suspension, seguido de un separador de fases, ya sea un
sedimentador (clarificador secundario) o un sistema de membranas (MBR), del cual una
fraccion retorna al reactor para mantener un nivel de sélidos en suspension

relativamente constante (recirculacion), y otra es purgada (lodos secundarios
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Introduccion

excedentes). Alternativamente, existen sistemas de lechos percoladores (procesos de
pelicula fija), con microorganismos adheridos sobre la superficie de sustratos
particulados, y sistemas hibridos, que incluyen tanto procesos en suspension como en
biofilm (MBBR, del inglés Moving Bed Biofilm Reactor). Aunque no siempre presente,
el tratamiento terciario consiste en asegurar la eliminacion de microorganismos
patogenos, asi como de nutrientes (nitrogeno, fésforo) y micro-contaminantes que no
hayan sido depurados en la etapa bioldgica. Por ultimo, los lodos primarios, junto con
los lodos secundarios excedentes de la etapa de oxidacion bioldgica, son procesados por
separado con el fin de concentrarlos, estabilizarlos y deshidratarlos para su disposicion

final (Lue-Hing, 1998; Henze, 2008).

Suministro
quimico e

Tratamiente Tratamiento
secundaria terciario

Tratamiento Tratamiento
preliminar primaric

Tratamiento de lodos Aplicacion a campo

Figura 1: Esquema general del tratamiento de efluentes municipales (Modificado de:
www.rpi.edu). El suministro quimico se realiza eventualmente en plantas disefiadas para
la remocion de nutrientes. Existen multiples métodos para el tratamiento de lodos, al
mismo tiempo que su aplicacion a campo no es arbitraria sino que se realiza en
ambientes controlados y contenidos (por ejemplo, landfarming).

La industria, por su lado, genera un volumen de agua residual de una magnitud
comparable con la fraccidon municipal. En Argentina, consume 11% del agua total
extraida, mientras que el sector municipal, 15% (FAO-UN / Aquastat, 2010). Numerosas
actividades industriales se valen del recurso hidrico, ya sea para su proceso productivo
en si, o para la limpieza de sus instalaciones y equipos. Las normativas vigentes en
nuestro pais, aunque diferentes en cada provincia, exigen un tratamiento del efluente in

situ (en la provincia de Buenos Aires, Ley 25.612 de Gestion Integral de Residuos
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Industriales, Capitulo 3, Inciso D). Dependiendo del tipo y del caudal, existen métodos

fisicos, quimicos y bioldgicos para su tratamiento.

En la industria, la diversidad de procesos y tipos de efluentes exigen algunas variantes,
especialmente en cuanto al tratamiento primario. A diferencia de un efluente
domiciliario, en la industria abundan aguas residuales de alta concentracion de materia
orgéanica, que pueden variar entre sustancias recalcitrantes o facilmente biodegradables,
asi como altas concentraciones de sales. El tratamiento primario por sedimentacion es
poco frecuente, mientras que puede ser necesario un pretratamiento fisico y/o quimico
para eliminar metales pesados o el exceso de grasas y aceites, modificar la temperatura
o el pH del efluente de ingreso a la planta, o bien modular su carga orgénica por medio
de un ecualizador. Este tipo de medidas evitan que la biomasa activa vea alterada su
funcion por golpes bruscos en sus condiciones en el reactor. Por otra parte, la carga
cloacal dentro del efluente industrial puede llegar a ser nula, en cuyo caso un

tratamiento terciario disenado para la eliminacidon de patdogenos seria innecesario.

El crecimiento de la poblacion y la industrializacion en zonas urbanas y sus alrededores
representa un fuerte aumento en la capacidad de carga del ecosistema circundante.
Prevenir la contaminacion de los cuerpos de agua de descarga es crucial para asegurar la
sustentabilidad del desarrollo local. Sin embargo, la ampliacion de la red cloacal, asi
como el nimero, la diversidad y la escala de las instalaciones industriales hacen que el
tratamiento de efluentes sea un proceso complejo y costoso. Por cada planta de
tratamiento (PTE), ya sea industrial o municipal, se manejan enormes caudales (en el
orden de los m’/seg), sujetos a variaciones en el flujo y en sus condiciones
fisicoquimicas en el corto y largo plazo (especialmente dentro de la actividad
industrial), haciendo indispensable la implementacion de sistemas de tratamiento

confiables y robustos.

El proceso de lodos activados y la ecologia

El sistema de lodos activados es actualmente el método mas utilizado en el mundo, tanto
para el tratamiento de efluentes municipales como industriales (Seviour et al., 2010;
Sheik et al., 2014). Se trata de un proceso bioldgico que ha cumplido un siglo desde su

descripcion inicial, convirtiéndose en una de las bio-tecnologias actuales con mayor
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recorrido (Ardern y Lockett, 1914). El sistema se sustenta en el autoensamblado de una
comunidad microbiana activa, con capacidad de formar agregados floculentos que son
separados del efluente tratado por sedimentacién y devueltos parcialmente al reactor
biologico (Fig. 2). Numerosos estudios han mostrado que los sistemas de lodos
activados contienen una comunidad microbiana altamente diversa y dinamica, en donde
las bacterias son los organismos mayoritarios y responsables de la remocion de materia
organica, microcontaminantes y nutrientes (Dignac et al., 2000; Figuerola y Erijman,
2007; Zhang et al., 2012; Nielsen y McMahon, 2014), en convivencia con protozoarios,
pequefios metazoarios (rotiferos, nematodos y microcrusticeos) y virus bacterianos
(bacteridéfagos) (Johnke et al., 2014). En este ecosistema artificial, ellos conforman una

comunidad compleja (Fig. 3).

Ingreso g”! !i! Tanque de ifeaCION yarficador

Lodo activado de retorno

Lodo activado de descarte

Figura 2: Esquema general del sistema de lodos activados
convencional (Modificado de: www.ewisa.co.za)

Profundizar el conocimiento ecoldgico de los sistemas de lodos activados puede brindar
mejoras a la ingenieria del proceso y estrategias para una mayor eficiencia en términos
de energia (Graham y Smith, 2004). En este sentido, se han realizado trabajos
fundamentales sobre la teoria de la utilizacion diferencial de los recursos (Tilman,
1982), las dinamicas de crecimiento no lineales (May, 1973) y la biogeografia de islas
(Curtis etal., 2003). Sin embargo, atn no se ha alcanzado un grado suficiente de
comprension y prediccion que permitan el control absoluto del proceso de lodos

activados, ni de ninglin otro sistema biotecnologico basado en comunidades complejas.
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Figura 3: El floc del sistema de lodos activados. Con didmetros en el orden de 10? um, se sustenta en
una compleja matriz estructural con interacciones fisicas, quimicas y bioldgicas. Las fotografias, que
fueron tomadas por el autor, son de caracter ilustrativo y no se corresponden entre si.

La ecologia general busca explicar y predecir fendémenos tales como los patrones de
diversidad temporal y espacial de los organismos vivos y sus interacciones troficas.
Ademas se encarga del estudio del ensamblado de comunidades, en donde aborda
preguntas relacionadas con los procesos y mecanismos que dan origen a una comunidad,
con factores y condiciones que definen el ensamblado de una comunidad determinada, o
bien con la influencia del proceso sobre las diversas funciones de una comunidad.
Asimismo, estudia procesos ecologicos como la competencia, el filtrado del hébitat, los

efectos historicos y los procesos neutrales (Prosser et al., 2007).

Otro objetivo de la ecologia general consiste en desentrafiar las relaciones entre la
estructura y la funcién de la comunidad, y entre su estructura y su estabilidad. La
funcion puede definirse como una actividad asociada a una comunidad, como por
ejemplo, la fijacion de nitrégeno, la resistencia a la invasion o la retencion de humedad,
entre otras. Frente a las alteraciones que sufren los ecosistemas y la alta tasa de
extincion de especies en la actualidad, un interrogante que contintia siendo pertinente es
si comunidades con diferentes estructuras pueden llevar a cabo una misma funcion. La
estabilidad refiere a la habilidad de una comunidad de preservar su estructura y/o su

funcién nativa en el tiempo (Robinson et al., 2010).

Las comunidades microbianas son sistemas apropiados para poner a prueba diversas

hipotesis ecologicas, especialmente desde los avances en el campo de la biologia
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molecular ambiental. La presencia, la ausencia y las fluctuaciones de grupos
microbianos especificos pueden ser utilizadas para determinar los efectos de fuerzas
externas e internas sobre la comunidad toda (Robinson 2010). En los ultimos afios se
han ampliado los horizontes microbianos en ecosistemas naturales, tanto convencionales
como extremos, asi como en ecosistemas artificiales (bio-reactores) (Tyson et al., 2004;
Tringe et al., 2005; Roesch et al., 2007; Biers et al., 2009; Zhang et al., 2012; DeLeon-
Rodriguez etal., 2013; Eren etal.,, 2013; Fernandez etal., 2014). Dentro de las
comunidades microbianas de ecosistemas naturales, la microbiota humana, en particular
la del tracto intestinal, ha sido una de las mas intensamente estudiadas, con resultados
que han enriquecido el campo de investigacion de la ecologia microbiana en general, y
le han dado una nueva perspectiva al area biomédica bésica y aplicada (Ley et al., 2008;
Muegge et al., 2011; The Human Microbiome Project Consortium, 2012). Sin embargo,
las comunidades microbianas asociadas a hospedero, como la microbiota humana,
cuentan con la particularidad de estar atravesadas por factores selectivos de
coevolucion, un aspecto adicional en el ensamblado de la comunidad que podria

aumentar la variabilidad de los censos (Chung et al., 2012; Hacquard et al., 2015).

El sistema de lodos activados no s6lo es un ecosistema artificial, por lo que carece de la
faceta coevolutiva con un hospedero, sino que ademads presenta limites bien definidos,
sus variables fisicoquimicas se encuentran monitoreadas, su distribucion a lo largo del
planeta es amplia, y se trata de una tecnologia conocida y bien establecida, hechos que
lo convierten en un atractivo sistema de estudio (Daims et al., 2006). Conocer los
principios del ensamblado de la comunidad microbiana puede ser clave en la
comprension de los factores que determinan la estructura de la comunidad y en la
prediccion de respuestas frente a cambios o perturbaciones externas, escenarios
frecuentes en plantas de tratamiento de efluentes (Ramette y Tiedje, 2007). Contribuye,
ademas, en aspectos fundamentales del esfuerzo para la reutilizacion de los recursos
contenidos en los efluentes (Sheik et al., 2014). La interaccion entre la biotecnologia
ambiental, la ecologia microbiana y la biologia molecular han generado un nuevo
campo de investigacion que todavia se encuentra en proceso de maduracion, cuyo
desafio consiste en superar los estudios meramente descriptivos para comenzar a
comprender en profundidad la ecologia de la microbiota de los ecosistemas

biotecnologicos.
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Ensamblado de comunidades microbianas

Las comunidades microbianas en el ambiente pueden estar compuestas por miles de
especies que, en su mayoria, escapan al crecimiento aislado en laboratorio (Quince
et al., 2008). Hasta la aplicacion de técnicas moleculares independientes de cultivo no se
conocia la distribucion de los taxones y de las funciones presentes en muestras
ambientales. Estas técnicas, en su conjunto, han dado lugar al pleno desarrollo de la
ecologia microbiana y a un avance en la ecologia general, ya que brindaron la
posibilidad de trabajar con muestras con alto nimero de individuos de multiples

ecosistemas (Amann et al., 1995; Barberan et al., 2014).

Hasta hoy, las comunidades microbianas han sido estudiadas con un enfoque originado
en la ecologia de comunidades de animales y plantas, hecho sustentado en la
observacion de ciertas congruencias en sus patrones biogeograficos. En cuanto al perfil
de distribucion de abundancias, por ejemplo, se ha observado en ambos grupos una
dominancia de unos pocos taxones, acompafados de numerosas especies de baja
abundancia, aunque la porcion de taxones minoritarios (la cola de la distribucion) es
mas extensa en comunidades microbianas (Curtis et al., 2002; McGill et al., 2007,
Szabo et al., 2007; Caporaso et al., 2012). También se han detectado coincidencias en la
relacion distancia-decaimiento, que implica un incremento de la disimilitud entre
comunidades a distancias crecientes, debido a un recambio de taxones a lo largo del
espacio, (Horner-Devine et al., 2004; King et al., 2010). Otro aspecto se refiere a las
relaciones filogenéticas dentro de la estructura de la comunidad, para lo cual se ha
determinado que los organismos tienden a agruparse, generalmente, entre taxones
filogenéticamente cercanos (Horner-Devine y Bohannan, 2006; Bryant et al., 2008;
Chaffron etal., 2010). No obstante, mas alla de estas coincidencias destacables, los
microorganismos no replican el patrén global de abundancias de plantas y animales, con
el clasico gradiente creciente hacia el Ecuador, y decreciente con la altitud (Fierer y
Jackson, 2006; Corby-Harris etal., 2007; Lauber etal., 2009; Fierer etal., 2011;
Flombaum etal., 2013). No hay que olvidar las numerosas singularidades que
caracterizan a los microorganismos, como su enorme capacidad de dispersion (pasiva),
la posibilidad de entrar en estado de latencia, su veloz adaptacion fisioldgica ante
cambios en el ambiente, su vasta diversidad genética que dificulta la definicion de

“especies”, su alta tasa de intercambio de material genético y una rapida evolucion. En
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definitiva, las escalas espaciales y temporales de las comunidades microbianas difieren
fuertemente de las del resto de los organismos, y abordarlas de manera apropiada puede

ser un desafio mayor (Balser et al., 2006; Nemergut et al., 2013).

Todos los patrones biogeograficos observados son originados y moldeados por procesos
0 mecanismos ecologicos, siendo cuatro los exponentes principales: diversificacion in
situ, dispersion, seleccion ambiental y deriva ecoldgica, que actuan en forma combinada
y con una influencia que varia a lo largo del ambiente y el tiempo (Vellend, 2010). Los
dos primeros son las fuerzas responsables de la aparicion de nuevos organismos en la
comunidad, mientras que los Ultimos afectan la presencia y la ausencia de especies, asi
como su abundancia relativa en el tiempo. Este marco tedrico les otorga un rol
importante a las fuerzas evolutivas en relacion a la ecologia de comunidades y al mismo
tiempo, permite la consideracion de que todos los procesos actiien en simultaneo,
evitando asi la polarizacion entre procesos deterministicos (procesos basados en teoria
de nichos) y estocasticos (procesos enmarcados en la teoria neutral) (Wennekes et al.,

2012).

El mecanismo de seleccion ambiental es una fuerza preponderante en el ensamblado de
comunidades microbianas en general, hecho evidente al estudiar comunidades de
habitats dispares, en los que se detectan claras diferencias entre poblaciones de
microorganismos en simultaneo con disparidades evidentes en salinidad, pH,
temperatura, luz, nutrientes y fuentes de carbono (Tringe et al., 2005; Caporaso et al.,
2011). Al mismo tiempo, se supone que las interacciones bidticas, como la competencia,
el comensalismo, el mutualismo y el parasitismo, asi como los circuitos de
retroalimentacion positiva y negativa (Lozupone et al., 2012) dictaminan el destino o la
abundancia de numerosos microorganismos. El conocimiento detallado sobre su
influencia en comunidades complejas aun es escaso, debido a la dificultad para
determinar este tipo de interacciones a escala microbiana (Embree et al., 2015). Por el
contrario, en ambientes con baja intensidad de seleccion, comunidades pequefias son
mas propensas a ser afectadas por procesos de deriva ecologica o estocasticidad
demogréfica, lo que puede llevar principalmente a la extincion de organismos con baja
abundancia (Chase y Myers, 2011). La dispersiéon de microorganismos, tipicamente
pasiva, es dificil de medir, por lo que se suele estimar a partir de la distribucion

observada. Las masas de aire atmosférico y el agua de los océanos transportan
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poblaciones microbianas a escala planetaria (Brodie et al., 2007; DeLeon-Rodriguez
etal., 2013; Sunagawa et al., 2015), lo que podria dar sustento a la antigua y simple
hipotesis de Baas Becking de que “todo estd en todos lados, pero el ambiente
selecciona” (Baas-Becking, 1934). Sin embargo, se necesitarian ciertas caracteristicas
para sobrevivir a las condiciones en el transcurso de la dispersion, lo que seria un
impedimento para una movilidad ilimitada de los microorganismos de la Tierra.
Ademas, el planeta no es un sistema de mezcla completa, dadas sus caracteristicas
meteoroldgicas, hidrologicas y geograficas, y aunque lo fuera, ciertos calculos indican
que el tiempo necesario para que todos lo microorganismos transiten la totalidad del
espacio disponible superaria la edad geoldgica de la Tierra (Papke y Ward, 2004). En
cuanto a la diversificacion o aparicion de nuevas especies dentro de la misma
comunidad, se considera que es un proceso de baja magnitud a corto plazo, aunque se
sabe que numerosos microorganismos han presentado altas tasas de mutacion (Hansen
et al., 2007), asi como también se conoce el impacto de la transferencia horizontal de
genes, una manifestacion concreta e inmediata, con capacidad de modificar la dindmica
del ensamblado de la comunidad (Thomas y Nielsen, 2005; Polz et al., 2013). Estos
cuatro procesos actuan en simultaneo y su aporte relativo varia segun el tipo de
ambiente y de comunidad, dependiendo de la presencia de perturbaciones (como
cambios fisicoquimicos o invasiones), y segun la escala temporal y la escala espacial

utilizadas (Costello et al., 2012).

Un punto de discusion es si el ensamblado de las comunidades microbianas por el
mecanismo de seleccion ocurre en base a taxones o a caracteristicas funcionales (Green
etal., 2008). Si se realizara en base a capacidades funcionales, las comunidades
microbianas de ambientes idénticos podrian variar su composicion taxondémica, siempre
y cuando mantengan las funciones necesarias requeridas para la supervivencia en el
medio. Se han reportado casos de alta variacién a nivel de organismos, en simultdneo
con un importante nimero de funciones compartidas, las cuales han sido identificadas

como un core a nivel de genes (Turnbaugh et al., 2009; Burke et al., 2011).

Los mecanismos ecoldgicos también podrian estar actuando sobre la distribucion de
propiedades nucleotidicas y gendmicas. Las mismas pueden ser obtenidas a partir de
informacion metagendmica, y son potencialmente utiles como marcadores ecologicos

(Barberan et al., 2012). Se incluyen, entre otros, el tamafio efectivo de los genomas, el
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numero de copias de ARNr por genoma, el nimero de genes por genoma, el uso de
codones y aminoacidos, y el contenido de guanosina-citosina (GC) y su variabilidad. En
cuanto a la utilidad ecoldgica, se ha detectado, por ejemplo, una correlacion positiva
entre el tamafio del genoma y la abundancia de GC, con los tipicos habitantes del suelo
en el extremo superior (grandes genomas y alto contenido de GC), y los hospedadores
obligados en el extremo opuesto (Rocha y Danchin, 2002; Bentley y Parkhill, 2004),
aunque los fundamentos de la distribucién del contenido de GC a lo largo de los
organismos y los ambientes no estan del todo esclarecidos (Wu etal., 2012;

Reichenberger et al., 2015).

Por ultimo, también es posible que los procesos ecoldgicos que impulsan el ensamblado
de comunidades microbianas influyan sobre la estructura del moviloma (y viceversa),
entendido como el conjunto de elementos genéticos moéviles (EGMs) del dominio
procariota, como los plasmidos y los cassettes génicos, entre otros (Koonin y Wolf,
2008). Propuestos como piezas clave para que las poblaciones microbianas enfrenten y
superen las adversidades ambientales (Heuer etal., 2008), han sido estudiados y
detectados en sistemas bioldgicos de tratamiento, en dénde se los ha asociado
principalmente a genes de resistencia a antibidticos (Parsley et al., 2010; Yang et al.,
2013). Sin embargo, es de esperar que en sistemas biologicos de tratamiento de
efluentes y en sitios contaminados, las funciones codificadas en los EGMs confieran
capacidades adicionales, como por ejemplo, genes de enzimas catabdlicas de sustratos

inusuales (Koenig et al., 2009).

Los cassettes génicos son elementos simples que consisten en moléculas pequefias de
ADN que contienen usualmente un marco abierto de lectura, bordeado por un sitio de
recombinacion especifica asociado a cassette (conocido como elemento de 59 bases o
attC), lo que le otorga la capacidad de integrarse a un genoma en un sitio especifico
(att]) por accion de la integrasa del integron (Intl). Esta insercion permite la expresion
del cassette entrante a partir del promotor del integron (Pc). El sitio a##/, el gen de la
integrasa Intl y el promotor Pc son los 3 componentes basicos de los integrones
(Gillings, 2014). La mayor parte de los integrones de clase 1 portan en su zona variable
un gen interrumpido de resistencia a moléculas cationicas toxicas (qacEAI), seguido de
un gen de resistencia a sulfonamidas (su//). Una gran parte de los estudios se ha

enfocado en cepas de relevancia clinica, en las que se observo la acumulacion de genes
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de resistencia a antibioticos en un arreglo de cassettes génicos (Rowe-Magnus et al.,
2002; Mokracka et al., 2012). Sin embargo, recientemente se le ha reconocido su papel
en el campo ambiental, al haber sido propuesto como un estimador de la contaminacion

antropogénica (Gillings et al., 2015).

Los plasmidos, por su parte, son EGMs centrales para el dominio Bacteria (Ochman
et al.,, 2000). Entre ellos existen algunos con capacidad de replicar en y transferirse a
numerosos hospederos, con el potencial de afectar fuertemente la fisiologia y sobrevida
de las poblaciones bacterianas en el ambiente (Heuer y Smalla, 2012). Los plasmidos
del grupo de incompatibilidad P (IncP-1), en particular, se caracterizan por cubrir un
amplio rango de bacterias Gram-negativas (Adamczyk y Jagura-Burdzy, 2003). Su
estructura basica estd conservada y contiene genes de mantenimiento de plasmido asi
como de transferencia por conjugacion (Jechalke, Schreiter, et al., 2013). Ademas,
pueden poseer genes accesorios que varian entre resistencias a antibioticos, resistencias
a compuestos cuaternarios de amonio, resistencias a metales, o bien rutas de
degradacion. Por esto ltimo, han sido asociados a eventos de contaminacion ambiental

(Vedler et al., 2004; Smalla et al., 2006; Heuer et al., 2012).

En resumen, el ensamblado de comunidades microbianas es un proceso complejo con
diferentes mecanismos actuando en simultineo que puede ser abordado
sistematicamente desde diferentes perspectivas, como la diversidad filogenética o
taxonomica, la diversidad genética, la diversidad de rasgos nucleotidicos y gendmicos, o
la diversidad de elementos genéticos modviles, entre otras. La informacion generada por
las nuevas herramientas de secuenciacion masiva y de bioinformatica brindan la
oportunidad de llevar a cabo estudios amplios y exhaustivos sobre una combinacién de
perspectivas, lo que podria acelerar la comprension del funcionamiento de las
comunidades microbianas en general, y de los procesos biotecnologicos en los que estan

involucradas en particular.

Comunidades microbianas en lodos activados

El conjunto de capacidades funcionales integradas en el tiempo y en el espacio, junto a
las propiedades emergentes, y en combinacion con los componentes abiodticos, dan

origen a la funcion de la comunidad y/o del ecosistema. A las comunidades microbianas,
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por ejemplo, se les asignan funciones fundamentales en los ciclos biogeoquimicos del
planeta, con una influencia directa sobre el resto de los seres vivos. En relacion a lo
expuesto previamente, es valido preguntarse cudn relevante es conocer “quiénes estan”
para poder entender ‘“qué estdn haciendo”. Estudios recientes indican que la
composicion de las comunidades influye sobre la funcién en un variado conjunto de
ecosistemas (Lozupone y Knight, 2007; Nemergut et al., 2013). En lodos activados, en
donde la funcion esta definida principalmente por la eliminacion de materia organica y
nutrientes contenidos en el efluente, de patdogenos y de turbidez, es decisivo comprender

estas relaciones.

Al igual que en las comunidades microbianas en general, la teoria ecoldgica del
ensamblado en lodos activados no ha alcanzado modelos predictivos que abarquen la
totalidad del proceso. Aun quedan multiples interrogantes en relacion a la influencia e
interaccion de los mecanismos ecoldgicos diversificacion in sifu, dispersion, seleccion
ambiental y deriva ecolédgica, lo que ayudaria a comprender aspectos de la dinamica
temporal (Van Der Gast et al., 2008), la relacion entre la estructura y la funcion (Briones
y Raskin, 2003), y la proliferacion de grupos bacterianos que interfieren en el proceso

de tratamiento (Nielsen et al., 2009).

Gracias a procesos de dispersion, las comunidades de lodos activados se autoensamblan
valiéndose de los microorganismos nativos del propio efluente y del ambiente
circundante, ya que son sistemas abiertos. No obstante, es frecuente — aunque no
necesario — inocular al sistema un lodo proveniente de otras instalaciones, con el
objetivo de acelerar el asi llamado arranque de planta. Pero, ;cuando y como se define,
si es que se define, una comunidad climax? ;Y en cuanto difieren las comunidades de
lodos activados de plantas de tratamiento distanciadas geograficamente? ;Influye el tipo
de in6culo, en caso de utilizarse, en el ensamblado de la comunidad? Por ultimo, ;cuales
son las variables ambientales y de proceso que mas influyen en determinar la estructura

de la comunidad?

Desde los inicios de la tecnologia de lodos activados hasta el dia de hoy, el microscopio
ha sido una de las principales herramientas para observar y cuantificar la composicion
de la comunidad microbiana (Eikelboom y Van Buijsen, 1983). De baja utilidad para
desentrafar la enorme diversidad bacteriana y viral, estas observaciones han permitido

sin embargo delinear la secuencia de armado del floc bioldgico y formular hipotesis de
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sucesion bioldgica en base a la dindmica y la distribucion de abundancias de
protozoarios y pequefios metazoarios en busqueda de indicadores (Pike y Curds, 1971).
Esto llevo posteriormente a la creacion de un indice que vincula el estado de la sucesion
bioldgica con el funcionamiento de la planta de tratamiento, medido en términos de
reduccion de la turbiedad y de remocion de materia organica y nutrientes (Madoni,
1996). Sin embargo, no hay que olvidar que las bacterias componen mas del 95% de la
biomasa de lodos activados y que son sus capacidades metabodlicas las que permiten un
exitoso funcionamiento del sistema. Estudios de patrones moleculares en base al gen de
ARNr 16S han caracterizado al inicio de funcionamiento de planta como un periodo de
alto recambio y baja performance, hasta alcanzar una comunidad mas estable en
unidades taxonomicas y en funcion (Hoshino et al., 2006; Van den Broeck et al., 2009;
Xiuheng et al., 2009). No obstante, una vez que la planta de tratamiento ha sido puesta
en marcha, es posible que la comunidad bacteriana sufra oscilaciones en su estructura.
La fluctuacion de taxones bacterianos ha sido detectada en numerosas ocasiones y
acontece en condiciones normales de correcto funcionamiento de la planta de
tratamiento (Kaewpipat y Grady, 2002; Ayarza et al., 2010; Wang et al., 2011). Wells y
colaboradores, por su parte, determinaron por T-RFLP un comportamiento més acorde a
una sucesion gradual que a una periodicidad alrededor de un “equilibrio” (Wells et al.,

2011).

Las plantas de tratamiento municipal, asi como algunas industriales, reciben efluentes
cloacales. Se ha estudiado el impacto que tienen las bacterias fecales del efluente sobre
el ensamblado de la comunidad de lodos activados, y se hallaron diferencias
sustanciales entre los patrones de abundancia bacteriana entre el liquido de ingreso, los
lodos activados, y el liquido de salida (McLellan et al., 2010; Ye y Zhang, 2013;
Hashimoto et al., 2014; Saunders et al., 2016). En lo que podria ser atribuido a un
proceso de seleccion ambiental, la circulacion por los colectores cloacales, y
especialmente el tiempo de permanencia en la camara de aireacion de la PTE, enfrentan
a las bacterias a un escenario notoriamente diferente al del intestino, y se promueve el
crecimiento de nuevos grupos que prevalecen por sobre y a costas de aquellas de origen
fecal, con lo que se logra la reduccion o eliminacion de especies patogenas (Wen et al.,

2009).

La aplicacion de nuevas tecnologias, como los microarreglos y las tecnologias de
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secuenciacion masiva (secuenciacion de alto rendimiento), permitié explorar la
diversidad microbiana en lodos activados de una forma sin precedentes, y colabor6 en
profundizar el estudio del ensamblado de las comunidades. Trabajos publicados en los
ultimos afios, basados en microarreglos filogenéticos o en la secuenciacion de
amplicones (amplicon-sequencing, en inglés) correspondientes a fragmentos del gen de
la subunidad 16S de ARN ribosomal (ARNr 16S), mostraron que las comunidades de
reactores que tratan efluentes municipales, atin con diferencias en su ubicacién
geografica y en la configuracion de sus instalaciones, son notoriamente similares a nivel
de filo bacteriano (Xia et al., 2010; Hu et al., 2012; Wang et al., 2012; Zhang et al.,
2012), sugiriendo una consistencia con lo propuesto por Philipotts y colaboradores en
cuanto a una coherencia ecoldgica en Bacteria a rangos taxonomicos altos (Philippot
etal.,, 2010). En particular, estos relevamientos en lodos activados destacaban la
dominancia del filo Proteobacteria, con sus clases Alfaproteobacteria 'y
Betaproteobacteria, seguido de grupos tales como Bacteroidetes, Firmicutes y

Actinobacteria.

A pesar de la tendencia creciente de combinar efluentes domésticos e industriales para
tratarlos luego en plantas municipales, la necesidad de tratar aguas residuales
industriales contintia siendo un asunto critico a nivel mundial. Los efluentes industriales
comprenden un amplio espectro de compuestos organicos, caracteristicos de las
multiples actividades industriales y sus esquemas de produccion. Del mismo modo que
con el efluente cloacal, la mayoria de las industrias se vale del sistema de lodos
activados para tratar sus efluentes, luego de un pretratamiento adecuado, si fuera
necesario (Orhon et al., 2009). Sin embargo, el conocimiento sobre la influencia del tipo
de efluente sobre sus comunidades bacterianas es escaso. En reactores de lodos
activados sujetos a concentraciones de efluentes industriales crecientes, se observd que
el componente deterministico del ensamblado de la comunidad aumentaba con la
concentracion de efluentes industriales (Van Der Gast et al., 2008). En cuanto a la
composicion de la comunidad, estudios previos en lodos activados industriales
mostraron la prevalencia de filos bacterianos tales como Proteobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes y Actinobacteria (Juretschko et al., 2002; Bramucci y Nagarajan, 2006;
Figuerola y Erijman, 2007; Degenaar et al., 2008). Este patron no difiere en forma

sustancial del que se encuentra en plantas de tratamiento municipales. Sin embargo,
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estos estudios han estado limitados al andlisis de tan s6lo unas centenas de clones del
gen ARNr 16S, y ademas no buscaron relacionar la estructura de la comunidad
bacteriana con las caracteristicas del efluente y los parametros operacionales de la

planta.

Los factores ambientales dados por la configuraciéon de la planta depuradora y sus
variables de operacion deben ser tenidos en consideracion a la hora de evaluar las reglas
de ensamblado de la comunidad de lodos activados. El tiempo de retencion de sélidos
(TRS), también conocido como tiempo de retencion celular, es un pardmetro central en
el disefio y el funcionamiento de la planta, que no debe ser confundido con el tiempo de
retencion hidraulico, cuyo significado remite al tiempo de permanencia del liquido a
tratar en el sistema y el cual no es relevante en el disefio de la PTE (Grady Jr et al.,
2011). Diferentes reportes han vinculado variaciones en el TRS con cambios en la
estructura y/o funcién de la comunidad microbiana (Saikaly et al., 2005; Pholchan et al.,
2010; Kim et al., 2011; Vuono et al., 2015). Las plantas de tratamiento con remocion de
nitrégeno son casos ampliamente conocidos. Sus largos TRS en que operan son
esenciales para permitir el mantenimiento de bacterias nitrificantes en el sistema, cuyo
crecimiento es notoriamente lento debido a restricciones energéticas en su metabolismo

(Wiesmann, 1994).

Por otro lado, las camaras de aireacion registran valores variables para el ingreso de
demanda biologica de oxigeno (DBO), y de demanda quimica de oxigeno (DQO, mayor
que la DBO; su cociente es util para estimar la biodegradabilidad del efluente), la
concentracion de oxigeno disuelto, la temperatura, el pH, la salinidad, el potencial de
oxido-reduccion, el cociente F/M (del inglés food y microbes) y una cantidad
relativamente constante de solidos totales en suspension. Ademas, las fuentes de
carbono, nitrogeno y fosforo varian seglin el agua residual a tratar, presentando las
primeras mayor o menor grado de biodegradabilidad y de diversidad. Por tltimo, la tasa
de alimentacion (ingreso de efluente a la camara de aireacion) puede variar entre
continua o intermitente. Todas estas variables, individualmente y de forma combinada,
ejercen una seleccion ecologica abidtica que afecta la estructura y la dindmica de la
comunidad microbiana (Paul et al., 1998; Ciggin et al., 2011; Valentin-Vargas et al.,
2012). Al estudiar estos sistemas, es posible hallar asociaciones entre parametros de

operacion y perfiles moleculares de comunidades bacterianas, aunque con la limitacion
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de no poder afirmar una causalidad (Wells et al., 2011; Wang et al., 2012).

Potencial fenotipico de las comunidades microbianas

Estudiar el potencial fenotipico codificado en el conjunto de genomas (metagenoma)
expone de forma relativamente directa propiedades microbianas relevantes para la
funcién del ecosistema (Green et al.,, 2008). En lodos activados, particularmente, se
puede comenzar a elucidar como los perfiles taxondémicos son estructurados por
variables ambientales y por parametros del proceso de tratamiento. Aunque se trata de
una estrategia cuyos resultados son incipientes, debido a los grandes volimenes de datos
y a bases de datos gendmicas aun incompletas, y aunque no carezca completamente de
sesgos técnicos (Ross et al., 2013), la metagendomica por secuenciacion masiva al azar
(shotgun-sequencing, en inglés) se presenta como una alternativa sin precedentes para
acceder al contenido genético de comunidades microbianas complejas (Albertsen et al.,
2013; Howe et al., 2014; Mason et al., 2014; Brown et al., 2015). La posibilidad de
asignar fragmentos cortos de ADN a organismos y funciones se incrementa a medida
que se secuencian y anotan nuevos genomas microbianos (Mcllroy et al., 2015), y que
surgen mejoras sustanciales de los procesos de anélisis (Nielsen et al., 2014). Desde que
se conocio el primer reporte que caracterizo la diversidad genética en una planta de
tratamiento de efluentes por la tecnologia 454 (Sanapareddy et al., 2009), hasta estudios
mas recientes que emplearon la tecnologia de Illumina (Johnson et al., 2014; Ju, Guo,
etal., 2014), la secuenciaciéon metagenomica al azar ha permitido la deteccion del
potencial funcional codificado en los genomas presentes en lodos activados, incluyendo
componentes de vias catabolicas fundamentales en el proceso del tratamiento (Fang

etal., 2013; More et al., 2014).

Trabajos publicados en los ultimos afios, en los que se realizaron comparaciones
metagendémicas en un amplio espectro de biomas, demostraron que es posible relacionar
variaciones en la abundancia de categorias génicas con diferencias en las condiciones
ambientales (Dinsdale etal., 2008; Fierer etal., 2012). Los resultados de Fierer y
colaboradores, por ejemplo, indicaron una fuerte diferenciacion entre los metagenomas
de suelos desérticos y los presentes en suelos de bosques, alin con una cobertura de

secuenciacion y un porcentaje de anotacion de secuencias considerablemente bajos.
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Ahora bien, aun resta aclarar cuan utiles resultan los datos metagenémicos de
secuenciacion al azar para distinguir comunidades de ecosistemas funcionalmente mas
similares, como los lodos activados de distintas plantas de tratamiento. Esto es un
asunto de actual discusion dada la reciente sugerencia de que la informacion acerca del
potencial fenotipico de microbiomas intestinales no provee un poder discriminatorio
mayor que la informacion contenida en perfiles taxondmicos derivados de la

secuenciacion de amplicones (Xu et al., 2014).
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Construccion de la hipotesis

Desentrafiar los factores que determinan la estructura de las comunidades microbianas y
los mecanismos que conducen a su ensamblado es fundamental para mejorar la gestion
del proceso de tratamiento y para proveer un marco conceptual que pueda ser aplicado a
comunidades microbianas en otros procesos de biotecnologia ambiental. Varios estudios
previos realizados en plantas de tratamiento de lodos activados municipales, de
diferente configuracion y provenientes de sitios geograficamente distantes, sugerian la
presencia de taxones bacterianos de alto rango comunes a todos los sistemas estudiados,
en forma relativamente independiente del resto de las variables ambientales y de
proceso. Las plantas de lodos activados industriales reciben efluentes de composicion
quimica muy diferente al efluente de origen domiciliario, pero también estan basadas en
la floculacion en forma de agregados (flocs) que permiten la retencion de la biomasa en
el sistema. En base a estos antecedentes, se planteo la hipdtesis de que la presion de
seleccion dada por la formacion de dichos agregados bioldgicos es el principal
determinante ecoldgico de la composicion de la comunidad bacteriana en lodos
activados. La hipotesis alternativa es que la estructura de la comunidad microbiana

estaria determinada preponderantemente por las caracteristicas quimicas del efluente.

Objetivos generales

Los objetivos de esta tesis consistieron en comprobar si existe un grupo comun (core) de
taxones bacterianos y funciones en plantas de tratamiento de efluentes municipales e
industriales, y determinar cudles son las variables ambientales y operacionales
relevantes en la estructuracion de las comunidades bacterianas de los lodos activados en

sistemas a gran escala, municipales e industriales.
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Objetivos especificos

Para este trabajo los objetivos propuestos fueron:

1.

Comprobar si la similitud en los patrones de distribucion de abundancias de
rangos taxondmicos altos del dominio Bacteria, que han sido observados en
plantas de tratamiento de efluentes municipales, se conserva también para

sistemas de tratamiento de efluentes industriales.

Estudiar la distribucion de taxones en plantas de tratamiento de efluentes

industriales en relacion a los pardmetros operacionales del proceso.

Comprobar si el andlisis del potencial fenotipico a partir de los datos de
secuenciacion al azar puede complementar al analisis taxonomico por
secuenciacion de amplicones en la tarea de discriminar diferentes comunidades

microbianas presentes en lodos activados.

Determinar qué capacidades funcionales pueden ser utiles para dilucidar factores

determinantes del ensamblado de comunidades microbianas en lodos activados.

Explorar la distribucién de elementos genéticos moéviles en comunidades de

lodos activados en relacion a los factores determinantes de su ensamblado.
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Materiales y métodos

1. PLANTAS DE TRATAMIENTO DE EFLUENTES Y MUESTREO

Caracteristicas de las plantas de tratamiento v sus efluentes

Se tomaron muestras de lodos activados de las cdmaras de aireacion de 9 plantas de
tratamiento de efluentes (PTEs) ubicadas en Argentina. Siete de las plantas fueron
muestreadas en al menos dos oportunidades, en tiempos separados por periodos de hasta
5 afios. Hay una PTE municipal que cuenta con tres muestras. Las dos PTEs restantes,
que trataban agua residual de dos industrias de alimento balanceado para mascotas,
fueron muestreadas solo en una oportunidad. La informacion general, los datos técnicos

y las fechas de muestreo se presentan en la tabla 1.

Del conjunto de plantas de tratamiento, siete reciben efluentes industriales. El efluente
de la tintoreria textil contiene colorantes y sustancias auxiliares que se utilizan en las
etapas de la tinciébn, como 4acidos organicos, fijadores, anti-espumantes, agentes
oxidantes y reductores (ditionito de sodio), hidréxido de sodio y solventes. La refineria
de petroleo produce un efluente caracterizado por las altas concentraciones de
hidrocarburos alifaticos y aromadticos, compuestos fenolicos, azufrados y amoniaco. El
laboratorio farmacéutico elabora productos dosificados producidos por mezcla de
ingredientes activos y excipientes, como diluyentes, saborizantes, aglutinantes,
conservantes y antioxidantes. El nimero de productos manufacturados es amplio, lo que
resulta en grandes variaciones en la composicion del efluente. Los compuestos presentes
en el mismo se encuentran usualmente a bajas concentraciones. Estos incluyen acidos
organicos, hidratos de carbono, fosfolipidos, vitaminas y minerales inorganicos, en tanto
que no se producen ni procesan antibidticos. La industria de alimento balanceado para
mascotas genera efluentes con alta concentracion de grasa animal, proteinas, hidratos de
carbono y vitaminas, junto a compuestos de limpieza y desinfeccion. El efluente
proveniente del procesamiento de suero lacteo consiste mayormente en lactosa y
proteinas del suero, y se genera a partir de la limpieza de los equipos de filtrado por

membrana y de las tuberias. Por su lado, la sintesis de polimeros conlleva la liberacion
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de un efluente que contiene mondmeros de la manufacturacion de polietileno y

poliuretano.

Las PTEs domiciliarias depuran efluentes de contenido mayormente sanitario, sumado a
restos de alimentos y productos de limpieza e higiene personal. Una de las PTE
municipales aqui analizada (SWGa) cubre un area residencial relativamente pequeia
(3500 hab), lo que ocasiona que el tiempo que transcurre entre la recoleccion y el
tratamiento del efluente sea relativamente corto. Al haber un tiempo breve de
permanencia en la red cloacal, sumado a la falta de tratamiento por sedimentacién
primaria, no deberia alcanzarse una disminucidon notoria de la Demanda Biologica de
Oxigeno (DBO) previo al tratamiento en la PTE. La depuradora municipal restante
(SWGD), por el contrario, consiste en una planta de tratamiento de efluentes tipica y de
un tamafio considerablemente mayor, que representa el servicio para una poblacion de
300.000 habitantes. Debido a un efectivo pretratamiento y tratamiento primario, la DBO

(coloidal y disuelta) de ingreso a la camara de aireacion no supera los 100 mg/L.

Para que los microorganismos de los lodos activados realicen su funciones con alta
eficiencia, es esencial que cuenten con un balance apropiado de carbono y nutrientes,
siendo nitrogeno y fosforo los de mayor relevancia. En caso contrario, el efluente a
tratar debe ser complementado con el objetivo de alcanzar la relacion DBO:N:P 100:5:1,
la cual es considerada Optima para sistemas aerdbicos (Henze et al., 2001; Maier et al.,
2009). La falta de nutrientes puede deberse a que el agua residual provenga de un
proceso industrial que no incluya compuestos de fosforo y nitrégeno de relevancia
bioldgica en cantidades significativas. Para las plantas de tratamiento analizadas en esta
tesis, la deficiencia de fosforo en el efluente de la refineria y la deficiencia de nitrogeno
en el efluente de la tintoreria se corregian por el agregado de acido fosforico y de urea,
respectivamente. En las PTEs restantes, la relacion DBO:N:P era adecuada o poseian un
exceso de nutrientes respecto a la materia carbonacea. Normalmente, en los casos en los
que los efluentes portan altas concentraciones de N o P, se requiere contar con
instalaciones especialmente disefiadas y operadas a fin de reducir dicho excedente

(Wiesmann, 1994; Nielsen et al., 2012).
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Ninguna de las PTEs estaba disefiada para la remocion de nutrientes, con excepcion de
la planta depuradora en la refineria de petréleo, que contenia una camara anoxica para la
desnitrificacion. Sin embargo, debido a la baja relacion C:N, la eficiencia de remocién
de nitrégeno era baja, por la limitacion de una fuente de electrones para la

desnitrificacion.

Tabla 1: Informacion general y técnica de las PTEs. Las muestras que fueron analizadas por
pirosecuenciacion de amplicones y por secuenciacion al azar se encuentran resaltadas en negrita. El caso
excepcional es 'SwgA', cuya muestra del 2009 fue analizada por pirosecuenciacion, y la del 2013 por
secuenciacion al azar.

Fecha Sistema de Tratamiento R sion
Rétulos Ubicacion Tipo de efluente = Configuracién q oz q q servida
muestreo aireacion primario (PE)
Petroquimico s . ., Flotacion por
PeA-09  vga May2009 g oferia de Anbxico/ - Aireacion por e qicuelio | 15.000 (PE)
PtcA-11 May-2011 . Aerdbico difusores
petroleo) (DAF)
Petroquimico
PtcB-08 Sep-2008 (Sintesis de 1 Aireacion por L
PtcB-09 AMBA May-2009 polimeros Aerdbico difusores Ecualizacion 450 (PE)
acrilicos)
Aireador de
Txt-08 AMBA Sep-2008 Tintoreria textil Aerébico superficie de | Neutralizacién | 25.000 (PE)
Txt-11 Jun-2011 . R
baja velocidad
Mezclador
hiperboloide
~ . ., sumergido con
Why-10 Portefia, May-2010 | Filtracion de suero . . . s
Why-11 Cérdoba Tun-2011 lécteo Aerobico mlcrp-burbujs?o Ecualizacion | 45.000 (PE)
de aire a través
de anillo
sparger
SwgA-08 Nov-2008 Aireacién por
SwgA-09 AMBA Mar-2009 Municipal Aerdbico & fusorels) Ausente 3.500
SwgA-13 Abr-2013
SwgB-12 Oct-2012 . - Aireacion por . .,
SwgB-13 AMBA Ago-2013 Municipal Aerdbico difusores Sedimentacion 270.000
Pha-5.11 May-2011 - 1 Aireacion por Sy
Pha-7 11 AMBA Jul-2011 Farmacéutica Aerdbico difusores Ecualizacion 350 (PE)
Alimento para . Aireacion por Flotac?én por
PF1-08 AMBA Sep-2008 Aerdbico X aire disuelto 1.875 (PE)
mascotas difusores
(DAF)
. 1 . Flotacion por
PF2-11 AMBA Jul-2011 Alimento para Aerdbico - Mezclador/aire | 5 i 1o 9.100 (PE)
mascotas secuencial ador sumergido

(DAF)

AMBA: Area Metropolitana de Buenos Aires. PE: Poblacion Equivalente.
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Muestreo v almacenamiento

Las muestras fueron tomadas de las camaras de aireacion de las PTEs en pleno
funcionamiento. Una vez que se tomaron las muestras, las mismas fueron colocadas en
contenedores plasticos y luego transportadas al laboratorio dentro de las 2 horas, a
temperatura ambiente y con una amplia cdmara de aire para evitar condiciones de
anaerobiosis. Una vez en el laboratorio, las mismas fueron almacenadas a -20 °C. Las
muestras de lodos activados que trataban el efluente de la filtracion de suero fueron la
excepcidn, ya que sus instalaciones se encuentran a 6 horas del laboratorio, y por lo

tanto debieron ser congeladas en origen y transportadas con refrigeracion.

Diseiio experimental

Contar con réplicas de las PTEs a escala real es practicamente imposible. Como el
interés del trabajo radicaba en obtener un conjunto de datos metagendémicos descriptivo
para cada sistema, y no en la interpretacion detallada de un unico instante, se utiliz6 una
estrategia alternativa a las verdaderas réplicas bioldgicas para la evaluacion de la
variabilidad dentro de cada sistema de tratamiento (muestras de una misma planta

tomadas en tiempos diferentes).

El analisis por pirosecuenciacion de amplicones del gen de ARNr 16S incluy6 seis PTEs
muestreadas en dos oportunidades y dos PTEs muestreadas en un solo tiempo. Esto
suma un total de ocho PTEs, de las cuales siete recibian efluentes industriales y tan solo
una trataba efluentes domiciliarios (Tabla 2). El conjunto de datos se ampli6 con PTEs
municipales de China (3), Singapur (1) y Corea del Sur (1), que habian sido analizadas
por otros laboratorios y cuyas lecturas de pirosecuenciacion habian sido puestas a
disposicion en el repositorio SRA de NCBI. En particular, se incluyeron: una planta de
Corea del Sur de configuracion anaerdbica / anoxica / 6xica (A/A/O) a escala piloto que
trataba efluente domiciliario (Swg-A-KR) (B.-C. Kim et al., 2013), una planta a escala
real de configuracion A/A/O en Guangzhou, China (Swg-B-CN), una planta CAS +
MBR a escala real en Singapur (Swg-B-SG) (Zhang et al., 2012), y dos plantas A/A/O a
escala real en Wuxi, China (Swg-C-CN1 y 2) (Wang et al., 2012).
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Tabla 2: Distribucion de las muestras en los diferentes ensayos. El caso excepcional es 'SwgA', cuya
muestra del 2009 fue analizada por pirosecuenciacion, y la del 2013 por secuenciacion al azar.

Réplicas técnicas

Rétulos Piroseclfenciacién Secuenciacion p/ secuenciacién Ensamblado l?l.emento,s )
de amplicones 16S al azar al azar de lecturas | Genéticos Méviles
PtcA-09 Si Si Si Si Si
PtcA-11 Si Si Si Si Si
PtcB-08 Si Si Si Si Si
PtcB-09 Si Si Si Si Si
Txt-08 Si Si Si Si Si
Txt-11 Si Si Si Si Si
Why-10 Si Si Si Si Si
Why-11 Si Si Si Si Si
SwgA-08 Si Si Si Si Si
SwgA-09 Si - - - -
SwgA-13 - Si Si Si Si
SwgB-12 - Si Si Si Si
SwgB-13 - Si Si Si Si
Pha-5.11 Si - - - -
Pha-7.11 Si - = - -
PF1-08 Si - - - -
PF2-11 Si - - - -
Otros laboratorios

Swg-A-KR Si - - - -
Swg-B-CN Si - o - -
Swg-B-SG Si - = - -
Swg-C-CN1 Si - - - -
Swg-C-CN2 Si - - - -
PtcC-13 - Si = o -
PtcC-14 - Si = - -
PtcD-13 - Si = o -
PtcD-14 - Si - - -
SwgC - Si - - -
SwgD - Si - - _
SwgE - Si = o -
SwgF - Si - - -

Para la secuenciacion al azar se seleccionaron cinco de las ocho plantas de tratamiento
analizadas por pirosecuenciacion, a las que se agregd una sexta: la planta municipal de
mayor tamafio (SwgB). Cada PTE fue representada por dos muestras tomadas a
diferentes tiempos. En el caso de la pequefia planta municipal del primer andlisis
(SwgA), la muestra del ano 2009 fue reemplazada por una nueva muestra tomada en

2013 por falta de material. Por otro lado,. Las plantas asociadas a la produccion de
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alimento para mascotas fueron excluidas por consistir en muestras Unicas en el tiempo,
mientras que las muestras de la planta del efluente farmacéutico lo fueron por estar muy
proximas en el tiempo. Para contemplar la variabilidad en el muestreo y en la
secuenciacion, cada muestra fue dividida en dos réplicas técnicas, sumando asi un total
de 24 muestras (6 PTEs, 2 tiempos, 2 réplicas técnicas). Ademds, se incorporaron
muestras metagendmicas de PTEs analizadas por laboratorios de otros paises. Por un
lado, dos muestras de un complejo petroquimico de India Occidental (PtcC y PtcD), con
dos muestras en el tiempo cada una (Yadav et al., 2015), y por el otro, 4 muestras Unicas
de PTEs municipales localizadas en la Republica Popular China, tres disponibles en el
repositorio SRA del NCBI y otra publicada (Ye etal., 2012) (SwgC, SwgD, SwgE,
SwgF, respectivamente). Las mismas fueron incluidas en el analisis general. En total, el

conjunto de datos consistio en 32 muestras metagendmicas.

Determinaciones quimicas en efluentes crudos

Muestras compensadas de efluente de ingreso fueron tomadas solo en cinco de las seis
plantas de tratamiento que fuero analizadas por secuenciacién al azar, en tiempos
posteriores al muestreo original. Las muestras fueron refrigeradas en el momento y
transportadas al laboratorio dentro de las dos horas posteriores. En el caso de la planta
municipal de mayor tamafio, las muestras corresponden al liquido de salida del
sedimentador primario. Las proteinas totales fueron cuantificadas por el método de
Bradford, en triplicado técnico. El método de antrona fue utilizado para determinar los
hidratos de carbono totales (Yemm y Willis, 1954). Por ultimo, para la medicion de los
acidos grasos volatiles (VFA, del inglés, volatile fatty acids) se sigui6 un protocolo
puesto a punto en el laboratorio, que consiste en acidificar por titulacion V=100 ml de
muestra filtrada con una solucidén estandar de acido clorhidrico 0,1N hasta alcanzar
pH=3, la eliminacién del didéxido de carbono por hervor con columna de refrigeracion
(Liebig), y una nueva titulacion con hidréxido de sodio 0,1N hasta pH=6,5. Los
volimenes de acido (A) y base (B) utilizados permiten el célculo de los 4cidos grasos
volatiles expresados como miliequivalentes por litro (o equivalentes por m®) de la
siguiente forma:

(Bx101)—(A+100)
99,23XV

VFA = X100
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2. PIROSECUENCIACION DE AMPLICONES DEL GEN ARNR 16S

Extraccion de ADN

Se resuspendio6 el solido derivado de 1 ml de lodos activados en 500 pl de solucion
reguladora TE (pH 8,0), y se lo transfiri6 a tubos con tapa a rosca de 2 ml que contenian
0,5 g de perlas de silica de circonio (BioSpec Products, OK). Se agregd 50 pl de SDS
10%, junto con 250 pl de fenol equilibrado en ph 8,0 y 250 pl de cloroformo-alcohol

isoamilico (24:1). Se realiz6 una lisis mecanica por agitacion en un homogenizador de
células (Precellys 24, Bioamerica), en 3 ciclos de 30 segundos a 5000 rpm. La fase
acuosa fue transferida a un tubo limpio y tratada con 10 pl de ARNasa A (Invitrogen)
por 2 h a 37 °C. A continuacion se realizaron dos extracciones con una solucion de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Los acidos nucleicos fueron precipitados en dos

volimenes de etanol 100% y 0.1 volumen de acetato de sodio, y lavados dos veces con

etanol 70%. Finalmente, el material centrifugado fue resuspendido en 50 pl de agua

libre de ADNasas.

PCR-DGGE

A modo de andlisis preliminar, y con el objetivo de verificar la capacidad de
amplificacion sobre las muestras de ADN metagendmico, asi como de obtener una
visualizacién general de la riqueza y la equitatividad, descartando eventualmente
aquellas sesgadas por un unico taxon dominante, las comunidades bacterianas de las
PTEs fueron evaluadas mediante electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
(DGGE, del inglés, denaturing gradient gel electrophoresis) para el gen de ARNr 16S.
Se analiz6 un nimero mayor de muestras de las que luego fueron secuenciadas. Muchas
de ellas fueron descartadas por carecer de datos respecto a variables de operacion, y
para contar con un disefio experimental balanceado. Se amplificoé el segmento
delimitado por los cebadores universales 341 GCfy Eub518r, en una mezcla de PCR que
consistid en cebadores (0,1 mM), ADN metagenémico molde (20 ng), buffer de

reaccion (1X), desoxirribonucledtidos trifosfato (0,2 mM), MgCl, (3 mM) y polimerasa
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de ADN T7aq (1 U, Life Technologies Corporation) en 50 pl finales, con el siguiente
programa de amplificacion: 5 min a 94 °C para la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de
30sa94 °C,30sa55°Cy45sa72°C,y una extension final de 10 min a 72 °C. El
producto de amplificacion fue concentrado hasta los 10 pl en SpeedVac (FTS Systems)

para poder ser sembrado posteriormente en el gel.

La técnica de DGGE fue realizada tal como lo describe Muyzer y colaboradores
(Muyzer et al., 1993), en un gel de poliacrilamida 8% con gradiente de urea-formamida
40-65% (100% desnaturalizante: urea 7M y formamida 40%). El sistema de DGGE
(CBS Scientific, DelMar, CA, EEUU) fue utilizado segun las indicaciones del
fabricante. Luego de una electroforesis de 16 h a 60 V, los geles de poliacrilamida
fueron tefiidos durante 30 min en una solucion de SYBR Gold (Invitrogen), dilucion
1:10000 en TAE (ph 8,0), y lavados en solucion TAE fresca por otros 10 min. A
continuacion, los geles fueron fotografiados inmediatamente en un transiluminador UV
combinado con una cdmara y un sistema de adquisicion de imagenes (Syngene). En este
tipo de geles, cada banda observada es considerada como un taxén, y su intensidad
representa un valor estimado de su abundancia'. En una primera instancia, las imagenes
fueron analizadas cualitativamente con el objetivo de verificar la amplificacion de un
numero significativo de secuencias diversas y de comparar, con baja rigurosidad y a
modo exploratorio, los perfiles de bandas observados en las diferentes muestras. Por
medio del programa GelCompar (Applied Maths) se obtuvo la matriz de intensidad
correspondiente a cada gel. Esto permitié la contabilizacién de las bandas por muestra,
con el objetivo de comparar la riqueza de las especies dominantes, y el calculo del
indice de diversidad de Shannon, el cual considera la presencia de una especie (aqui
representada por una banda de ADN en el gel) y su abundancia (representada por la
intensidad de la banda), otorgdndole valores mayores a comunidades numerosas en
especies pero al mismo tiempo equitativas, es decir, sin el dominio de unas pocas. Los
indices se calcularon sobre la matriz de intensidad de bandas con el programa PaSt 2.17

(http://folk.uio.no/ohammer/past/).

1 Para entender los alcances y las limitaciones de la técnica, referirse a Forney et al, 2004
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PCR v secuenciacion de amplicones

Se  utilizaron los  cebadores  universales para  bacterias @ F27  (5'-
GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y R518 (5'-WTTACCGCGGCTGCTGG-3") para
amplificar por triplicado las regiones variables V1 a V3 del gen 16S ARNr. La mezcla
de reaccion de PCR consistio en cebadores etiquetados (0,3 mM), ADN metagendmico
molde (15 ng), buffer de reaccion (2X), desoxirribonucledtidos trifosfato (0,2 mM),
MgSO4 (1ImM) y ADN polimerasa Platinum Pfx (1U, Life Technologies Corporation)
en 50 ul finales. Las etiquetas de 10 pb, ubicadas en el extremo 5' de los cebadores,
permitieron asociar productos individuales de PCR con cada muestra. El programa de
amplificacion consto de: 2 min a 94 °C para la desnaturalizacion inicial, 40 ciclos de 30
sa94°C,30sa50°Cy30sa68°C,yuna extension final de 10 min a 68 °C. Los
amplicones obtenidos fueron purificados en gel de agarosa 1%, extraidos con el kit
AxyPrep DNA Gel Extraction Kit (Axygen Biosciences), y cuantificados por medio de
espectroscopia UV-visible (NanoDrop-1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA). Con todos ellos se prepardé una mezcla equimolar que fue enviada a Macrogen
Inc. (Seul, Corea del Sur) para la construccion de la biblioteca de amplicones, la PCR en
emulsion y la pirosecuenciacion Roche 454 GS-FLX. Las lecturas originales fueron

depositadas en la base de datos SRA del NCBI bajo el cddigo de acceso SRA061963.

Analisis de datos de pirosecuenciacion de amplicones

Se utilizo el programa 'mothur' (version 1.22.2) para el procesamiento de los datos de
secuenciacion (Schloss et al., 2009), utilizando como guia el Procedimiento Operativo
Estandarizado (SOP) sugerido por el autor. Se trata de un programa de uso libre y
codigo abierto, que agrupa numerosas funciones ejecutables por linea de comando,
destinadas a la manipulacién de archivos primarios, su procesamiento completo y
multiples herramientas de andlisis estadistico. El trabajo sobre las secuencias
propiamente dichas fue llevado a cabo localmente en un servidor de 16 nicleos y 32 GB
de memoria RAM, lo que permitid aprovechar la posibilidad que ofrece el programa
'mothur' de dividir tareas intensas en multiples procesadores. Salvo que se indique, se

utilizaron los parametros predeterminadas de cada comando.
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La pirosecuenciacion 454 (Roche) se caracteriza por la generacion de secuencias largas,
en términos relativos (500-1000 pb). Entre sus artefactos caracteristicos se encuentran la
generacion de homopolimeros nucleotidicos y de inserciones y deleciones (in-del)
respecto del molde original. Por otra parte, el flujo secuencial de los cuatro nucledtidos
trifosfatados del ADN durante la corrida de pirosecuenciaciéon estd asociado a un
posterior ruido o error en las lecturas, propios de la tecnologia Roche 454. Los archivos
primarios son archivos de flujo, que contienen las secuencias representadas por los
registros individuales de intensidad por nucleodtido incorporado. Como el flujo tiene un
orden de nucledtidos conocido, y los archivos primarios incluyen medidas de calidad de
registro, a partir de los mismos es que se realiza la transformacion a archivos de formato

FASTQ, o FASTAy QUAL.

El programa FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
permite extraer informacion basica sobre la calidad de la corrida a partir de archivos
FASTQ, reportando medidas de resumen y graficos descriptivos del conjunto de
secuencias, relacionados con el largo de secuencia y la calidad de registro medido en
valor Phred. Tras la revision de dichos parametros, se establecid que el desempeiio del
ensayo ejecutado habia sido satisfactorio y coincidia con lo esperado para esta

tecnologia (ver Apéndice: Fig. AS, A6, A7).

El primer paso del procesamiento de los datos consistiéo en una remocion de lecturas que
no cumplieran con los siguientes requisitos de calidad: 450 flujos detectados como
minimo, sin posiciones ambiguas (N), un maximo de 2 pb de discrepancia con la
secuencia del cebador, y un maximo de 1 pb de discrepancia con la secuencia de la
etiqueta. Ademads, se limitd el nimero maximo de flujos también a 450 pb.
Posteriormente se aplico la implementacion de PyroNoise en 'mothur' para liberar a los
registros del ruido caracteristico. Al término del proceso, los archivos fueron
convertidos automaticamente al formato FASTA, sobre los cuales se hizo una segunda
remocién de secuencias de baja calidad con los parametros de discrepancias ya
mencionados junto a los siguientes: 8 pb como largo maximo de un homopolimero, y
200 pb como largo minimo de secuencia. Los cebadores y las etiquetas fueron

removidos en forma definitiva.

A continuacion se procedio a alinear las secuencias contra la base de datos SILVA v102,

una base de datos de genes ARNr 16S curada. El alineamiento finalizado permitid
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mejorar la deteccion de secuencias espurias. Por un lado, fue posible detectar a las que
se encontraban fuera del espacio de alineamiento principal y descartarlas, porque eran
candidatas a ser contaminaciones, es decir, externas al amplicon seleccionado. Por el
otro lado, por medio del algoritmo uchime (Edgar etal., 2011) implementado en el
programa 'mothur', se identificaron las potenciales secuencias quiméricas que se
originan en el proceso de amplificacion por PCR (Wang y Wang, 1997; Haas et al.,
2011). Como ultimo paso del procesamiento basico, se redujo una vez mas el error de
secuenciacion por medio de la vinculacion de secuencias poco abundantes con
secuencias altamente similares pero abundantes por medio del comando pre.cluster

(discrepancia de 2 pb).

En este punto se optd por dos tratamientos diferentes, cuyo objetivo era analogo:
distribuir las secuencias en grupos que representarian a los diferentes taxones
bacterianos. En la via independiente de taxonomia, se agruparon las secuencias segin
un umbral de similitud (95 y 97%), a través del agrupamiento de enlace promedio. Es
decir, todas aquellas lecturas que eran similares en un 95 o 97% de secuencia,
conformaban una Unidad Taxondmica Operacional (OTU, del inglés, Operational
Taxonomic Unit). Se considera que la similitud del 97% es una aproximacion al nivel
taxonémico de especie, mientras que un 95% de similitud corresponde a nivel de
género. Para esta via es condicion necesaria que las secuencias estén alineadas. En este
trabajo, las discrepancias por largo y por omision de nucledtidos (gaps) fueron tratadas
con los parametros propuestos por el autor del programa. En cuanto a la via dependiente
de taxonomia, en ella se asignaron las secuencias a determinados taxones por medio de
una comparacioén con una base de datos de ARNr 16S. La ventaja de esta via es que
permite analizar conjuntos de secuencias no alineadas, que provengan en este caso de
regiones hipervariables diferentes. Particularmente, se utilizé Clasificador Bayesiano
Ingenuo (Wang et al., 2007) contra la base de datos Ribosomal Database Project (RDP;
set de entrenamiento 9), con un umbral de confianza minima del 50%, a modo de
compromiso entre mantener una precision de clasificacion relativamente alta y
maximizar el nimero de secuencias clasificables. Con ambas vias se logré obtener una
tabla de abundancias, lo que conforma la base de gran parte de los andlisis estadisticos
posteriores. En este caso, por medio de un submuestreo realizado con la funcién

sub.sample del 'mothur', la tabla fue normalizada respecto a un nimero minimo de

41



Materiales y Métodos

secuencias por muestra (5000). La pagina web del programa cuenta con la explicacion
detallada de cada funcion (http://www.mothur.org/wiki). El Procedimiento Operativo

Estandar referido, para datos de pirosecuenciacion 454, corresponde al del afio 2012.

En ecologia, la diversidad alfa describe la diversidad presente en una muestra. Se
visualizaron la riqueza y la cobertura por medio de curvas de rarefaccion con 1000
iteraciones de muestreo. Con las OTUs definidas al 97% y al 95% de similitud se
calcularon los indices de Good, Chaol y ACE. El indice de Good estima la cobertura
obtenida en un muestreo, y toma valores entre 0 y 1, siendo 1 la cobertura maxima. Los
indices de Chaol y ACE son estimadores de la abundancia real a partir de la observada.
La comparacion de los indices de Shannon y Chaol entre plantas de tratamiento

industriales y municipales se realizé con una prueba t de Student.

Se incluyeron datos publicados de plantas de tratamiento de efluentes municipales de
otros tres laboratorios, para compararlos con los datos del presente estudio. Los mismos
provenian de una planta a escala real de configuracién anaerdbica / anodxica / Oxica
(A/A/O) en Guangzhou, China (Zhang et al., 2012), una planta CAS + MBR a escala
real en Singapur, una planta A/A/O a escala real en Wuxi, China (Wang et al., 2012) y
una planta A/A/O a escala piloto que trataba efluente domiciliario en Corea del Sur (B.-
C. Kim et al., 2013). Mientras que en el ultimo trabajo se secuencié la misma region
hipervariable del gen ARNr 16S que para esta tesis (V1-V3), los primeros dos estudios
amplificaron la region V4. Los datos de (Zhang etal., 2012) y (B.-C. Kim et al.,
2013) fueron obtenidos de la base de datos SRA del NCBI y procesados con 'mothur' al
igual que el resto de las muestras. Por el contrario, los datos del trabajo de Wang y
colaboradores (Wang et al., 2012) no estaban disponibles publicamente, por lo que se
reconstruy6 la informacion taxondmica completa a partir de las tablas de abundancia a
nivel de género. Por ello y por el uso de diferentes zonas hipervariables, las
comparaciones de la distribucion de taxones entre las muestras fueron hechas utilizando

la informacion de las secuencias clasificadas.

Las tablas de abundancia, a las que se le aplicd una transformacion de raiz cuadrada,
fueron ingresadas a un andlisis de agrupamiento jerdrquico en el programa PaSt,
utilizando la medida de similitud Bray-Curtis, el algoritmo de agrupamiento de enlace

promedio y un indice de confianza sobre 100 iteraciones (bootstrap, en inglés).
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Los andlisis de ordenamiento fueron llevados a cabo con el paquete estadistico 'vegan'
2.0-10 (Departamento de Estadistica, Universidad del Estado de lowa, IA, EEUU) en R
2.15.1, con parametros por defecto. Los taxones con abundancias menores a 0,5% y las
bacterias no clasificadas en algliin filo fueron excluidas del andlisis. Se optd por una

transformacion de raiz cuadrada para reducir el efecto de los grupos dominantes.

El Analisis de Coordenadas Principales (PCoA, del inglés, Principal Coordinates
Analysis) permiti6 visualizar la distancia entre las muestras. El Andlisis Restringido de
Coordenadas Principales (abreviado en inglés como CAP), por su parte, permitid
visualizar patrones generales de dispersion de las comunidades de las diferentes PTEs y
examinar si las comunidades bacterianas se correlacionan con las variables
operacionales principales del proceso. E1 CAP es un ordenamiento restringido similar al
analisis de redundancia, que fue ganando atencidon en ecologia de comunidades porque
puede ser aplicado a indices de disimilitud no euclideanos, como Jaccard, Bray-Curtis o
distancias filogenéticas como UniFrac (Anderson y Willis, 2003). Werner y
colaboradores lo utilizaron para explicar las diferencias filogenéticas observadas en
bioreactores anaerdbicos en base a un grupo de gradientes ambientales (Werner et al.,
2011). En esta tesis se trabajo con la disimilitud Bray-Curtis, una métrica comun en
ecologia de comunidades. Y la ya mencionada discrepancia entre regiones
hipervariables seleccionadas por los diferentes laboratorios, impidi6 que se pueda
evaluar variaciones en la estructura de la comunidad entre muestras por medio de
distancias filogenéticas como UniFrac (Lozupone y Knight, 2005). A modo
complementario se realizd6 un Analisis de Correspondencia Candnico (abreviado en
inglés como CCA) en base a la raiz cuadrada de las abundancias relativas de los filos
bacterianos superiores a 1%, con el objetivo de desenmascarar la influencia de grupos

taxondmicos minoritarios.

Con el propoésito de definir un intervalo de confianza de las muestras municipales
analizadas, en el ordenamiento se incluy6d una elipse correspondiente a un 95% de
confianza. Por ultimo, para evaluar si existia una asociacion significativa de las
variables del proceso con el patrén de diversidad de las comunidades bacterianas, se
llevé a cabo una prueba de hipdtesis por permutacion de 1000 iteraciones, disponible
bajo la funcidn 'anova' en el paquete 'vegan' de R. Las pruebas de permutacion, también

conocidas como pruebas de aleatorizacion, se utilizan para confeccionar la distribucion
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nula de un estadistico de prueba, contra el que se pueda evaluar el valor observado del
estadistico. Si este valor observado es poco usual en el contexto de la distribucion nula
generada por la permutacion de los datos, se puede concluir que es poco probable que la
asociacion observada haya surgido por azar y no sea significativa. En particular para
esta tesis, de aquellas muestras que contenian dos muestras de diferentes tiempos, se
tomo una unica muestra a fin de no violar el supuesto de independencia. Las variables
de operacion utilizadas fueron la temperatura (T), el pH, el tiempo de retencion de
solidos (TRS), los solidos suspendidos en licor mezcla (MLSS, del inglés, mixed liqguor
suspended solids), y el oxigeno disuelto (OD). Se utilizaron valores estandarizados, con

promedio igual a cero (z-score).
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3. SECUENCIACION AL AZAR DE ADN METAGENOMICO

Extraccion de ADN v secuenciacion

Para cada muestra, los soélidos centrifugados de 1ml de lodos activados fueron
resuspendidos en solucion reguladora de fosfato de sodio del kit para suelos FastDNA
Spin (MP Biomedicals, Inc.), con el que se extrajo el ADN acorde a las instrucciones del

fabricante.

Las muestras de ADN fueron divididas en dos réplicas técnicas y enviadas al INDEAR
(Rosario, Argentina) para la preparacion de una biblioteca Nextera (rango de
fragmentos: 300 — 1000 pb) y los posteriores protocolos de secuenciacion Illumina. Se
optd por una corrida rapida de extremos pareados (paired-end en inglés), de lecturas de
150 pb, en dos calles de Illumina HiSeq 1500, lo que produjo un total de 319 millones
de lecturas (47,9 Gpb), con 8.7-16.3 millones de lecturas por muestra (1.30-2.44 Gpb).
Los archivos de datos primarios fueron depositados en NCBI-SRA bajo el codigo de

acceso PRINA288131.

Analisis de datos de secuenciacion masiva al azar

Se realizd6 una primera exploracion de los datos con el programa FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que arroja un reporte
sobre el numero, la calidad y el largo de las secuencias, el contenido de
indeterminaciones y de nucledtidos GC, y la sobrerrepresentacion de secuencias, entre
otras relevantes medidas. Los archivos en formato FASTQ fueron subidos luego al
servidor del MG-RAST (del inglés Metagenome - Rapid Annotation using Subsystem
Technology) y analizados por su procesamiento estdndar de filtrado por calidad y
posterior anotacion, con parametros por defecto (Meyer et al.,, 2008). MG-RAST fue
especialmente concebido para trabajar con lecturas metagendémicas cortas y no
ensambladas, las cuales conservan la informacion de abundancia original con un
impacto de sesgos técnicos relativamente bajo. Los resultados para las lecturas pareadas
separadas exhibieron diferencias minimas. En consecuencia, en esta primera parte solo

se muestran los resultados para las lecturas anteriores (forward, R1). En particular, se
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removieron las lecturas con frecuencia de aparicion >1 (réplicas idénticas artificiales) y
las lecturas de baja calidad segiin un puntaje Phred minimo de 15 y un maximo de 5
bases con el puntaje Phred minimo. Un primer perfil de abundancia de organismos fue
inferido a partir del alineamiento de las secuencias contra la base de datos de proteinas
Mb5nr (nr: no redundante) (Wilke et al., 2012). Se exigié un alineamiento minimo de 15
nucleotidos, con un valor E<le-05 y al menos un 60% de identidad. El contenido de GC
por secuencia fue calculado con la funcidn 'infoseq' (http://emboss.open-bio.org/) sobre
las lecturas de alta calidad, cuyo resultado fue distribuido luego en intervalos de rango
2% por la funcion 'hist' en R (3.0.2). A partir de la asignacion taxondmica, también se
calculd el contenido de GC por lectura para cada uno de los once filos mas
representados, cuya distribucion a lo largo de las muestras fue comparada con la
distribucion promedio del resto de las lecturas, a través de una correlacion de Spearman

(correlacidon por rangos).

El potencial fenotipico fue analizada en base los subsistemas de la estructura jerarquica
SEED (Overbeek et al., 2005), en particular el nivel 1 (funciones metabdlicas generales)
y el nivel 3 (caminos metabolicos y funciones celulares especificas). La riqueza
funcional fue computada en base a las muestras normalizadas como el numero de
subsistemas representados a nivel 3. A lo largo de las 32 muestras, se contabilizaron

1127 categorias funcionales.

MG-RAST ofrece la identificacion particular de lecturas que correspondan a genes de
ARN ribosomal. Se seleccionaron las anotaciones de un largo mayor a 100 pb, y se las
clasifico contra la base de datos RDP, set de entrenamiento 9, con un umbral de
confianza minima del 50%, utilizando nuevamente el programa 'mothur' v.1.33.3. El
procesamiento del MG-RAST identifico 1,1-6,9 x 10° lecturas como probables
fragmentos de ARNr (70% identidad), de los cuales 2,3-21,5 x 10° pasaron el filtro de
longitud. En base la informaciéon del ARNr 16S aqui detectado, se estimod la riqueza
taxondmica como el nimero de géneros bacterianos segin las muestras normalizadas

(810 géneros a lo largo de las 32 muestras).

Las diferencias en la diversidad taxonomica y funcional entre comunidades de lodos
activados municipales e industriales fueron verificadas por medio de un prueba t de
Student. El Analisis de Componentes Principales (PCA), el de Coordenadas Principales

(PCoA),y el de Correspondencia (CA) fueron realizados en R con el paquete 'vegan'
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2.0-10. El PCA y el CA fueron hechos en base a los subsistemas SEED a nivel 3. Sus
correspondientes cargas de ordenamiento fueron ordenadas segin los ejes de mayor
contribucion (PCA1 y CAl, respectivamente), para identificar luego las 20 funciones de
mayor influencia en el ordenamiento (las 10 de mayor y las 10 de menor carga). Lo que
se reporto, finalmente, fueron los valores relativos de carga junto con la proporcion de

varianza explicada por cada eje principal.

Para evaluar la asociacion de parametros de operacion con las estructuras funcionales de
las comunidades de lodos activados, se realizd una prueba de ajuste de las variables
sobre el PCA de subsistemas nivel 1. El andlisis se llevo a cabo por medio de la funcion
'envfit' del paquete 'vegan' en el entorno R, en base a 1000 permutaciones. Las muestras
tomadas en diferentes tiempos fueron fijadas dentro del parametro 'strata’. Se utilizé el
mismo conjunto de variables ambientales que en la primera parte del trabajo:
temperatura (T), pH, tiempo de retencion de solidos (TRS), s6lidos suspendidos en licor
mezcla (SS), y oxigeno disuelto (OD). Los valores fueron estandarizados previo a su
utilizacion, para que su promedio sea igual a cero y el desvio estandar igual a uno (z-
score). Las muestras secuenciadas por otros laboratorios no fueron incluidas en este

analisis debido a la escasez de datos de operacion.

La comparaciéon de categorias funcionales entre muestras metagendémicas de PTEs
municipales y de aquellas relacionadas a la industria petroquimica fue llevada a cabo en
el programa de uso libre STAMP v.2.0.9 (STAMP, abreviado del inglés Statistical
Analysis of Metagenomic Profile) (Parks et al., 2014) por medio de un prueba t de
Student de dos colas. Aqui, las réplicas técnicas y las muestras tomadas a tiempos
diferentes fueron promediadas en una Unica muestra. Fue aplicado el método
Benjamini-Hochberg FDR (abreviado del inglés False Discovery Rate) de correccion

del p-valor para minimizar la deteccion de falsos positivos.

Ensamblado de lecturas metagenémicas

En este caso se utilizaron los datos correspondientes a lecturas anteriores (forward) y
posteriores (reverse) de tipo paired-end. Las lecturas primarias provenientes de réplicas
técnicas fueron unificadas en un Unico archivo segin fueran anteriores o posteriores. Se

descartaron aquellas de baja calidad por medio del programa Trimmomatic v0.35
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(Bolger etal., 2014) con los parametros sugeridos para remover posiciones de baja
calidad o indeterminaciones (N) de conjuntos de lecturas pareadas
(http://www.usadellab.org/cms/index.php?page=trimmomatic). Para el ensamblado de
las lecturas, se construyeron grafos de de Brujin por medio del programa Velvet v1.2.10
(Zerbino y Birney, 2008), los cuales luego fueron descompuestos por el programa
MetaVelvet v1.2.01 (Namiki et al., 2012), con picos de cobertura de k-meros fijados
manualmente. El largo del inserto (region ubicada entre 2 lecturas pareadas) se fijo en
350 pb, y los contigs (secuencias ensambladas) de tamafio menor a 1 kpb fueron
excluidos. El largo 6ptimo de k-mero se obtuvo por la prueba de seis largos de k-meros
de entre 51 y 101 pb, cuyos resultados fueron evaluados en cuanto a cuatro parametros

basicos: tamafio total (pb), nimero de scaffolds, largo maximo de scaffold, y N50.

Las muestras metagendmicas ensambladas fueron procesadas por el MG-RAST en su
modalidad especial para secuencias ensambladas. La salida y la disponibilidad de datos
analizados en MG-RAST es practicamente idéntica a la que se obtiene con lecturas no
ensambladas. De aqui se obtuvo la informacién de subsistemas jerarquicos SEED, asi

como la informacion taxondmica segun la base de datos RefSeq.
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4. ANALISIS DE ELEMENTOS GENETICOS MOVILES

Ensayos de PCR cuantitativa

Con el propdsito de estudiar los patrones de abundancia de EGMs en las diferentes
plantas de tratamiento de efluentes, se realizaron ensayos de PCR cuantitativa en base a
seis genes asociados o bien a integrones de clase 1 y 2, o bien a pldsmidos del grupo de
incompatibilidad P. Los primeros ensayos estuvieron dirigidos a la deteccion del
integron de clase 1 a través de los genes de la integrasa (int/]), y de la resistencia a la
sulfonamida (sul/l) y la resistencia a compuestos de amonio cuaternarios (gackE-
qacEAI), aunque estos ultimos pueden estar presentes también en el genoma. En otro
ensayo, los integrones de clase 2, menos abundantes y con arreglos de cassettes mas
conservados, fueron cuantificados por medio de una PCR cuantitativa dirigida a su
integresa (intl2), la cual es inactiva. En cuanto a los plasmidos de amplio rango de
hospederos IncP-1, la mayor parte de sus miembros fueron censados a través de una
PCR cuantitativa dirigida al gen korB, mientras que el subgrupo IncP-1¢ fue detectado a
través del gen #fA4, que codifica para la proteina de inicio de la replicacion. En cada
caso se utilizaron un par de cebadores en combinacién con una sonda marcada con un
fluoroforo (Tabla 3), en mezclas de reaccion detalladas en las tabla 4 y 5, y con
programas de amplificacion y deteccion detallados en la tabla 6. Se calcul6 el promedio
y el desvio estandar a partir de tres determinaciones. Los valores finales se expresaron
relativos al numero de moléculas del gen de ARNr 16S, en escala logaritmica. Para el
conjunto de ensayos de PCR cuantitativa, el rango de eficiencia fue de 96,2-108,1%,
mientras que los coeficientes de correlacion de la curva estandar oscilaron entre 0,997 y

1,000.

Cassettes génicos en integrones

Como metodologia adicional, se analizé de forma cualitativa la presencia de cassettes
génicos contenidos en integrones de clase 1. La estrategia consistio en realizar una
amplificacion de la region de insercion por PCR a partir de las regiones conservadas que

la flanquean (5' y 3'). Para ello se utilizaron los cebadores directo 5'-
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GGCATCCAAGCAGCAAGC-3' 'y reverso 5-AAGCAGACTTGACCTGAT-3'
(Sandvang et al., 1997), en una mezcla de reaccion que incluy6 solucion reguladora
(1X), desoxirribonucledtidos trifosfato (0,2 mM), MgCI2 (2,5 mM), BSA (0,1 mg/ml),
cebadores (0,2 M), polimerasa de ADN Tag (0,625 U, Fermentas) y ADN molde (1 pl)

en un volumen final de 25 pl. El programa de amplificacion consistio en 5 min a 95 °C,
y luego 35 ciclos de 94 °C por 40 s, 55 °C por 40 s y 72 °C por 4 min, finalizando con
10 minutos de elongacion a 72 °C. El producto de PCR fue luego analizado por
electroforesis en gel de agarosa 0,8%. Vale aclarar que esta estrategia estd limitada a la
deteccion de arreglos de cassettes génicos relativamente pequeflos, y que originalmente
fue disenada para muestras clinicas, por lo que su resultado en muestras ambientales de

mayor diversidad no es necesariamente el optimo.

Tabla 3: Lista de cebadores y sondas TagMan utilizados en PCR cuantitativas. Los oligonucléotidos se
presentan en direccion 5'-3'. En la parte inferior de la tabla se aclaran las siglas de los fluoréforos.

Cebador directo Cebador reverso Sonda TagMan Referencia
CGGTGAATACGTTCYCGG GGWTACCTTGTTACGACTT FAM- (Suzuki et al., 2000)
168 rDNA CTTGTACACACCGCCCGT
C-TAMRA
GCCTTGATGTTACCCGAGAG GATCGGTCGAATGCGTGT FAM- (Barraud et al.,
intl] ATTCCTGGCCGTGGTTCTG 2010)
GGTTTT-BHQ1
CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG TTGCCGATCGCGTGAAGT FAM- (Heuer y Smalla,
sull CAGCGAGCCTTGCGGCGG 2007)
-TAMRA
gacE + CGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTT | CCCGACCAGACTGCATAAGC FAM- (Jechalke, Schreiter,
acEA] TGAAATCCATCCCTGTCG etal., 2013)
4 GTGT-TAMRA
TGCTTTTCCCACCCTTACC GACGGCTACCCTCTGTTATCTC TexasRed- (Barraud et al.,
intl2 TGGATACTCGCAACCAAG 2010)
TTATTTTTACGCTG-BHQ2
ACGAAGAAATGGTTGTCCTGTTC &= CGTCAGCTTGCGGTACTTCTC FAM- (Heuer et al., 2012)
ufA CCGGCGACCATTACAGCA
AGTTCATTT-TAMRA
TCATCGACAACGACTACAACG TTCTTCTTGCCCTTCGCCAG FAM- (Jechalke, Dealtry,
TCAGYTCRTTGCGYTGCA etal., 2013)
+ + GGTTCTCVAT-TAMRA
1;{;('1510(; TCGTGGATAACGACTACAACG TTYTTCYTGCCCTTGGCCAG +
+ FAM-
TSAGGTCGTTGCGTTGCA

TTCTTGACTCCCTTCGCCAG GGTTYTCAAT-TAMRA
FAM: Fluorescein amidite; BHQ: Black Hole Quencher; TAMRA: Tetramethylrhodamine azide.
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Tabla 4: Mezclas de reaccion para las PCR cuantitativas, volumen final de 50 pl.

165 rDNA  intll | sull | qacE + qacEAI | intl2 | trfA’
H0 12,75 22,75 2275 22,75 22,75 | 22,25
10x buffer 5,0 50 | 50 5,0 5,0 5,0
2mM dNTPs 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
25mM MgCl, 6,0 50 50 5,0 5,0 5,0
2mg/ml BSA 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 -
Cebador Fwd 6,0 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Cebador Rev 5,0 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Sonda TagMan 2,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Taq Pol 0,25 0,25 | 0,25 0,25 0,25 | 0,25
(Fermentas)

1: Deteccion especifica de plasmidos IncP-1¢e

Tabla 5: Mezcla de reaccion para la PCR cuantitativa de korB, volumen final de 50 ul.

korB + pKS208

H0 15,25
10x buffer 5,0
2mM dNTPs 5,0
25mM MgCl, 7,0
2mg/ml BSA 2,5
KorB-F 2,0
KorB-Fz 1,0
KorB-R 2,0
KorB-Rge 1,0
KorB-Rd 1,0
Sonda TagMan 1 1,5
Sonda TagMan 2 1,5
Tag Pol 0,25

(Fermentas)

Tabla 6: Programas de amplificacion para los ensayos de PCR cuantitativa

168 rDNA intl1 sull qacE + intl2 trfA korB +
qacEAI PKS208
Smin95°C | 10min95°C  5min95°C | 10min95°C | 10min95°C | 10 min95°C = 5 min 95 °C
155895°C 30s95°C 15595°C 30s95°C 30s95°C 15s895°C 15s895°C
40x 155856 °C 15s54°C
1 min 60 °C 1 min 60 °C 1 min 60 °C 1 min 60 °C 1 min 60 °C 1 min 60 °C 1 min 60 °C
[Deteccion] [Deteccion] [Deteccion] [Deteccion] [Deteccion] [Deteccion] [Deteccion]
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1. CARACTERIZACION DE LAS PLANTAS DE TRATAMIENTO DE EFLUENTES

Los valores de los parametros operacionales de cada PTE fueron gentilmente cedidos
por el personal encargado de la operacion de cada uno de los sistemas. Para cada
muestra se promediaron los datos correspondientes al mes previo al muestreo. Ciertas
PTEs presentan parametros que las diferencian del resto. Tal es el caso de la PTE de la
tintoreria textil, en la que el pH del efluente de ingreso es ligeramente alcalino,
acompafiado de una alta conductividad. El efluente de la ultrafiltracion de suero lacteo,
por su parte, ingresa al tratamiento con una elevada carga organica y también con una
alta concentracion de sales. La planta que trata el efluente de polimeros acrilicos trabaja
a muy altos valores de oxigeno disuelto, mientras que la refineria de petroleo genera el
efluente de mayor temperatura, ademas de contar con un considerable tiempo de
retencion celular en su planta de tratamiento. Al momento del muestreo, todas ellas se
encontraban en normales condiciones de funcionamiento, habiendo estado en actividad

durante mas de 10 aifios.

Para muestras compensadas de los efluentes de ingreso de cinco de las seis plantas de
tratamiento localizadas en Argentina, se llevaron a cabo ensayos quimicos para
determinar las concentraciones de proteinas, hidratos de carbono y acidos grasos
volatiles. En los tres casos, el efluente derivado del proceso de filtracion de suero lacteo
super6 al resto de las muestras. La determinacion de hidratos de carbono totales
presentd un valor intermedio para el efluente de la tintoreria textil, y valores mas bajos
para el resto, aunque con mayores concentraciones en las cloacales que en la refineria de
petroleo (Fig. 4B). Esta tltima no presentd valores detectables de proteinas (Fig. 4A),
que si fueron detectadas en el efluente textil y en los cloacales, siendo el contenido
proteico levemente superiores en la planta de menor tamafio (SWGa). Los acidos grasos
volatiles permanecieron practicamente bajo el limite de deteccion en la mayoria de las

muestras, salvo en aquella vinculada al procesamiento de suero lacteo (Fig. 4C).
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Tabla 7: Caracteristicas y parametros de proceso para las PTEs de Argentina. Los rangos y promedios
corresponden a los valores medidos a lo largo de un mes previo al muestreo.

. VCA'! SS* | TRS® | TCO® (kg ob* Temperatura
Efluente Roétulo m) (mgL) (d) BOD/m3) pH (mg/L) ¢C) DQO
Txt-08 3594 68 0,33-0,37 8,0-8,8 ' 0,5-0,7 26-33 685-922
Tintoreria textil 3500
Txt-11 6563 40 0,29-0,38 8,0-8,9 = 0,4-0,6 26-30 515-593
Ptca-09 4850 86 0,44-0,52 7,1-7,6 | 1,4-2,1 32-37 516-837
Refineria de
. 5430
petroleo
Ptca-11 4425 69 0,45-0,51 7,1-7,7 | 1,8-2,3 33-37 674-901
) Ptcb-08 4350 70 0,07-0,09 7,0-7,4  8,1-8,9 24-27 439-920
Polimeros 200
acrilicos
Ptcb-09 3313 53 0,06-0,07 7,0-7,5 | 8,0-8,7 22-26 475-526
Pha-5.11 2788 16 0,42-0,48 6,8-7,0 = 3,2-5,1 20-21 450-710
Farmacéutica 40
Pha-7.11 3113 15 0,46-0,51 6,9-7,2 | 1,6-5,9 20-22 430-720
SwgA-08 4469 18 0,41-0,44 7,1-74 | 3,4-4,1 17-21 463-738
Municipal SwgA-09 200 5038 23 0,38-0,44 7,1-7,5 | 2,9-3,6 18-23 341-637
SwgA-13 5002 23 0,40-0,45 | 7,0-7,5 @ 3,1-3,8 17-22 142-546
SwgB-12 2110 7 1,37-1,57 | 7,0-7,5 @ 3,0-3,5 18-23 191-265
Municipal 13400
SwgB-13 2445 7 1,59-1,62 | 7,0-7,6 = 3,2-3,5 16-20 212-284
R Why-10 8163 28 0,60-0,65 7,2-7,7  09-1,2 24-28 3545-5030
Procesamiento de 5000
suero lacteo
Why-11 6531 33 0,63-0,66 7,2-7,8 | 0,7-1,0 22-28 2598-3883
Alimento para - pp) o 125 | 3875 32 085099 6771 1846 20-22 1810-2090
mascotas 1
Alimento para - pp, 1) 160 | 8125 5 090341 6975 0813 19-22 2850-3685

mascotas 2

'VCA: volumen cdmara aireacion; *SS: solidos en suspension. *TRS: tiempo de retencién de sélidos. “TCO: tasa de carga orgéanica.
*0D: oxigeno disuelto. DQO: Demanda Quimica de Oxigeno.
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Figura 4: Concentracion de (A) proteinas, (B) hidratos de carbono y (C) acidos grasos volatiles, en
muestras compensadas de efluentes de ingreso crudos. No se indican los afios en los rétulos de las
muestras, ya que las mismas no coinciden en fecha con el muestreo original.
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2. PIROSECUENCIACION DE AMPLICONES DEL GEN ARNR 16S

Evaluaciéon preliminar de la diversidad por PCR-DGGE

A modo de andlisis exploratorio previo a la pirosecuenciacion, las comunidades
bacterianas de lodos activados fueron sometidas al analisis de sus perfiles moleculares
en base al gen de ARNr 16S. La amplificacion del fragmento 341-534 (posicion en E.
coli) fue exitosa en todas las muestras de ADN metagendmico. El andlisis en geles de
poliacrilamida conteniendo gradientes desnaturalizantes (DGGE) permiti6 contemplar
los multiples escenarios que pueden darse en sistemas bioldgicos de tratamiento de
efluentes, en los que la riqueza y la equitatividad de la comunidad bacteriana pueden
variar notoriamente. En este censo inicial fue posible observar que las muestras
provenientes de una misma planta de tratamiento, alin con meses o afios de diferencia,
compartian un importante nimero de posiciones de bandas (ver Materiales y Métodos;
ver Apéndice: Fig. A3 y A4). La cuantificacion de diversidad alfa present6d valores de
entre 27 y 54 para el nimero de bandas observadas, mientras que el indice de Shannon

varid entre 3,2 y 3,9 (Fig. 5A y 5B, respectivamente).
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Figura 5: Analisis preliminar de la diversidad de lodos activados en electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante. (A) La riqueza fue representada por el nimero de bandas observadas por muestra. (B) El
indice de Shannon integra la riqueza y la equitatividad.
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Secuenciacion de amplicones: Estructura de la comunidad bacteriana a niveles

taxonomicos altos

Para las 14 muestras del andlisis, se amplificod la region V1-V3 a partir de ADN
metagendmico total, con cebadores etiquetados que permitieron la pirosecuenciacion de
todos los amplicones en simultaneo. El ensayo de pirosecuenciacion generd un total de
203.900 lecturas, de las cuales 156.988 fueron lecturas de alta calidad, distribuidas entre
las 14 muestras, quedaron disponibles para el analisis luego del filtrado y procesamiento
completo (Tabla 8). Con el proposito de asegurar una cobertura pareja, se tomaron 5.000
lecturas procesadas por muestra al azar. El largo promedio fue de 423 pb, con un

minimo de 200 pb y un maximo de 530 pb.

Tabla 8: Numero de lecturas a lo largo del procesamiento, e indices ecoldgicos de las muestras basadas
en Unidades Taxonémicas Operacionales (OTUs) definidas al 97% de similitud.

ID Lecturas Luego filtrado de Luego del Cobertura OTUs Chaol  ACE  Shannon
crudas calidad inicial procesamiento = de Good @ observadas
(trim.flows) con "'mothur’
TXT-08 20437 15636 15391 0,95 425 886 | 1263 3,83
TXT-11 8051 6236 6212 0,98 189 321 361 2,93
PTCb-08 14377 11970 11606 0,95 385 715 | 1221 3,35
PTCb-09 16676 13566 13314 0,96 354 616 | 827 2,77
PTCa-09 14570 10870 10739 0,97 266 556 | 813 2,85
PTCa-11 6601 4839 4753 0,95 409 855 | 1157 3,96
PHA-5/11 24749 18926 18810 0,95 460 802 | 1028 4,42
PHA-7/11 13807 9324 9252 0,94 538 1124 | 1692 4,56
SWGa-08 8719 7040 6860 0,91 816 1576 | 2157 5,68
SWGa-09 10396 8263 8087 0,90 828 1782 | 2724 5,45
WHY-10 20130 16980 16016 0,99 172 245 | 242 2,63
WHY-11 10558 8848 8422 0,97 314 510 | 701 3,81
PF1-08 24774 20025 19756 0,93 582 1213 | 1896 4,29
PF2-11 10055 7819 7753 0,97 282 597 @ 821 3,65
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Figura 6: Curvas de rarefaccion para muestras de lodos activados en base a OTUs definidas a (A) 97% y
(B) 95% de similitud entre secuencias.

Aunque los valores para la cobertura de Good se correspondieron con muestras
secuenciadas en profundidad (Tabla 8), las curvas de rarefaccion construidas a partir de
OTUs definidas al 97% de similitud no presentaron saturaciéon ante un esfuerzo de
muestreo creciente (Fig. 6), indicando que habian quedado taxones bacterianos poco
abundantes sin detectar. Por otro lado, las curvas de rarefaccion permitieron observar
que la diversidad taxondmica en lodos industriales podria ser menor que en lodos
municipales. Los cdalculos de indices de diversidad de la totalidad de las muestras,
incluyendo los datos de las plantas municipales de China, Singapur y Corea del Sur,

verificaron la existencia de una diferencia significativa entre ambos grupos (Fig. 7).

A partir de la clasificacion taxondmica de las secuencias contra la base de datos del
RDP, se realiz6 el andlisis de la composicion bacteriana a diferentes niveles jerarquicos
(Tablas Al, A2, A3, Apéndice). Para los niveles superiores de filo y clase, cada
comunidad de lodos activados presentd una distribucion caracteristica (Fig. 8 y 9). La
clase Sphingobacteria, perteneciente al filo Bacteroidetes, estuvo altamente
representada en la mayoria de las muestras, con abundancias relativas de entre 10 y
50%, a excepcion de los lodos de la industria de polimeros, en donde fue un
componente minoritario (alrededor del 1%). Por el contrario, los miembros del filo
Acidobacteria (Grupo Gp4) dominaron esta tltima comunidad (10 y 56%). En la planta
de tratamiento de la tintoreria textil, Acidobacteria fue relativamente abundante (hasta

10%), pero no asi en el resto de las depuradoras analizadas.
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Figura 7: Indices de diversidad (A) Shannon y (B) Chaol para lodos activados industriales (n=7) y
municipales (n=4). Se hallaron diferencias significativas entre las medias (Prueba de t, p<0,01).

Dentro del filo Proteobacteria, la clase Betaproteobacteria fue otro componente
mayoritario en un gran nimero de plantas de tratamiento (12-40%), con valores
menores en lodos activados de la industria textil y del procesamiento de suero lacteo (1-
9%). Los ordenes Burkholderiales, Hydrogenophilales y Rhodocyclales fueron los
principales exponentes dentro de esta clase. El grupo Gammaproteobacteria mostro
tanto dominancia (planta de la industria de polimeros, 27%) como baja abundancia
(muestras relacionadas a la industria textil y farmacéutica, 1-3%), asi como también
abundancias moderadas (plantas restantes, 3-14%). El filo Actinobacteria fue detectado
en todas las PTEs, aunque present6 valores de abundancia altos particularmente en una
de las muestras municipales y en una de las vinculadas al procesamiento de suero lacteo
(9 y 24%). En la depuradora del efluente textil se encontrd una fuerte presencia del filo
Planctomycetes (27 y 40%), mientras que en la planta cloacal, en la farmacéutica y en la
de alimento para mascotas presentd abundancias moderadas a bajas (3-10%, 2% y 21%,
respectivamente). El filo candidato TM7, un grupo todavia poco estudiado, exhibi6 una
notoria abundancia en la PTE de la filtracion de suero lacteo (6 y 13%), y abundancias
menores en la planta relacionada al efluente farmacéutico (2 y 10%) y en una de las que

tratan el efluente de la elaboracion de alimentos para mascotas (3%).
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Algunos filos fueron detectados solo en sitios especificos. Tal fue el caso de los grupos
Verrucomicrobia y Spirochaetes, presentes de forma exclusiva en la comunidad de lodos
activados cloacales (2-3% y 1%, respectivamente), y del filo Chlorobi, haciendo lo
propio en lodos activados vinculados a la actividad petroquimica (refineria de petrdleo,
1-2%; sintesis de polimeros, 1%). Por ultimo, en la planta de la tintoreria textil se

hallaron secuencias asociadas a un filo poco comun, conocido como Lentisphaerae, en

valores de abundancias no despreciables (2-3%).

SWGa-08 SWGa-09 SWG-A-KR* SWG-B-CN* SWG-B-5G*

Proteobactena
Bacteroidetes
Actinobacteria

Firmicutes

Acidobactena
Verrucomicrobia
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™7

Chiorofiexi

TXT-08 TXT-1 WHY-10 WHY-11
Nitrospira
Gemmatimonadetes

@ Chiorobi

PTCb-08 PTCb-09 PTCa-09 PTCa-11 Lentisphaerae
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Spirochaetes

Filos minoritarios
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Bacteria no clasif.
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Figura 8: Patron de distribucion bacteriana en sistemas de lodos activados. Cada grafico de torta exhibe
las abundancias relativas de diferentes filos bacterianos en las PTEs indicadas. Los filos con abundancias
menores a 1% fueron agrupados como 'Filos minoritarios'. Las muestras marcadas con un asterisco
corresponden a plantas municipales analizadas por otros laboratorios (ver Materiales y Métodos).
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Figura 9: Patron de distribucion de clases bacterianas en sistemas de lodos activados. El analisis de
agrupamiento fue realizado en base al indice de similitud Bray-Curtis y el método de agrupamiento de
enlace promedio, sin incluir a las bacterias no clasificadas a nivel de clase. Como insumo se tomo la raiz
cuadrada de las abundancias relativas. El indice de confianza sobre 100 iteraciones se muestra so6lo
cuando supera el valor 50. Las muestras marcadas con un asterisco fueron obtenidas por otros laboratorios

y corresponden a plantas municipales (ver Materiales y Métodos).

En base a esta informacion de taxones de alto rango, se realizaron dos analisis de

agrupamiento utilizando el indice de similitud Bray-Curtis. El primero, a nivel de clase,

mostro un agrupamiento de las muestras segin su identidad de PTE, con altos valores de

bootstrap (Fig. 9). Aqui se incluyeron datos de plantas municipales publicados por otros

tres laboratorios: dos plantas depuradoras de gran escala en China y Singapur, otras dos

PTEs de gran escala en China, y una planta piloto de proceso A/A/O en Corea del Sur
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(ver Materiales y Métodos). En el resultado del anélisis es posible observar como las
cinco muestras de plantas domésticas forman un nico agrupamiento. Ademas, el mismo
se separa en dos ramificaciones principales, coincidentes con la amplificacion de dos
regiones variables del ARNr 16S diferentes. En el caso del analisis a nivel de filo,
valores menores de bootstrap indicaron una mayor incertidumbre en las ramificaciones
del dendrograma, hecho posiblemente vinculado a la menor cantidad de grupos con

valores de abundancia altos y medios (Fig. 10).
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Figura 10: Analisis de agrupamiento de comunidades bacterianas de lodos activados a nivel de
filo, basado en la medida de similitud Bray-Curtis, utilizando la raiz cuadrada de las abundancias
relativas mayores a 0,1%. Solo se muestran valores de bootstrap superiores a 50.

Comunidades bacterianas a nivel de género

En el proceso de clasificacion, no todas las secuencias lograron ser asignadas hasta el
nivel de género bacteriano. Para este trabajo, la proporcion de las que fueron
clasificadas vario notoriamente entre muestras, siendo 34-41% en muestras de la
refineria de petroleo y 72-89% en las muestras vinculadas a la sintesis de polimeros
acrilicos (Tabla 9). El patrén de abundancias de géneros fue colapsado en un
dendrograma correspondiente a un nuevo analisis de agrupamiento utilizando la

similitud Bray-Curtis. El indice de similitud present6 valores menores respecto a los ya
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calculados para los niveles de filo y clase, hecho de esperar ante el aumento de variables
(taxones). No obstante, el perfil de agrupamiento continué siendo guiado por la
identidad de las PTEs y por el efluente municipal. En este ultimo grupo, se conservo el
efecto dado por las diferentes regiones hipervariables secuenciadas (V1-V3 y V4) (Fig.
11)

Tabla 9: Proporcion de secuencias (%) que fueron clasificadas hasta el nivel taxonémico de género en

cada PTE.
‘ Muestra Secuencias clasificadas (%)
TXT-08 359
TXT-11 43,5
PTCa-09 43,5
PTCa-11 43,6
PTCa-11 72,0
PTCa-11 89,0
PHA-5.11 67,1
PHA-7.11 64,5
SWGa-08 56,8
SWGa-09 49,1
WHY-10 73,7
WHY-10 69,9

PF1-08 58,6

PF2-11 65,7

A nivel taxonémico de género, no fue posible detectar un grupo de taxones comun a
todos los sistemas de tratamiento censados. Los géneros Haliscomenobacter (hasta
23%) y Thauera (hasta 4%) representaron lo mas cercano a ese concepto, encontrandose
en la mayorias de las PTEs. Luego, ciertos géneros compartidos por numerosas plantas
de tratamiento presentaron altas proporciones solo en algunas de ellas. Entre ellos se
encontraron miembros del género Gp4 (filo Acidobacteria), particularmente abundantes
en las muestras de lodos de la planta de efluentes de la sintesis de polimeros (10-52%) y
de la tintoreria textil (2-10%). Por tltimo, se hallaron géneros abundantes exclusivos de
ciertas plantas depuradoras. Fue el caso de Lewinella, Micropruina, Olivibacter y
Tessaracoccus, con marcada presencia en lodos activados del procesamiento de suero
lacteo (1-23%, 1-11%, 0-10%, 1-8%, respectivamente), Thiobacillus (9-15%) en la PTE
de la refineria de petroleo, y Rudaea (2-22%) un género destacado del lodo vinculado a

la sintesis de polimeros.

61



Resultados

Rudaea
Phycisphaera
Dechioromonas
TM7 _inc_sedis
Zoogloea
Prosthecobacter

Terrimonas

llumatobacter 06
Brachymonas
Soehngenia

Niabella

Chelatococcus

Gemmata 0.4
Nitrospira '
Agquamicrobium
Luteibacter

Ottowia 0.2

Sediminibacterium "= 0
Leadbetterella
Caldilinea

Azoarcus

Rubrivivax

Rhizobacter

Planctomyces
Aquabacterium

Haliea

Chitinimonas
ClostridiumX!
Subdivision3_inc_sedis

Hydrogenophaga
Ignavibacterium
favobactenium

1,0
- 09
- 08
- 0.7
~ 06
- 05
- 04

Similitud

- 03
i 02

Figura 11: Los géneros bacterianos de mayor abundancia en los lodos activados censados,
presentados en un mapa de calor que se corresponde con su abundancia relativa. El analisis de

agrupamiento se realizd sobre los 184 géneros con mayor representacion (géneros no clasificados

incluidos, abundancia >0,5%), utilizando el indice de similitud de Bray-Curtis y el método de
agrupamiento de enlace promedio.
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Relacion entre parametros operacionales v la estructura de la comunidad

bacteriana

Los andlisis de ordenamiento son herramientas estadisticas de gran valor que permiten
exhibir la estructura de los datos de una manera compacta y altamente informativa. En
este trabajo se utilizo el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) junto a su par
Canonico (CAP) para visualizar patrones generales de dispersion entre las comunidades
de las diferentes PTEs, y para examinar las correlaciones entre las comunidades
bacterianas y las variables de operacion criticas del proceso (Fig. 12). Los dos primeros
ejes del PCoA no restringido explicaron el 45,7% de la varianza observada (Fig. 12A),
mientras que los primeros dos ejes del mismo analisis pero restringido por las variables
del proceso, explicaron el 30,3% de la variacion restringida. A modo complementario se
realizd un Analisis de Correspondencia Candnico, en el que ese mismo valor fue de
31,8% (Fig. 13). En todos ellos, las muestras se agruparon nuevamente por su origen, €s
decir, por PTE, y al mismo tiempo las muestras de lodos activados municipales se
agruparon de forma estrecha diferenciandose de las muestras industriales. Dentro de
estas Ultimas, las comunidades bacterianas de las plantas de la tintoreria textil y de la
procesadora de suero lacteo fueron las que presentaron valores especialmente distintivos

dentro del ordenamiento respecto al grupo municipal.

En un analisis CAP adicional con prueba de hipdtesis (Fig. 12D), se incluyd solo una
muestra de las PTEs que contaban con muestras a tiempos diferentes, con el propdsito
de no violar el supuesto de independencia. A pesar de esta modificacion, el patron de
ordenamiento se conservo respecto a las figuras 12B y 12C. Las muestras de las PTEs
municipales formaron un conjunto relativamente separado de las restantes comunidades
de lodos a lo largo de los dos ejes principales, ocupando un espacio de confianza
representado por una elipse (95%). La prueba de hipdtesis no paramétrica basada en
permutaciones indicé que los valores promediados de oxigeno disuelto (OD) y pH
presentaron asociaciones significativas con la variacion de las estructuras de las

comunidades bacterianas (p=0,01 y p=0,02, respectivamente).
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Figura 12: Analisis de ordenamiento de datos de pirosecuenciacion y variables operaciones en muestras
de lodos activados. A) Analisis de Coordenadas Principales sobre la disimilitud Bray-Curtis entre las
muestras representadas por las abundancias relativas de clases bacterianas. B) y C) Analisis de
Coordenadas Principales Restringido, utilizando las abundancias relativas de clases bacterianas y cinco
parametros operacionales: pH, oxigeno disuelto (OD), temperatura (T), tiempo de retencion de s6lidos
(TRS), y solidos en suspension (SS). Las flechas indican la direccion y la magnitud de la asociacion de
las variables operacionales con la estructura de la comunidad bacteriana. Por claridad, los taxones fueron
representados por puntos rojos, y solo los puntos de mayor asociacion fueron rotulados. El codigo de tres
letras indica la procedencia del agua residual tratada por lodos activados, seguido del aflo de muestreo
(ver Tablas 1 y 2). (D) El mismo analisis de B y C, solo que con una unica muestra por planta. La elipse
indica el intervalo de confianza del 95 % para ¢l centroide de las plantas de tratamiento municipales.

Por las figuras que incluyen informacion de grupos bacterianos salientes, es posible
asociar nuevamente a taxones de alto rango con sitios particulares. El filo Lentisphaera,
y en menor medida la clase Planctomycetacia, mostraron estar especialmente
confinados a la planta depuradora de la tintoreria textil. El filo Chlorobi fue distintivo

de la muestra vinculada a la refineria de petroleo. Un grupo raro y de muy baja
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abundancia, WS3, se presentd6 como caracteristico de las comunidades de plantas

municipales. Por ultimo, la clase Gp4 de las Acidobacteria junto con un grupo muy

minoritario, Deinococcus-Thermus, exhibieron su asociacion a la comunidad de lodos

activados que trata el efluente proveniente de la sintesis de polimeros.
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Figura 13: Analisis de Correspondencia Candnica (CCA) basado en filos bacterianos y parametros
operacionales. Para el analisis se considero a los filos con abundancias mayores a 1%. La fraccion
restringida constituye el 43,9% de la inercia total. Por mayor claridad, solo se rotularon puntos
relativamente distanciados del origen de coordenadas.
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3. SECUENCIACION AL AZAR DE ADN METAGENOMICO

Plantas de tratamiento de efluentes analizadas

Para el estudio basado en secuenciacion al azar se trabajo con seis de las ocho plantas de
tratamiento localizadas en Argentina que habian sido analizadas por pirosecuenciacion
de amplicones. Se incluyeron muestras tomadas en dos tiempos diferentes y réplicas
técnicas del proceso de secuenciacion masiva (ver Materiales y Métodos). Con el fin de
ampliar el alcance del trabajo, se analizaron muestras secuenciadas por laboratorios de
otros paises (India y China), disponibles en bases publicas de datos, sumando un total de
32 muestras metagendémicas. Las muestras de India provenian de dos PTEs que tratan
efluentes de tipo petroquimicos, mientras que las muestras de China habian sido

tomadas de plantas de tratamiento que reciben efluentes municipales.

Descripcion general de los datos generados por secuenciacion al azar

Se obtuvo un alto nimero de lecturas por muestra (13 millones, en promedio). Los datos
primarios fueron analizados por las herramientas del servidor MG-RAST. Entre 85% y
93% de las lecturas totales correspondientes a las dos plantas municipales y las cuatro
plantas industriales incluidas en este analisis pasaron el control de calidad. El conjunto
de datos filtrado presentd entre 34% y 60% de anotaciones asignadas a proteinas de
funcién conocida, y 27-53% de lecturas conteniendo proteinas predichas de funcion
desconocida (Tabla 10). La clasificacion en categorias taxonémicas mostrd una marcada
dominancia del dominio Bacteria (96,6-98,9%). El resto de las lecturas se distribuy6

entre los dominios Archaea (0,4-1,1%), Eukarya (0,6-2,3%) y virus (0,02-0,07%).
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Tabla 10: Obtencion de datos, caracteristicas generales preliminares luego del procesamiento con MG-
RAST, y codigos de acceso en bases de datos. En el caso de las muestras de Argentina, los valores
representan el promedio entre réplicas técnicas. Los rétulos de las muestras de otros laboratorios fueron

resaltados con letra italica.

Rétulo Extraccion | Tecnologia de  Numero de | Nro. lecturas Regiones MG-RAST NCBI-SRA ID
ADN secuenciacion lecturas alta calidad' = codificantes — 1D
Proteinas’
PtcA-09 FastDNA Spin Illumina 1,51x107 1,30x107 6,73x10° 4603523.3; | PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (86,6) (51,4) 4603525.3
PtcA-11 FastDNA Spin Tllumina 1,23x107 1,05x107 5,03x10° 4603527.3; | PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (85,7) (47,8) 4603529.3
PtcB-08 FastDNA Spin Illumina 1,37x107 1,20x107 6,90x10° 4603531.3; | PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (87,5) (57,1) 4603533.3
PtcB-09 FastDNA Spin Illumina 1,35x107 1,18x107 6,71x10° 4603535.3; | PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (87,2) (56,9) 4603537.3
Txt-08 FastDNA Spin Illumina 1,05x107 9,10x10° 4,83x10° 4603539.3;  PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (87,0) (53,0) 4603541.3
Txt-11 FastDNA Spin Tllumina 1,25x107 1,09x107 6,66x10° 4603543.3;  PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (87,5) (60,5) 4603545.3
Why-10 FastDNA Spin Illumina 1,56x10’ 1,39x10’ 8,44x10° 4603547.3; | PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (89,3) (60,5) 4603549.3
Why-11 FastDNA Spin Illumina 1,25x107 1,09x107 5,66x10° 4603551.3;  PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (87,8) (51,6) 4603553.3
SwgA-08 FastDNA Spin Illumina 1,33x107 1,23x107 9,47x10° 4603555.3; | PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 92,3) (76,8) 4603557.3
SwgA-13 FastDNA Spin Illumina 1,07x107 9,81x10° 7,34x10° 4603559.3;  PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 92,1) (74,9) 4603561.3
SwgB-12 FastDNA Spin Illumina 1,51x10’ 1,39x10’ 9,52x10° 4603563.3; PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 92,1) (68,6) 4603565.3
SwgB-13 FastDNA Spin Illumina 1,51x10’ 1,40x10’ 9,01x10° 4603567.3;  PRINA288131
Kit for Soil HiSeq1500 (93,3) (64,2) 4603569.3
Otros laboratorios
PtcC-13 FastDNA Spin Tllumina 4.42x10° 4,08x10° 3,09x10° 4660921.3 SRR1702225
Kit for Soil NextSeqS00 92,2) (75,8)
PtcC-14 FastDNA Spin Tllumina 4.42x10° 4,60x10° 3,67x10° 4636805.3 SRR1702234
Kit for Soil NextSeqS00 91,6) (79,8)
PtcD-13 FastDNA Spin Illumina 5,28x10° 4,81x10° 3,15x10° 4660920.3 SRR1702232
Kit for Soil NextSeqS500 91,0) (65,6)
PtcD-14 FastDNA Spin Illumina 5,28x10° 3,98x10° 3,30x10° 4636804.3 SRR1702233
Kit for Soil NextSeq500 92,2) (82,9)
SwgC NA Illumina 1,25x107 1,11x10’ 9,26x10° 4629717.3 SRR1106701
HiSeq2000 (89,4) (83,1)
SwgD NA Illumina 1,21x107 1,07x107 8,43x10° 4629718.3 SRR1106709
HiSeq2000 (88,3) (78,6)
SwgE NA Tllumina 6,78x10° 6,62x10° 5,70x10° 4660919.3 SRR1106873
HiSeq2000 (97,6) (86,1)
SwgF FastDNA Spin Illumina 1,67x107 1,57x107 1,13x107 46297253 SRR609293
Kit for Soil HiSeq2000 (93,9) (72,1)

'Entre paréntesis se detalla el porcentaje respecto al valor de la columna anterior.
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Figura 14: Comparacion del contenido de GC por secuencia (%) de lodos activados municipales e
industriales. (A-D) Petroquimica, (E) textil, (F) suero lacteo, (G-H) municipal (SwgA y SwgB,
respectivamente). Los recuadros internos presentan la distribucion de frecuencia acumulativa empirica
(CFD, del inglés Cumulative Frequency Distribution). Las lineas continuas y punteadas corresponden a
diferentes tiempos de muestreo.

El andlisis de la composicion nucleotidica basado en el contenido de guanosina y
citosina (GC) por lectura puso de manifiesto que a cada PTE, incluyendo a aquellas que
han sido secuenciadas por otros laboratorios, las distingue un perfil caracteristico, el
cual se reproduce en los 2 tiempos muestreados, sugiriendo una similitud filogenética de
las comunidades microbianas dentro de cada planta depuradora, que se conserva en el
tiempo Fig. 14). Ademas, los patrones de contenido de GC presentes en lodos activados
que tratan diferentes tipos de efluentes mostraron una clara diferencia. Las muestras
provenientes de PTEs municipales presentaron un patréon amplio, con dos picos (35% y
70% de GC, aproximadamente), mientras que las muestras vinculadas a la actividad
petroquimica exhibieron una distribucién mds estrecha, con un pico preponderante
ubicado hacia el extremo superior del contenido de GC (Fig. 14). Mediante la
representacion de la funcion de distribucion acumulativa empirica (CFD) del porcentaje
de GC en lecturas metagenémicas (Fig. 15), fue posible diferenciar, desde otra
perspectiva, los patrones de contenido de GC correspondientes a las comunidades
microbianas de lodos activados municipales y petroquimicos, con medianas de 51-61%

y 63-65% respectivamente (Fig. 16).
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Figura 15: Distribucion de frecuencia acumulativa
empirica (CFD) para el contenido de GC por secuencia

(%) en datos metagendémicos de PTEs petroquimicas
(azul) y municipales (rojo).

A continuacion se analizo el contenido de GC para cada uno de los filos representados
en todas las PTEs (n=12). Los conjuntos de lecturas se confeccionaron de acuerdo a la
asignacion taxonomica realizada sobre las lecturas no ensambladas. Actinobacteria fue
el filo de mayor pocentaje de contenido de GC por lectura (%), al tiempo que
Bacteroidetes se ubicod en el extremo opuesto. Actinobacteria fue, ademas, el filo de
menor varianza, mientras que Euryarchaeota exhibi6 alta variacion entre sus lecturas.
El resto de los filos presentd una variabilidad intermedia (<10%) (Fig. 17). Las razones
que explican la variacion en el contenido de GC no estan esclarecidas. Podrian estar
relacionados a factores intrinsecos y especificos de cada organismo, o bien a factores
externos, asi como ser el resultado de procesos neutrales. Con el objetivo de estudiar el
contenido de GC en relacion al gradiente ambiental formado por las diferentes PTEs, se
realizd una correlacion multiple de rangos (correlacion de Spearman) entre filos, en
donde un 50% arroj6 valores positivos significativos para el coeficiente de correlacion
(p>0,56; p<0,05; Tabla 11). A su vez, correlaciones multiples de rangos entre las
distribuciones de los distintos filos y distribuciones promedio excluyendo ese mismo
filo, exhibieron valores significativos para 7 de los 11 filos representados en todas las
muestras. Para descartar el efecto del filo mayoritario, Proteobacteria, se repitid lo
anterior excluyendo a los diferentes filos sucesivos junto al filo Proteobacteria, con un

resultado muy similar (Tabla 12).
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Resultados

Figura 16: Contenido de GC por lectura para cada una de las plantas de tratamiento de efluentes

analizadas. Las plantas fueron ordenadas seguin una mediana decreciente.

Tabla 11: Coeficientes de Spearman (correlacion por rangos) para correlaciones multiples de a pares
entre los 11 filos mas representados, utilizando los valores de contenido de GC a lo largo de las PTE
(n=12). Los valores p>0,56 y p<0,05 fueron resaltados. Los nombres de los filos fueron abreviados para
facilitar su incorporacion en la tabla. Actb: Actinobacteria; Prtb: Proteobacteria; Bctr: Bacteroidetes,
Plct: Planctomycetes; Acdb: Acidobacteria; Vrem: Verrucomicrobia; Clfx: Chloroflexi; Ntrp: Nitrospirae;

Clrb: Chlorobi; Euch:

Euryarchaeota; DcTh: Deinococcus-Thermus.

Actb. | Prtb. | Betr. | Plet. | Acdb.  Vrem. | Clfx. | Ntrp. Clrb. | Euch. | DcTh
Actb. | - 0,31 0,05 0,24 0 005 029 038 02 029 039
Prtb. 0,31 - 0,41 0,65 0,14 045 033 0,72 0,13 0,74 0,73
Betr. 0,05. 0,41 - 0,46. 0,35 0,68 0,58 0,13 048 0,55 0,4
Plet. 0,24 0,65 046 - 07 0,78 081 063 066 074 087
Acdb. 0 0,14] 035 0,7 - 085 0,76 035 093 045 0,37
Vrem. 0,05. 0,45 0,68 0,78. 0,85 - 087 041 084 0,71 0,56
Clfx. = 0,29 033 058 081 076 0,87 - 026 08 06 0,64
Ntrp. | 0,38 0,72 0,13 0,63 035 041 026 - 0,28 0,7 0,66
Clrb. 0,2. 0,13 0,48 0,66. 093 084 08 028 - 0,46 0,38
Euch. = 0,29 0,74 0,55 0,74 045 071 06 0,7 046 0,62
DcTh = 0,39 0,73 04 0,87 037 056 064 0,66 038 0,62 -
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Figura 17: Contenido de GC por lectura para cada uno de 11 filos ampliamente representados luego
de la clasificacion de las lecturas metagendmicas contra la base de datos M5nr. Los filos fueron
ordenados segiin una mediana decreciente.

Tabla 12: Coeficientes para la correlacion de Spearman (correlacion por rangos) entre el contenido de GC
de las lecturas asignadas a un filo y el promedio del total excluyendo (A) a las lecturas de ese mismo filo
o (B) a las lecturas de ese filo y las del filo dominante, Proteobacteria, a lo largo de las muestras (n=12).

Los valores p < 0,05 fueron resaltados.

A B

Phylum p p-value p p-value

Acidobacteria 0,47 0,131 0,46 0,14
Actinobacteria 0,48 0,121 0,46 0,13
Bacteroidetes 0,48 0,12 0,49 0,11
Chlorobi 0,55 0,06 0,56 0,06
Chloroflexi 0,75 0,01 0,76 <0,01
Deinococcus-Th. 1 0,87 <0,01 0,87 <0,01
Euryarchaeota 0,81 <0,01 0,78 <0,01
Nitrospirae 0,63 0,03 0,59 0,04
Planctomycetes 0,9 <0,01 0,89 <0,01
Proteobacteria | 0,69 0,01 - -
Verrucomicrobia | 0,64 0,02 0,65 0,02
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Riqueza taxonomica v funcional en lodos activados

La distribuciéon de taxones bacterianos determinados a partir de las anotaciones
correspondientes a ARNr 16S fue similar a la previamente detectada por medio de
pirosecuenciacion de amplicones. El filo Actinobacteria y el filo candidato TM7
resultaron ser relativamente abundantes en las muestras provenientes de la PTE del
procesamiento de suero lacteo, mientras que los filos Planctomycetes 'y
Verrucomicrobia hicieron lo propio en el lodo de la planta textil. El filo Acidobacteria
también presentd abundancias destacables en la planta depuradora de la tintoreria textil,
asi como en la PTE de la sintesis de polimeros (PtcB), tal como habia sido visto por
pirosecuenciacion del ARNr 16S. Finalmente, el filo Firmicutes fue caracteristico de las
plantas que tratan efluente cloacal, y el grupo Chlorobi pudo ser asociado a las
comunidades microbianas de lodos activados de la industria petroquimica, aunque

siempre en baja proporcion (Fig. 18A).
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Figura 18: Variacion de los perfiles (A) taxonomicos y (B) funcionales de las muestras, analizados en
base a filos bacterianos (con Proteobacteria dividido en clases) y subsistemas SEED (nivel 1),
respectivamente.
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La riqueza taxonomica de lodos activados municipales, determinada a partir del nimero
de géneros bacterianos observados, fue significativamente mayor que la de los lodos
industriales (prueba t de Student, p=0,003; Fig. 19A). En sintonia con este resultado, la
riqueza funcional exhibida por las comunidades de lodos municipales, medida como el
nimero de subsistemas SEED de nivel 3 detectados, fue mas alta que que la de
comunidades de lodos industriales (prueba t de Student, p=0,001; Fig. 19B). Por otro
lado, la riqueza funcional y la riqueza taxondmica determinadas para este conjunto de
datos mostraron una correlacion positiva significativa (Pearson r=0,87; p<0,001; n=12;

Fig. 20).
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Figura 19: Diversidad bacteriana en lodos activados industriales y municipales. A: Nimero de
subsistemas SEED (nivel 3) representados por muestra; B: Numero de géneros bacterianos detectados
por muestra a partir de lecturas anotadas como ARNr 16S. Ambos estimadores fueron normalizados, y
las réplicas técnicas y las muestras tomadas a diferentes tiempos fueron promediadas. Una prueba t de

Student determind la existencia de diferencias significativas (p<0,001).
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Figura 20: Relacion entre las medidas de riqueza funcional y taxondmica observadas en 12
comunidades microbianas de lodos activados independientes (rojo: municipal; azul:
petroquimica; amarillo: filtracion de suero; verde: tintoreria textil). La riqueza funcional esta
representada por el numero de subsistemas SEED (nivel 3). La riqueza taxondmica fue
estimada por medio de las lecturas identificadas como ARNr 168 y clasificadas en géneros.
Las réplicas técnicas y las muestras tomadas a diferentes tiempos fueron promediadas.

Perfil de categorias funcionales en lodos activados

Se investigd si las capacidades funcionales detectadas entre las lecturas de
secuenciacion al azar podian proveer un poder de discriminacion Util para distinguir
muestras de lodos activados. Para este fin, se realizd un andlisis de componentes
principales sobre los valores relativos de abundancia de los subsistemas SEED a nivel 1,
el nivel jerarquico superior (Fig. 21). Los dos ejes principales explicaron 55% y 22% de
la varianza total, respectivamente. Los miembros de cada par de réplicas técnicas
presentaron una alta similitud, lo que indic6 que la secuenciacion fue reproducible y que
la distribucion de fragmentos génicos no se vio distorsionada por un muestreo azaroso
de secuencias metagenomicas debido a una baja cobertura. Todas las muestras,
incluyendo aquellas provenientes de plantas localizadas en India y China, agruparon
segun el tipo de efluente tratado. Las muestras de PTEs municipales se ubicaron en el
centro del diagrama, mientras que las petroquimicas presentaron valores negativos
respecto al componente principal 1 (PC1). Los lodos activados de la industria textil y
del suero lacteo tomaron la posicion opuesta en el diagrama de componentes

principales. Los subsistemas de mayor influencia en el ordenamiento fueron el de
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'Hidratos de Carbono' y el del 'Metabolismo de Compuestos Aromaticos', los cuales se
asociaron principalmente al procesamiento de suero lacteo y a las plantas de la industria
petroquimica, respectivamente. La siguiente categoria en importancia fue la del
'Metabolismo de Proteinas', asociada al efluente de suero lacteo en cuanto al primer eje,

y a las plantas municipales respecto al segundo eje (Fig. 21).
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Figura 21: PCA en base a proporciones de subsistemas SEED (nivel 1). Las réplicas técnicas y las
muestras tomadas a diferentes tiempos fueron incluidas de forma separada. Las muestras se agruparon
por muestra puntual (figuras idénticas, en su mayoria superpuestas), y luego de acuerdo a su PTE de
origen (colores diferentes) y al tipo de efluente: municipal (circulos), petroquimico (cuadrados), de
tintoreria textil (tridngulos), de procesamiento de suero lacteo (rombos). Las categorias funcionales
(cruces azules) fueron rotuladas unicamente cuando PC >|0,5|.

Con el objetivo de obtener de forma detallada los rasgos funcionales responsables de la
separacion de las muestras en el ordenamiento, se determinaron los subsistemas SEED a
nivel 3 con mayores valores de carga en un Analisis de Componentes Principales y en
un Analisis de Correspondencia. Asi se pudo encontrar que ciertos genes relacionados al
metabolismo de los aztcares, como aquellos vinculados a la 'Incorporacion y

Utilizacion de Lactosa y Galactosa', estaban por cierto mayormente representados en los
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lodos activados que trataban el efluente del procesamiento de suero lacteo (eje principal
1, valores positivos; Tabla 13), mientras que funciones como la de 'Carboxilasa de
acetofenona 1' y la 'Degradacion de acido n-fenilalcanoico', ambas constituyentes del
metabolismo de compuestos aromaticos, prevalecian en las PTEs de las industrias

petroquimicas (eje principal 1 de valores negativos; Tabla 13).

Dentro del conjunto de datos de secuenciacion al azar, se pudo observar que los taxones
mostraron mayor variacion que las funciones (ver Fig. 18A y 18B, respectivamente).
Sin embargo, a pesar de presentar menores diferencias, las categorias funcionales fueron
capaces de alcanzar una clara discriminacién entre muestras que trataban diferentes
tipos de efluentes. Un Analisis de Coordenadas Principales mostré que los subsistemas
SEED ordenan las muestras de forma similar que los fragmentos de ARNr 16S (Prueba
de Mantel para la Correlacion de Matrices r=0,76; p<0,0001). No obstante, los genes
funcionales lograron separar todas las muestras municipales de las petroquimicas y

presentaron una alta proporcion de la varianza en los dos ejes principales (Fig. 22).
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Figura 22: Analisis de Coordenadas Principales en base a la matriz de disimilitud Bray-Curtis
correspondiente a (A) los subsistemas SEED, nivel 1 y (B) géneros bacterianos identificados a partir de
lecturas asignadas como ARNr 16S en plantas municipales (circulos), petroquimicas (cuadrados), textil

(tridngulos) y de suero lacteo (rombos). Los colores corresponden a las diferentes PTEs. Se incluyeron las

réplicas técnicas y las muestras tomadas a diferentes tiempos de forma separada.
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Tabla 13: Analisis de Correspondencia (CA) y Analisis de Componentes Principales (PCA) basados en
subsistemas SEED (nivel 3), con el objetivo de recuperar las categorias mas influyentes de los

Carga relativa, CA1 (37 %)"
1,000
0,802
0,796
0,768
0,763
0,743
0,726
0,660
0,655
0,648

-1,000
-0,849
-0,849
0,817
-0,764
0,741
0,734
-0,680
-0,644
0,637

Carga relativa, PCA1 (52 %)"
1,000
0,349
0,332
0,267
0,264
0,255
0,254
0,216
0,212
0,212

-1,000
-0,852
-0,849
-0,767
-0,704
-0,670

-0,653
-0,568
-0,549
-0,495

ordenamientos.

Subsistema

Sistema de incorporacion de hierro mediado por petrobactina
Utilizacion de D-alosa

Sideréforo [Alcaligin-like]

Biosintesis de betaina a partir de glicina

Sideroforo enterobactina

Locus de invasion de Salmonella

Hidrogenasa (ferredoxina) de conservacion de energia
Hidrogenasas unidas a membrana

Hidrogenasas de Archaea unidas a membrana

Operon catabolico (GIcNAc)2

Fimbria alfa

Operon de hemolisina de Streptococcus agalactiae
Cluster Fago Ea

Archeasa

Inhibidor de lisozima

Cluster 2 tipo PFGI-1

Cluster 1 tipo PFGI-1

Carboxilasa de acetofenona 1

Biosintesis de adesina de biofilm

Monooxigenasa micobacteriana

Subsistema

Utilizacion de azucar en Thermotogales
COG3533

GTPasas universales

Utilizacion de maltosa y maltodextrina
Incorporacion y utilizacion de lactosa y galactosa
Utilizacion de D-galactorunato y D-glucuronato
Ciclo de ATC

Factores bacterianos de traduccion y elongacion
Metabolismo de galactosilceramida y sulfogalactosilceramida
Metabolismo de ADN

Regulones para la degradacion de acidos grasos
Cluster de metabolismo de acidos grasos
Degradacion de acido n-fenilalcanoico
Fermentacion de acetil-CoA a butirato
Metabolismo de PHB

Degradacion de isoleucina

Transportador ABC aminoacidos de cadena ramificada (TC
3,A,1,4,1)

Biosintesis de biotina

Biosintesis de butanol

Flagelo

1: Entre paréntesis, proporcion de la varianza explicada por el eje principal.
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Finalmente se puso el foco en las categorias funcionales de muestras de lodos activados
de plantas depuradoras municipales y petroquimicas, cuyas diferencias fueron
analizadas estadisticamente (n=6 y n=4, respectivamente). El nivel 1 de los subsistemas
SEED present6 siete categorias con diferencias significativas. La mayor diferenciacion
por parte de las municipales se dio en anotaciones relacionadas con el metabolismo de
nucleodtidos y de proteinas, mientras que las muestras petroquimicas mostraron estar

enriquecidas en genes asociados al transporte de membrana (Fig. 23).

Intervalos de confianza 95%
I

Metabolismo de ADN BV, o I 0,021 ’g\
Nucleosidos y Nucledtidos BPB=== (e ] 0,037 7%,
Division Celular y Ciclo Celular B Qi 0,039 =
Transporte de Membrana BPVFrrg? | —e— 0,035 &
Metabolismo de Proteinas | ] —— | 0,044 &
Cofactores, Vitaminas, Grupos Pr., Pigm. BPVFreery o+ 0,049 g
Metabolismo de ARN B o/ 0,043 S
|
0.0 88 -2.0 -15 -1.0 -0.5 0.0 05 1.0
Media (%) Diferencia en la media (%)

Figura 23: Comparacion de las proporciones de categorias funcionales entre metagenomas de lodos
activados petroquimicos (barras azules, n=4) y municipales (barras rojas, n=6). Se utilizaron los
subsistemas SEED (nivel 1) con valores de abundancia relativa mayores a 0,5%; las réplicas técnicas y
muestras tomadas a diferentes tiempos fueron promediadas.

A nivel 3, un nivel jerdrquico mas detallado, se encontraron 21 categorias que
presentaban diferencias significativas. Catorce de ellas caracterizaban a las muestras
petroquimicas, incluyendo genes relacionados al metabolismo de azufre y al transporte
y la degradacion del benzoato. Las otras siete categorias, vinculadas a diversas
funciones generales de la célula y del metabolismo de nucle6tidos, contaban con mayor

representacion entre las muestras municipales (Fig. 24).
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Oxidacién de azufre B9 lo 1.40e-3
Interconversiones de aminoacidos aromaticos con arilacidos = 'a 0.027
Factores de terminacion de la traduccion Pty o] : 0.020
Cluster de division celular By 9, 0.017
Conversiones de purinas mm—m— (< 0.020
Reductasa de tioredoxina-disulfuro By o 0.020
CBSS-49338.1.peg.459 F=— ] 0.021
Reparacion de ADN, ruta RecFOR P e ! 0.023 5
Interconversiones glicolato, glioxilato B ' 8] 0.021 "%
Metabolismo de glicerato P54 : o 0.024 g
Reductasas de respiracion anaerobica Fm——g— ; FeA 0.034 &
Cluster de transporte y degradacion de benzoato B | KA 0.034 g}
Catabolismo de D-galactarato, D-glucarato, D-glicerato 7 Q 0.038 & }
Proteinas regulatorias huérfanas =P @ 0.045 S
Adgquisicion de hierro en Streptococcus B o 0.047
Conversiones de pirimidinas Fmm——————tly o' 0.043
Glutatién: biosintesis y ciclo gama-glutamilico B : (@] 0.042
Transportador ABC aminoacidos cadena ramificada FP——mgr—— | Ho— 0.045
Restriccion-Modificacion tipo | Py —0— 0.050
Sintesis de HMG CoA B | kA 0.047
Metabolismo de hidantoina B2 fe] 0.048
0.0 0.5 -03-02-01 01.0 01 02 03
Media (%) Diferencia en la media (%)

Figura 24: Comparacion de las proporciones de categorias funcionales entre metagenomas de lodos
activados petroquimicos (barras azules, n=4) y municipales (barras rojas, n=6) con diferencias
significativas (prueba t de Student con correccion Benjamini-Hochberg para multiples pruebas; p<0,05;
tamafio de efecto >0,02). Se utilizaron los subsistemas SEED (nivel 3) con valores de abundancia relativa
mayores a 0,01%. Las réplicas técnicas y las muestras tomadas a tiempos diferentes fueron promediadas.

En el tratamiento de efluentes, las variables ambientales y de operacion afectan de
manera apreciable el funcionamiento del proceso. Con el objetivo de analizar si las
mismas se asocian a los perfiles funcionales de las comunidades microbianas presentes
en lodos activados, se llevdo a cabo una prueba de ajuste no paramétrica sobre el
ordenamiento de los subsistemas de maxima jerarquia (Tabla 14). En base a 1000
permutaciones, la Unica variable que presentd una asociacion positiva significativa fue
la del oxigeno disuelto (OD), un parametro con valores mas altos en la planta vinculada

al efluente de la sintesis de polimeros acrilicos.
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Tabla 14: Prueba de ajuste para cinco variables de operacion (oxigeno disuelto (OD); pH; s6lidos
suspendidos (SS); temperatura (T); tiempo de retencion de sélidos (TRS)) sobre el analisis de
componentes principales, realizado con valores de abundancia relativa de subsistemas (nivel 1) de las seis

PTEs locales. Los valores p fueron generados en base a 1000 permutaciones.

PCI PC2 2 Pr(r)
OD -0914 0406 0,815 0,002 p<0,01
pH 0987  -0,159 0420 0,080 p<0,1
SS 0,900 0,436 0430 0,075 p<0,1
T  -0623 -0,783 0,117 0,562 -
TRS -0,905 0426 0210 0347 -

Validacion a través del ensamblado de lecturas metagenémicas

Con el proposito de obtener una anotacion mdas confiable, que permita validar las

diferencias funcionales (y taxondmicas) observadas entre comunidades de lodos

activados, se procedio a ensamblar las lecturas metagendmicas de cada muestra. Solo se

ensamblaron las muestras provenientes de Argentina (ver Materiales y Métodos para

mas detalles). Las caracteristicas generales de los ensamblados se presentan en la tabla

15.

Tabla 15: Caracteristicas basicas del conjunto de datos correspondiente a las muestras metagendmicas

ensambladas.

Muestra | Nro. Scaffolds  Tamaiio (pb)

N50 Largo maximo

PtcA-09 14.274 823x10" 15.173 7,95x 10°
PtcA-11 21.049 8,64x 10"  6.637 3,00 x 10°
PtcB-08 13.623 1,00x 10° 26.631 7,58 x 10°
PtcB-09 8.279 5,18x 107 15732 3,90x 10°

Txt-08 15.650 489x 107 |26.050 3,42x10°

Txt-11 5.638 498x 107 |23.796  4,14x 10°
Why-10 16.963 1,07x10° | 15122 1,28 x 10°
Why-11 2.081 2,88x 107 |46.109 2,97 x10°
SwgA-08 54.503 1,31 x 10° | 2.673 2,39x 10°
SwgA-13 29.333 6,05x 107  2.084 1,89 x 10°
SwgB-12 70.382 1,47x 10° | 2.099 2,39x 10°
SwgB-13 37.479 7,84x 107 2212 4,75 x 10*

El analisis de lecturas ensambladas en MG-RAST permiti6, en primer lugar, verificar la

presencia destacada de los grupos bacterianos caracteristicos en las diferentes plantas
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(Fig. 25). Se confim¢ la preferencia de los grupos Planctomycetes y Verrucomicrobia
por el ambiente de la tintoreria textil, acompafiados por los filos Chloroflexi y
Acidobacteria, este tltimo compartido con una de las muestras petroquimicas (PtcB).
En el caso de la depuradora de la refineria de petrdleo (PtcA), fue posible identificar
nuevamente a uno de sus filos minoritarios, Gemmatimonadetes (ver Fig. 9, clase
Gemmatimonadetes). En los lodos activados vinculados al suero lacteo (Why) se
destacaron los filos Actinobacteria y Bacteroidetes, asi como un nutrido grupo de
asignaciones no clasificadas, lo que podria estar relacionado con el filo TM7, detectado
en la primera parte de este trabajo por pirosecuenciacion de amplicones. Las muestras

municipales exhibieron su perfil caracteristico, en tanto que en una de ellas, SwgA,
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Figura 25: Distribucion taxondémica en base a lecturas metagenémicas ensambladas. La asignacion fue
realizada por MG-RAST contra la base de datos M5nr. Los valores de abundancia relativa fueron
transformados por raiz cuadrada para permitir la visualizacion de grupos minoritarios.
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En cuanto al potencial fenotipico, el foco fue puesto en las muestras que presentaron
mayores diferencias respecto a la variable PC1 obtenida en base a informacion
funcional de lecturas no ensambladas (ver Fig. 21, PCA) y se las consideré como dos
grupos: 'PC1 > 0' (las petroquimicas, PtcA y PtcB) y 'PC1 < 0' (tintoreria textil y suero

lacteo, Txt y Why). Por un método sencillo basado en cocientes de abundancias
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relativas, se buscaron los subsistemas que estuvieran mas representados en uno y en otro
grupo (Tabla 16). Como las mas relevantes dentro de 'PC1 > 0' — que contiene las
muestras que tratan el efluente de la filtracion de suero lacteo y el de la tintoreria textil,
efluentes ricos en hidratos de carbono (ver Fig. 4B) — se confirmaron ciertas funciones
agrupadas dentro de categorias que corresponden al metabolismo de hidratos de
carbono, como 'monosacaridos', 'di y oligosacaridos', 'polisacaridos' y 'hidrolasas
glicosidicas'. Asimismo, categorias vinculadas al metabolismo de compuestos
aromaticos, como 'Rutas periféricas para el catabolismo de compuestos aromaticos' o
'Degradacion anaerobica de compuestos aromaticos', distinguieron nuevamente a las

comunidades de plantas petroquimicas.

Tabla 16: Valores de abundancia de los subsistemas a nivel 2 en base a las anotaciones correspondientes a
lecturas ensambladas. 'PC1 > 0'y 'PC1 < 0' representan grupos de PTEs con los mas altos valores para la
variable PC1. Aqui se presentan los 20 subsistemas mas influyentes, determinados en base al cociente de

los valores de abundancia relativa entre los dos grupos.

Subsystemas — Nivel 2 PC1>0 (Why+Txt) | PC1<0 (PtcA+PtcB)
Proteina hipotética - Resistencia a hidroperéxido organico 0,03 0,06
Rutas periféricas para el catabolismo de compuestos aromaticos 0,84 1,76
Biotina 0,45 0,88
Utilizacion de putrescina/GABA 0,09 0,16
Degradacion anaerdbica de compuestos aromaticos 0,24 0,44
Cluster TIdD 0,09 0,17
Proteinas de membrana hipotéticas - Ybbk 0,04 0,07
Transportadores ABC 0,60 0,99
Fermentacion 0,95 1,56
Movilidad flagelar en procariotas 0,74 1,17
Subsystemas — Nivel 2 PC1>0 (Why+Txt) | PC1<0 (PtcA+PtcB)
Siderdforos 0,10 0,04
Agente de Transferencia Génica 0,12 0,05
Sistema de fosfotransferasas de azucar 0,09 0,04
Oxidoreductasa de molibdopterina 0,11 0,05
Aminoazucares 0,39 0,17
Di y oligosacéridos 1,45 0,65
Monosacaridos 2,15 1,02
Sistemas de secrecion de proteinas, Tipo VI 0,31 0,15
Polisacaridos 0,58 0,29
Hidrolasas glicosidicas 0,08 0,04

Por ultimo, con la intencidon de indagar sobre la asociacion entre taxones y funciones, se
dirigid la atencion a los 5 géneros mayoritarios para cada muestra de los grupos 'PC1 >

0'y 'PC1 < 0', y se identificaron coincidencias entre sus contigs y los de las 6 categorias
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funcionales que mas distinguian a las diferentes plantas de tratamiento. Los géneros
dominantes del grupo petroquimico estaban enriquecidos en aquellos subsistemas que
caracterizan a sus comunidades bacterianas (Fig. 26). El efecto no es tan claro para las
categorias de 'PC1 > 0', en especial si se toma a las muestras de la tintoreria textil,

aunque si es distinguible en lodos activados que tratan el efluente del suero lacteo.
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Figura 26: Subsistemas (nivel 2) distintivos, vinculados a los cinco géneros mas
abundantes de cada muestra, en base a las anotaciones de lecturas metagendmicas
ensambladas.

83



Resultados

4. ANALISIS DE ELEMENTOS GENETICOS MOVILES

Integrones v plasmidos de amplio rango de hospedadores

Se realizaron ensayos de PCR cuantitativa con cebadores y sondas fluorescentes
especificas para componentes de seis genes vinculados a elementos moéviles del genoma
en cada muestra de las seis plantas de tratamiento de efluentes de Argentina. Las
muestras de una misma planta tomadas a diferentes tiempos exhibieron valores
relativamente similares a lo largo de los seis ensayos. Es decir, o bien presentaron en
general valores dentro del mismo orden de magnitud, o bien superaron el limite de

deteccion en oposicion a otras plantas (Fig. 27).
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Figura 27: Ensayos de PCR cuantitativa para seis EGMs, con valores relativos al nimero de copias
de ADNr 168 (rrn). (A) intll; (B) gacE-qacEAI; (C) sull; (D) korB; (E) trf4; (F) intl2.
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De esta manera fue posible determinar diferencias entre plantas de tratamiento. Las
plantas municipales fueron las inicas que presentaron valores detectables para todos los
ensayos realizados, inclusive en el caso de los elementos menos frecuentes, /4 (IncP-
le) e intl2 (integrones de clase 2). Dentro de las muestras de lodos activados
industriales, aquellas vinculadas al tratamiento de suero lacteo fueron las que
presentaron menores valores a nivel general, mientras que la comunidad de la planta de
la tintoreria textil se comportd de manera opuesta. No obstante, es posible que los
valores reportados para los lodos activados de la planta textil estén afectados por el
sesgo que presentan los cebadores correspondientes al gen de ARNr 16S, los cuales
excluyen (al menos en forma parcial) al filo Planctomycetes (Suzuki et al., 2000), de
alta abundancia en dicha comunidad de lodos activados. Por ultimo, las muestras de
lodos activados de la industria petroquimica son las que presentaron mayor variacion
intra- e inter-planta, con valores similares o menores a las plantas de tratamiento de

efluentes municipales (Fig. 27).
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Figura 28: Distribucion de arreglos de cassettes génicos contenidos en integrones de clase 1, en diferentes
muestras de lodos activados. '+C' consiste en una muestra adicional de lodos activados de origen
industrial. -C' es el blanco de la reaccion de amplificacion.
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La amplificacion de pequefios arreglos de cassettes ubicados en integrones de clase 1,
analizada por electroforesis en gel de agarosa, mostrd efectivamente la presencia de
componentes génicos ubicados entre las zonas conservadas, que debieron ser
incorporados mediante la accion de la integrasa (Fig. 28). El nimero de arreglos
observado fue relativamente bajo en todos los casos (3-6) y no presentd una marcada
variacion entre muestras, salvo en el caso de la tintoreria textil (<3). Las muestras
derivadas de un mismo sistema de tratamiento presentaron, en la mayoria de los casos,
una coincidencia parcial en el patrén de bandas. La planta que trata el efluente
proveniente de la sintesis de polimeros acrilicos (PtcB), por ejemplo, exhibi6 entre 3 y 4
bandas de entre 400 y 1000 pb a alturas congruentes, mientras que las muestras de la
refineria (PtcA), tan s6lo coinciden en una banda mayor a 1000 pb. La muestra de lodos
activados asociados al efluente de la filtracion de suero lacteo exhibid una diversidad
considerable, mas alld de los bajos valores determinados por PCR cuantitativa. Una
banda cercana a los 1000 pb se presentd como una caracteristica compartida. Las
muestras vinculadas a la tintoreria textil, en cambio, presentaron arreglos con un

niimero escaso o pobre de componentes génicos.
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Discusion

Los organismos procariotas han sido denominados “la mayoria invisible” (Whitman
et al., 1998). En forma de comunidades microbianas auto-organizadas y auto-sostenidas,
se encuentran a lo largo y a lo ancho de la bidsfera, llevando a cabo funciones vitales en
ecosistemas naturales y artificiales. Estudiar su estructura, su potencial fenotipico, su
funcién y sus interacciones, asi como su respuesta frente a perturbaciones, es la tarea
central de la ecologia microbiana, cuyos aportes representan a su vez un enorme interés

para la biotecnologia ambiental (Rittmann et al., 2006).

En esta tesis se han estudiado la diversidad taxonomica y el potencial fenotipico en
sistemas de tratamiento de efluentes, con especial énfasis en lodos activados que tratan
efluentes industriales y en sus diferencias con los lodos activados que tratan efluentes
cloacales, con el objetivo de desentrafiar factores clave en el ensamblado de las
comunidades bacterianas sobre las que sustentan su funcionamiento. Se ha encontrado
que los sistemas de lodos activados industriales no comparten el perfil caracteristico de
rangos taxondmicos altos que ha sido observado en plantas distribuidas
geograficamente, de tratamiento de efluentes municipales. Por el contrario, los barros
activados industriales exhibieron comunidades bacterianas singulares, y caracteristicas
para cada PTE. Asimismo, estas diferencias de estructura de las comunidades
bacterianas entre las PTEs fueron consistentes con diferencias subyacentes en los
valores de abundancia de categorias funcionales particulares. Por otro lado, el contenido
de GC metagendmico en las comunidades presentd perfiles conservados para una misma
PTE, y de una alta congruencia entre PTEs que reciben aguas residuales de origen
similar. Estos resultados colocan como un factor determinante en el ensamblado de la

comunidad bacteriana el tipo de efluente que ingresa a la planta de tratamiento.

Diversidad taxonémica

En un trabajo pionero dentro de la ecologia microbiana basada en secuenciacion masiva,
von Mering y colaboradores cuantificaron la diversidad filogenética microbiana en

cuatro tipos de habitats dispares: suelo agricola, superficie marina, drenaje 4cido de una
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mina, y huesos de ballena en el mar profundo (von Mering et al., 2007). En este trabajo
se determin6 que algunos clados microbianos presentaban una preferencia por habitats
especificos, y aun mas, una preferencia estable a lo largo del tiempo, sugiriendo un

proceso de ensamblado de las comunidades microbianas de fuerte caracter selectivo.

Las preferencias de ciertos grupos por nichos especificos también se ha detectado a
nivel de oOrdenes dentro de una de las clases bacterianas mas diversas,
Alfaproteobacteria (Ettema y Andersson, 2009). Mas aun, no es necesario extremar las
diferencias entre habitats. Manejos agricolas determinados y diversas coberturas en el
suelo (Jangid et al., 2008), o un gradiente de impacto ganadero por pastoreo en un
mismo suelo (Philippot et al., 2009), pueden ser suficientes para ocasionar cambios en
las comunidades microbianas a niveles taxondmicos altos. En su conjunto, estas
observaciones son consistentes con el concepto de coherencia ecoldgica de grupos
bacterianos a rangos taxonomicos mayores al de especie. Si linajes enteros fueron
moldeados a lo largo de la evolucion, su efecto debe trascender los niveles de cepas y
especies para poder ser vislumbrados en rangos taxondmicos altos, revelando su

importancia ecoldgica (Philippot et al., 2010).

Estudios previos realizados en plantas de tratamiento de efluentes a escala real y a
escala de laboratorio indicaban que las comunidades bacterianas de lodos activados
estaban dominadas por los filos Proteobacteria y Bacteroidetes, seguidos de
Actinobacteria y Firmicutes (Snaidr et al., 1997; Wagner y Loy, 2002; Eschenhagen
et al., 2003; Yang et al., 2011). Recientemente, numerosos censos masivos basados en el
gen de ARNr 16S llevados a cabo en diferentes partes del mundo, confirmaron los
resultados de aquellos primeros andlisis (Hu et al., 2012; Valentin-Vargas et al., 2012;
Wang et al., 2012). Sin embargo, ninguno de ellos resaltaba la similitud aparente de la
distribucion bacteriana de la mayoria de las PTEs a altos niveles taxondmicos, a pesar

del amplio rango geografico y de configuraciones de reactor.

La formacién de un floc bioldgico con la capacidad de sedimentar es una propiedad
ecologica caracteristica de los lodos activados. En consecuencia, y de acuerdo con la
nocion de coherencia ecoldgica, uno podria haber anticipado que la distribucion de filos
y clases observada en plantas municipales de tratamiento bioldgico, de variadas
configuraciones y ubicaciones geograficas, se mantendria en lodos activados vinculados

al tratamiento de efluentes industriales, los cuales se basan en el mismo principio de
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sedimentacion. Sin embargo, este patron no fue hallado. Al contrario, los resultados de
esta tesis revelaron el contraste que existe entre las comunidades de lodos activados
municipales y diferentes lodos industriales. La composicion bacteriana de muestras
provenientes de una pequefia planta de tratamiento que recibe efluente doméstico en
Argentina, y los datos publicados de cinco plantas municipales ubicadas en Singapur,
China y Corea del Sur (Wang etal., 2012; Zhang etal., 2012; B.-C. Kim et al.,
2013) exhibieron distribuciones relativamente compartidas, ain a pesar de tratarse de
multiples laboratorios con diferencias en los métodos de extraccion de ADN y en la
region del ARNr 16S secuenciada. Por otro lado, las plantas de tratamiento industrial
presentaron perfiles taxondmicos caracteristicos de acuerdo a su origen, que las
diferenciaron entre si y de las plantas municipales en los sucesivos analisis de
agrupamiento y de ordenamiento. Para cada planta de tratamiento se detectaron taxones
de alto rango de una manera reproducible, aun tratdndose de muestras separadas por casi
tres afos, sugiriendo que cada planta posee una comunidad relativamente caracteristica
y estable. La estabilidad temporal podria relacionarse con la existencia de un estado de
equilibrio para la comunidad microbiana, para la cual las perturbaciones, la
estocasticidad y las dindmicas temporales de organismos individuales generan cambio,

para luego retornar hacia el punto estable o atractor (Walker et al., 2004).

A nivel de género, nivel al que es esperable una relevancia mayor de la distribucion
biogeografica, se observaron diferencias considerables en el porcentaje clasificado entre
muestras, y cierta incertidumbre de agrupamiento (bajos valores de bootstrap), lo que se
suma a la influencia ejercida por la region del gen de ARNr 16S elegida para

enmascarar detalles de la estructura a este nivel taxonémico (Kumar et al., 2011).

Las tablas de distribucion de abundancia marcan una preferencia distintiva de ciertos
grupos bacterianos por PTEs particulares. La planta de tratamiento de la tintoreria textil
se caracterizd por abundancias considerables de Planctomycetes, Lentisphaera y
secuencias relacionadas a Chlamydiae, tres filos pertenecientes al grupo monofilético
conocido como superfilo PVC (Wagner y Horn, 2006). El filo Planctomycetes posee
una distribucién amplia y ya habia sido detectado en las diferentes secciones de un
sistema de tratamiento de efluentes municipales (Chouari et al., 2003). Lentisphaera es
un filo pobremente caracterizado y ha sido relacionado a la degradacion de

lignocelulosa y/o la conversion de productos lignoceluliticos dentro de un consorcio
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anaerobico mesofilico (Yan et al., 2012). En el mismo sentido, se han hallado grupos
relacionados a Chlamydiae formando parte de un consorcio adaptado al crecimiento
sobre pasto varilla (Panicum virgatum) como Unica fuente de carbono (DeAngelis et al.,
2010). La relacion con un efluente de tintoreria textil podria estar dada por la capacidad
que poseen las enzimas degradadoras de lignina de procesar una amplia variedad de
colorantes azoicos, heterociclicos y poliméricos (Nyanhongo etal., 2002). El filo
Chlamydiae es en realidad conocido por sus miembros que parasitan células eucariotas,
aunque diferentes reportes indican que existe una diversidad adicional en el ambiente
(Horn y Wagner, 2001). La exploracion de estos grupos de bacterias poco estudiados
podria aportar novedades genéticas con alto potencial biotecnoldgico, mas ain en este

caso, al tratarse de una comunidad adaptada a un pH alcalino.

Otro grupo distinguido fue el filo TM7, de alta abundancia en muestras de barros
activados vinculados al procesamiento de suero lacteo y a la elaboracion de alimento
balanceado. Esto es consistente con reportes previos que han descripto a miembros de
este filo como organismos especialistas en la hidrolisis de proteinas, lo que los ubicaria
como piezas centrales en procesos de alta tasa de degradacion de proteinas en plantas de

lodos activados (Xia et al., 2007).

Las PTEs que tratan efluentes de procesos petroquimicos (refineria de petrdleo y
polimeros acrilicos) fueron las Gnicas que presentaron secuencias clasificadas como filo
Chlorobi. Ya que los miembros conocidos de este grupo son fotoautotréficos obligados,
en realidad podria tratarse de una asignacidon equivocada, o bien de un grupo
filogenéticamente emparentado, caracteristico en ciertos ambientes ricos en
hidrocarburos. Al respecto, es interesante notar que un trabajo de Abbai y colaboradores
(Abbai et al., 2012) ya habia detectado secuencias de ADN asignadas a Chlorobi dentro
del metagenoma de agua subterrdnea contaminada con hidrocarburos. Por otro lado, la
planta de tratamiento de polimeros acrilicos exhibi®6 una alta proporcion de
Acidobacteria. Ya fue asociado al filo con el tratamiento de efluentes petroquimicos
(Figuerola y Erijman, 2007; Wei etal., 2015). Como miembro importante en
comunidades microbianas de suelos, este filo ha presentado cierta ubicuidad en sistemas

de tratamiento de efluentes, aunque poco se sabe hasta el momento de su funcion.

Las dos muestras de lodos activados vinculadas a la elaboracion de alimento balanceado

analizadas en este trabajo no coincidieron en la estructura de su comunidad.
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Posiblemente esto se deba a las marcadas diferencias en las caracteristicas de la materia
prima y en los procesos de produccion aplicados, pero la falta de informacion al

respecto impide extraer cualquier conclusion respecto a la divergencia observada.

Con un perfil de taxones dominantes caracteristicos en la mayoria de las muestras, no
fue posible hallar un grupo comin de poblaciones dominantes entre sistemas
industriales y municipales. Contrariamente, los resultados indican que hay una
consistencia mayor en la composicion de la comunidad bacteriana de PTEs municipales
distantes que entre sistemas de lodos activados de areas proximas que tratan efluentes
diferentes (Saunders et al., 2016), sugiriendo que el sustrato, es decir, el tipo de efluente
a tratar, seria el factor determinante en el ensamblado de las comunidades bacterianas
es. Al parecer, ya sea en digestores aerdbicos o anaerdbicos, a escala de laboratorio o a
gran escala (McHugh et al., 2003; Akarsubasi et al., 2005; Lozada et al., 2006; Riviere
et al., 2009; Addison et al., 2011; Zhang et al., 2014), las comunidades de ecosistemas
artificiales disenados para el tratamiento de residuos reflejan con claridad, por un lado,
los resultados de procesos evolutivos que moldearon linajes microbianos enteros,
determinando especializaciones y adaptaciones para ambientes y sustratos particulares
(Philippot et al., 2010), y por el otro, los procesos ecoldgicos asociados a las multiples
interacciones entre microorganismos, entre las que se encuentra la utilizacion sintréfica
de sustratos como contaminantes organicos e inorganicos (Tolker-Nielsen y Molin,
2000; Freilich et al., 2011; Ju, Xia, et al., 2014; Embree et al., 2015). Ademas, estudios
en ambientes como el intestino, la filosfera y la rizosfera sugieren que el sustrato (dieta
en el caso del intestino, exudados en el caso de la filosfera y la rizésfera) también es un
factor de relevancia en ecosistemas naturales (Ley et al., 2008; Berg y Smalla, 2009;

Redford et al., 2010; Yatsunenko et al., 2012).

Los resultados de esta tesis sugieren que la estructura de la comunidad bacteriana en
lodos activados es influenciada, en mayor medida, por el tipo de efluente mas que por
las distancias geograficas o las condiciones operacionales y ambientales. Las
mediciones preliminares de tres grupos generales de compuestos organicos (hidratos de
carbono, proteinas y acidos grasos volatiles) aqui presentadas, sumadas a la
caracterizacion general de los diferentes efluentes industriales en base a los procesos
productivos informados, sugieren que existe una diferencia pronunciada en la

composicion quimica de los efluentes que reciben las distintas PTE. Quedara para
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futuras investigaciones la inclusiéon de un niimero atin mayor de plantas de tratamiento
industriales, en las que pueda realizarse una caracterizacion fisicoquimica exhaustiva
del efluente entrante, lo que permitira una asociacion mas precisa entre la estructura de
la comunidad, su potencial fenotipico y su funcion. Esta tarea no es sencilla, ya que los
efluentes son siempre una mezcla compleja y fluctuante de multiples compuestos
organicos e inorganicos (Henze, 1992), lo que requeriria la realizacion de multiples
ensayos de cromatografia y espectrometria de masa para obtener representatividad y
altos niveles de resolucion (Dignac et al., 2000; Trenholm et al., 2008; Gonsior et al.,

2011).

Diversidad en el potencial fenotipico v el contenido de GC

Esta tesis ha mostrado también que las diferencias de la estructura de comunidades
bacterianas entre las PTEs coinciden con diferencias subyacentes en la abundancia de
conjuntos de categorias funcionales diferenciales, asi como con perfiles de contenido de
GC caracteristicos. En este sentido, se podria afirmar que la secuenciacion
metagendmica al azar complementa al andlisis basado en taxones en la tarea de
discriminar diferentes comunidades microbianas involucradas en el tratamiento de

efluentes.

Las muestras analizadas por secuenciacion al azar, incluyendo aquellas generadas en
laboratorios de India y China, exhibieron perfiles de contenido de GC conservados en
una escala temporal de afios, y mostraron alta congruencia entre PTEs que reciben
liquido residual similar. Es decir, fue posible distinguir con claridad lodos activados que
tratan efluentes no relacionados segiin su contenido de GC. El hecho de que el
porcentaje de GC de metagenomas de ambientes diversos varie ya habia sido reportado
con anterioridad, vinculado en primera instancia a la distribucion particular que exhiben
los diferentes filos microbianos, que a su vez presentan genomas de amplia variacioén en
la proporcion de guanosina y citosina (entre 15 y 75%, aproximadamente) (Sueoka,
1962; Bentley y Parkhill, 2004; Nakabachi et al., 2006). No obstante, un meta-analisis
reciente ilustro la existencia de cambios a lo largo de numerosos habitats que exceden la
estructura filogenética de las comunidades, un cambio detectable aun en multiples

muestras de un mismo ambiente (estudio transversal en el intestino humano). En este
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estudio, la estrecha distribucion observada discrepaba con la distribucion esperada en
base a la filogenia previamente censada (Foerstner etal., 2005). Recientemente,
Reichenberger y colaboradores ratificaron y ampliaron dicho hallazgo en un trabajo con
un volumen mayor de datos (Reichenberger etal., 2015), en el que ademas
comprobaron que tan so6lo sutiles diferencias ambientales podian ser suficientes para
originar una variacion detectable en el contenido de GC. Estos estudios sugieren que
aquello que influye sobre la composicidon nucleotidica lo hace en todos los taxones por
igual, aunque los mecanismos subyacentes no han podido ser definidos (Reichenberger
etal.,, 2015). Se considera que en su distribucién intervienen procesos neutrales
asociados a propiedades intrinsecas de la maquinaria celular, asi como procesos de
seleccion relacionados con caracteristicas fisicoquimicas y factores ecoldgicos, o una

combinacion de ambos (Dick et al., 2009).

Existen antecedentes al uso de la metagendmica para detectar diferencias en el potencial
funcional de otros tipos de ecosistemas microbianos. Lamendella y colaboradores
identificaron elementos funcionales Unicos que permitian diferenciar las comunidades
microbianas del intestino del cerdo de las de otros animales, como vacas, gallinas y
peces (Lamendella etal., 2011). También se reportaron diferencias entre ambientes
separados del cuerpo humano, en donde ciertas rutas metaboélicas de baja representacion
surgian de manera notable solo en sitios particulares del cuerpo (The Human
Microbiome Project Consortium, 2012). Por ultimo, un analisis metagenémico por
secuenciacion al azar sobre la comunidad microbiana de un suelo permanentemente
congelado (permafrost) en proceso de descongelamiento, permitié la deteccion de
variaciones de genes funcionales en breves lapsos de tiempo (Mackelprang et al., 2011).
En este trabajo mostramos que las comunidades de lodos activados presentaron perfiles
distintivos en cuanto al potencial fenotipico. En todas las PTE analizadas, las
variaciones de estos perfiles fueron menores que las variaciones entre las distribuciones
de taxones (ver Fig. 18). Un resultado similar habia sido observado en un trabajo de
metagendmica comparativa en multiples hébitats del cuerpo humano (The Human
Microbiome Project Consortium, 2012) y en dos trabajos de microarreglos de genes
funcionales, en los que Wen y colaboradores analizaron comunidades microbianas de
lodos activados de PTEs municipales en Pekin (Wang et al., 2014) y en Guaundong,

China (Xia et al., 2014). En principio, condice con la existencia de un cuantioso nimero
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de genes esenciales en la funcion celular (y comunitaria), involucrados en rutas
metabolicas compartidas, junto con el hecho de que agrupar genes en categorias
funcionales amplias puede encubrir diferencias finas entre funciones presentes en
metagenomas. Sin embargo, a pesar de que la magnitud de las diferencias entre PTEs
fue menor a nivel de categorias funcionales que a nivel taxondémico, las primeras
alcanzaron un alto grado de discriminacioén entre metagenomas de lodos activados de
diferente origen, agrupando réplicas técnicas y biologicas, y separando muestras de

acuerdo al tipo de efluente.

Por medio de una comparacion estadistica entre metagenomas de lodos municipales y
de plantas de tratamiento petroquimicas, en esta tesis se observo que los primeros
estaban enriquecidos en genes relacionados al metabolismo de nucleotidos y proteinas,
lo que podria indicar la capacidad caracteristica de las bacterias de una PTE municipal
de procesar continuamente una amplia variedad de productos biologicos. Entre ellos, se
reportd que las proteinas aportan la mitad de la fraccion orgénica en efluentes
municipales promedio (Ellis, 2004). En cuanto a las muestras petroquimicas, su
enriquecimiento en genes asociados con el transporte de membranas podria reflejar el
hecho de que el pasaje de sustratos hidrofobicos a través de la membrana celular es un

primer paso necesario en la biodegradacion de hidrocarburos (Hearn et al., 2008).

La asignacion taxondmica y funcional de lecturas metagenomicas cortas (<200 pb,
tecnologia Illumina), especialmente aquellas provenientes de muestras ambientales, es
una tarea delicada y su precision puede ser cuestionada (McHardy etal.,, 2007;
Wommack et al., 2008; Mande et al., 2012), a pesar de la existencia de herramientas de
analisis apropiadas para secuencias de esa longitud (Thomas et al., 2012; Truong et al.,
2015). No obstante, para evitar sesgos derivados de deficiencias en la anotacion, en este
trabajo se llevd a cabo una validacion a través del ensamblado de las lecturas
metagenoémicas. El procedimiento realizado arrojé conjuntos de scaffolds con
caracteristicas basicas de calidad comparable a otros estudios (Albertsen et al., 2013;
Mao et al., 2014) (ver Tabla 15), con tamainos del orden de las decenas de Mpb. Las
categorias funcionales que habian sido determinantes utilizando el conjunto de lecturas
no ensambladas fueron confirmadas al analizar las anotaciones de lecturas ensambladas.
Sin embargo, para el conjunto ensamblado no se hizo hincapié en valores de abundancia

ni se calcularon indices ecoldgicos, ya que se considerd que el proceso mismo de
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ensamblado podria producir un desvio en los valores iniciales de abundancia iniciales

que se detectan a partir de lecturas no ensambladas (Meyer et al., 2008).

En esta tesis, la secuenciacion masiva de ADN metagenomico al azar fue utilizada para
exponer el potencial funcional presente en las comunidades complejas de
microorganismos en lodos activados. Este paso inicial puede ser complementado en el
futuro con perfiles de ARN, de proteinas y de metabolitos para superar el caracter
predictivo (o de potencial fenotipico) de la misma (Segata et al., 2013; Mason et al.,
2014). En un estudio en el intestino humano, por ejemplo, se ha determinado una
expresion de proteinas relacionadas al metabolismo de hidratos de carbono mayor que la
predicha por datos de ADN metagenomico (Verberkmoes etal.,, 2009). En lodos
activados industriales, en donde suelen ocurrir descargas de altas concentraciones a lo
largo de la operacion, es posible que también existan periodos de fuertes discrepancias
entre el potencial fenotipico y los perfiles de expresion. No obstante, el hecho de que
estos perfiles no genémicos sean altamente variables en el tiempo (la expresion de
ciertos genes se da en condiciones especificas), exige multiples ensayos '06micos' por
sitio (aqui, por planta de tratamiento) para alcanzar muestras moleculares

representativas.

El disefio experimental y los resultados de esta tesis han colocado el foco en la seleccion
ecologica ejercida por las variables ambientales de las plantas de tratamiento, en
particular, por la composicion del efluente a tratar. El nexo entre el efluente y el
ensamblado de la comunidad estd probablemente dado por una fina particion de nichos
dentro de la matriz ecosistémica (Kindaichi et al., 2013). Sin embargo, no se descarta la
influencia de los otros mecanismos que moldean el ensamblado de las comunidades de
organismos: diversificacion in sifu, dispersion y deriva ecoldgica. Gracias a la
dispersion, existe un aporte constante de componentes microbioldgicos a la comunidad
microbiana (Ofiteru et al., 2010; Ayarza y Erijman, 2011), aunque su efecto mas
evidente se da durante el inicio del funcionamiento de planta. El rol que juega la
diversificacion, por su parte, ha quedado relegado en sistemas de tratamiento y requiere
otro tipo de enfoque, uno que no se ocupe de medir la diversidad sino que estudie las
relaciones filogenéticas en base a genes conservados y no conservados, asi como la
variacion generada por la transferencia genética horizontal (Ochman et al., 2000;

Weinbauer y Rassoulzadegan, 2004; Gémez y Buckling, 2013).
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Elementos genéticos moviles en lodos activados

En comunidades microbianas ambientales, el moviloma exhibe una vasta diversidad de
componentes (Smalla y Sobecky, 2002). Sin embargo, la forma en que se estructura, asi
como la influencia que tienen la filogenia y el ambiente sobre su composicion, son
aspectos que, en gran medida, escapan al conocimiento actual (Wright et al., 2008).
Tanto el sistema de cassettes génicos en integrones como los plasmidos IncP-1 han sido
detectados en aguas residuales y en lodos activados, aunque tipicamente en plantas de
tratamiento de efluentes municipales (Bahl et al., 2009; Moura et al., 2010; Parsley
etal., 2010; Ma et al., 2013). El andlisis presentado en esta tesis representa parte de una
exploracion incipiente de su distribucion en comunidades de lodos activados
industriales (Moura et al., 2010). La consistencia hallada en la cuantificacion de EGMs
a lo largo de las diferentes PTEs, asi como en el andlisis del perfil de cassettes en
integrones de clase 1, sugiere que los mismos factores que determinan el ensamblado de
la comunidad microbiana de lodos activados podrian estar afectando su conjunto de

EGMs.

La deteccion de los componentes de integrones de clase 1 y de plasmidos del grupo de
incompatibilidad IncP-1 en la mayor parte de las muestras de lodos activados coincide
con su reciente asociacion con sitios contaminados (Wright et al., 2008; Koenig et al.,
2009; Gillings et al., 2015). Las razones de su presencia no estan del todo esclarecidas,
pero estarian vinculadas a procesos de seleccion, ya sea del integron per se o de sus
cassettes, asi como a procesos de coseleccion (Wright et al., 2008). Los integrones de
clase 2, por su lado, presentaron niveles de abundancia bajos, y una preferencia por las
plantas de efluentes municipales, lo que posiblemente esté relacionado con su estrecho
vinculo con bacterias fecales (Mokracka et al., 2012). A futuro sera importante ampliar
el espectro filogenético cubierto por los cebadores y sondas utilizadas, hecho
especialmente relevante en comunidades con menor representacion del filo
Proteobacteria, como aquellas de las plantas de la tintoreria textil y de la procesadora

de suero lacteo (Wright et al., 2008).

El ensayo de PCR para la deteccion de arreglos de cassettes no es Optimo para arreglos
de gran tamafo, y es poco probable que se trate de arreglos multigénicos. Sin embargo,
los perfiles obtenidos guardan coherencia con lo que se observo al amplificar cassettes

individuales (300-1500 pb) en un amplio espectro de ambientes (Stokes et al., 2001). La
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asociacion de funciones con los marcos abiertos de lectura (ORFs) contenidos en
cassettes se dificulta por la aun poco explorada diversidad, su consecuente baja
proporcion de anotacidon, y la presencia de secuencias que no codifican proteinas
(Holmes et al., 2003; Michael et al., 2004). No obstante, develar si los genes asociados
confieren capacidades de degradacion (Koenig et al., 2009; Dealtry et al., 2014)(Dealtry
et al., 2014; Koenig et al. 2009), de resistencias a metales y/o a antibidticos (Baker-
Austin et al., 2006), o de cualquier otra funcidon que sea asociable al tipo de efluente es

un proximo paso obligado.

Riqueza de taxones v categorias funcionales

Se sabe que la riqueza microbiana puede ser influenciada fuertemente por la diversidad
de sustratos carbonados (Zhou et al., 2002). Debido a la variedad de habitos urbanos, es
de esperar que el efluente cloacal contenga un rango mds amplio de constituyentes
quimicos en comparacion con el agua residual industrial, lo que podria generar un
mayor nimero de nichos disponibles. En este sentido, este trabajo detectd una riqueza
taxondmica y funcional significativamente mayor en lodos activados municipales en
comparacion con los lodos industriales. La observacion respecto a la riqueza
taxonomica vale tanto para los datos de secuenciacion de amplicones como para
aquellos derivados de la secuenciacion al azar. Es interesante notar que un estudio que
compar6 las microbiotas intestinales de poblaciones humanas distanciadas geografica y
culturalmente de manera notable, también remarco diferencias significativas en la
riqueza taxondémica del microbioma del intestino. Particularmente, aquellas poblaciones
con dietas mas ricas en fibras vegetales, presentaron los mayores valores de riqueza
(Yatsunenko etal.,, 2012). La relacion entre la disponibilidad de recursos (y su
heterogeneidad) y la diversidad bioldgica es una temdtica cubierta por numerosos
trabajos y establecida como parte de la teoria ecologica (Spehn et al., 2000; De Deyn y
Van Der Putten, 2005). Sin embargo, es valido preguntarse si para el sistema de lodos
activados no existen otros factores que afecten la riqueza taxondémica y funcional, como
el régimen de operacion (con tiempos de retencion mayores) (Akarsubasi et al., 2009), o
mas aun, el considerable ingreso de constituyentes microbianos de la materia fecal
(McLellan et al., 2010). Se ha determinado que las comunidades bacterianas del agua

residual de ingreso difieren considerablemente de las comunidades de lodos activados,
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aunque un numero reducido de OTUs logran perdurar en la comunidad bacteriana de
lodos activados (Saunders et al., 2016). No sélo se trata de organismos microbianos que
podrian llegar a establecerse dentro de la comunidad, sino que ademas estan las
condiciones dadas para un intercambio de elementos genéticos novedosos. En este
sentido, el material genético vinculado a resistencias a antibioticos ha sido lo mas
estudiado (Luczkiewicz et al., 2010; Yang et al., 2014), aunque no se puede descartar un

flujo genético mayor.

Hipotéticamente, se podria haber dado el caso de detectar una mayor diversidad
taxonomica en ausencia de una mayor diversidad de categorias funcionales, o viceversa.
En esta tesis, las cuantificaciones pertinentes en comunidades de lodos activados
permitieron determinar que una mayor riqueza taxonémica refleja una mayor riqueza
funcional. En base a un analisis metagendmico con lecturas provenientes de mRNA y de
amplicones de ARNr 16S de 10 PTEs a gran escala en Suiza, Johnson y colaboradores
(Johnson et al., 2014) también reportaron una asociacion positiva entre el numero de
taxones bacterianos y el numero de categorias funcionales, argumentando que el
resultado estaba de acuerdo con la prediccion de la teoria ecoldgica: las comunidades de
mayor riqueza abarcan un mayor rango de funciones (Chapin etal.,, 1997).
Comunidades microbianas de suelos y de intestinos han exhibido patrones similares
(Fierer etal., 2012; The Human Microbiome Project Consortium, 2012; Yatsunenko

etal., 2012).

Sin embargo, las conclusiones derivadas del conjunto de datos aqui presentado deberian
ser tomadas con cierta cautela, ya que por la variacion en la composicion de la
comunidad en lodos activados de diferentes PTEs combinada con la representacion
desigual de taxones en las bases de datos utilizadas para anotacion a gran escala, se
podria derivar en estimaciones de riqueza sesgada (Franzosa et al., 2015). Ademas, se
debe considerar que la deteccion de ADN no equivale necesariamente a organismos

activos, por lo que es conveniente realizar una validacion (Saunders et al., 2016).

La relacion entre diversidad microbiana y estabilidad del ecosistema es una pregunta
central en ecologia y en biotecnologia ambiental (Briones y Raskin, 2003; Girvan et al.,
2005; Lozupone et al., 2012). En este sentido, los sistemas de tratamiento de efluentes
se posicionan como un modelo de estudio muy pertinente para este campo de

investigacion (Curtis y Sloan, 2004; Miura et al., 2007), en donde se puede abordar la
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tematica desde la respuesta de la comunidad frente a una perturbacion (Fernandez et al.,
2000; Allison y Martiny, 2008; Vuono et al., 2015), o desde la dinamica propia de la
comunidad con un mantenimiento de la estabilidad funcional (Kaewpipat y Grady,
2002). Cualquiera sea el caso, se considera que hay dos conceptos principales e
interconectados que los atraviesan. Uno es el de la redundancia funcional, definida
como la habilidad de un taxén microbiano para llevar a cabo un proceso a la misma tasa
que otro en condiciones ambientales idénticas, y el otro es el de la similitud funcional,
bajo la cual dos comunidades microbianas realizan un proceso funcional a una tasa
similar, sin importar las diferencias en la composicion taxonémica (Allison y Martiny,
2008). El numero de especies en un determinado sistema es considerado un aspecto
crucial para su resiliencia. Se sabe que comunidades ricas en especies son menos
suceptibles a invasiones porque utilizan los recursos limitantes de una manera mas
eficiente (Levine y Antonio, 1999), y porque existe una mayor probabilidad de
redundancia funcional, que podria permitir el reemplazo de taxones afectados por una
perturbacion ambiental por otros con igual capacidad funcional. Si ante perturbaciones
la funcion del ecosistema (aqui, performance del proceso) es mantenida por la
redundancia y la similitud funcional, el objetivo de la operacion deberia ser maximizar
la diversidad. Diversos trabajos en sistemas biotecnoldgicos microbianos han reportado
asociaciones positivas entre la diversidad y la estabilidad (Cook et al., 2006; Miura
etal., 2007; Werner etal., 2011). No obstante, se llegd al consenso debido a la
existencia de resultados heterogéneos (Pholchan et al., 2010). Al dia de hoy, no se ha
podido trazar una linea directa que conecte la diversidad bacteriana con el
funcionamiento global. Es necesario ahondar en la tematica si se quiere alcanzar la
eficiencia energética y una reutilizacion de recursos sin perder la estabilidad funcional

del sistema (Botton et al., 2006).

Variables de operacion vy la estructura de la comunidad microbiana

El rol del sustrato en el ensamblado de comunidades microbianas de sistemas bioldgicos
de tratamiento de residuos parece ser determinante, prevaleciendo por sobre otras
variables de operacion. Sin embargo, es posible que al resto de las variables se les pueda
atribuir un papel de regulacion fina sobre la comunidad, con una relevancia no

despreciable a lo largo del proceso de tratamiento. La relaciéon que guardan la
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configuracion y la operacion del reactor con el ensamblado de la comunidad bacteriana
y su funcidén ha sido siempre un tema de gran interés en biotecnologia ambiental
(Tomita et al., 2002). Estudios basados en patrones moleculares o en secuenciacion
masiva se propusieron establecer qué parametros operacionales y ambientales podian
estar influyendo sobre la estructura de la comunidad microbiana en lodos activados
municipales. En ellos se puso de manifiesto que la DBO y el oxigeno disuelto (T.-S.
Kim etal.,, 2013), la DQO de ingreso y el pH (Gao etal.,, 2016), asi como la
configuracion del reactor (Rowan et al., 2003; Pholchan et al., 2010) pueden ser factores
relevantes en la estructuracion de la comunidad a bajos niveles taxonémicos. En esta
tesis, los pardmetros que presentaron una asociacion significativa fueron el oxigeno
disuelto y el pH, presentdndose como factores que podrian explicar hasta cierto punto la
composicién bacteriana en barros activados. Hubo dos PTEs, principalmente, que
explicaron este resultado, las cuales presentaban una diferencia marcada con respecto al

resto, junto con perfiles de ARNr 16S y categorias funcionales también caracteristicos.

El oxigeno disuelto se define como el oxigeno gaseoso disuelto en un determinado
volumen de agua a determinadas temperatura y presion atmosférica. Un estudio basado
en un muestreo de un afio presentd una correlacion negativa del oxigeno disuelto con
Nitrospira, y positiva con Nitrobacter, dos géneros oxidantes de nitrito (Huang et al.,
2010), mientras que en otro estudio, multiples eventos de deficiencia de oxigeno fueron
vinculados al crecimiento de especies filamentosas (Gaval y Pernelle, 2003). Por otro
lado, Wells y colaboradores determinaron que el oxigeno disuelto (entre otras variables
de operacidn) se asociaba positivamente con la estructura de una comunidad bacteriana
de lodos activados, también a lo largo de un afo (Wells et al., 2011). Es sabido que la
deficiencia de oxigeno puede generar un impacto sobre la comunidad presente en lodos
activados, con consecuencias visibles en el plazo de unos pocos dias. Sin embargo, el
caso distintivo presentado aqui, en la fabrica de sintesis de polimeros acrilicos, consta
de una planta que operaba a muy alta concentracion de oxigeno disuelto (~8 mg/l), una
situacion poco frecuente y pocas veces estudiada. Chapman y colaboradores
determinaron tiempo atras que las concentraciones altas de oxigeno disuelto (~6 mg/l)
mejoraban la performance del proceso, al promover una mayor remocion de materia
organica y solidos en suspension ante un rango de F/M mas amplio, presentar un lodo

de rapida sedimentacion, y producir menor cantidad de WAS (lodo secundario purgado).
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Su hipdtesis era que la mayor penetracion de oxigeno dentro del floc mantenia nimeros
altos de organismos viables en el sistema (Chapman et al., 1976), aunque se sabe que
los micro-nichos andxicos pueden albergar parte de la diversidad en lodos activados (De
Beer et al., 1998). Otro trabajo relaciond la operacion a bajo y a alto oxigeno disuelto
con la estructura bioldgica y fisicoquimica de la comunidad microbiana en reactores
tipo MBR. Sus resultados exhibieron claras diferencias en cuanto a la composicién de
géneros bacterianos dominantes, ya sea en la fraccion liquida como en la fraccion
adherida, y también en cuanto a la produccion y composicion de exopolisacaridos (EPS)
(Yoon Kim et al., 2006). Del ensayo de pirosecuenciacion de amplicones de ARNr 16S
llevada a cabo en esta tesis no se logro diferenciar el efecto del oxigeno disuelto del
originado por la composicion del efluente. Sin embargo, la complementacion brindada
por la secuenciacion al azar expuso el potencial fenotipico diferencial asociado a
sustratos particulares. Para probar que los altos valores de oxigeno disuelto afectan a la
comunidad microbiana sera necesario contar o con un mayor nimero de PTEs, o bien
con un ensayo especialmente disefiado. El proceso de aireacion en un sistema de lodos
activados representa el costo energético mas alto, por lo que es importante mantener el
OD dentro del rango 6ptimo, de entre 2 y 3 mg/l, a menos que se compruebe una
utilidad en operar por ciertos lapsos de tiempo a altas concentraciones de oxigeno
disuelto, por ejemplo, para limitar el crecimiento de microrganismos perjudiciales

(Rossetti et al., 1994).

En cuanto al pH, no hay duda de que es un factor selectivo categdrico, hecho facilmente
reconocible en ambientes con pH extremos, donde solamente prosperan poblaciones
adaptadas (Macalady et al., 2004; Sorokin, 2005). Asimismo, su efecto en comunidades
microbianas del suelo es ampliamente aceptado (Nicol et al., 2008; Rousk et al., 2010),
y hasta fue propuesto como un parametro con capacidad de predecir la estructura de las
comunidades bacterianas en suelo a escala continental (Lauber et al., 2009). En sistemas
de tratamiento de efluentes es una variable que se controla de forma obligada, siendo 6-
9 el rango adecuado para procesos bioldgicos. Los plantas municipales trabajan con un
licor mezcla de valores cercanos a 7, mientras que los efluentes industriales pueden
presentar valores mas dispares, por lo que se les aplica, en caso necesario,
pretratamientos neutralizantes. Segiin unos pocos reportes, la variacién dentro del rango

funcional 6-9 puede ser causa de cambios en la comunidad microbiana de los lodos
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activados (Chua et al., 2003; Zhang et al., 2005). Por otro lado, estudios en otros
ambientes revelaron diferentes mecanismos de adaptacion, entre los que se hallan un
elevado nimero de transportadores para retener protones, alta produccion de acidos, y
superficies celulares especiales (Padan et al., 2005; Krulwich et al., 2009). El pH de la
PTE de la tintoreria textil supera en condiciones normales al resto de las plantas
analizadas, con valores cercanos a 8,5. Sin llegar a representar una comunidad de
extremofilos, el perfil taxonomico particular y la consistente deteccion de lecturas
asignadas a detoxificadores de cationes de multiples subunidades podria estar
relacionada al pH caracteristico y a una alta salinidad (multi-subunit cation antiporter;
datos no presentados). Seria interesante verificar si existe una relacion entre dichas
lecturas y los grupos taxondémicos poco frecuentes en lodos activados, como los
diferentes miembros del superfilo PVC, asi como también estudiar la presencia y el
funcionamiento de enzimas catabolicas adaptadas a un pH alcalino (van den Burg,

2003).

Los sistemas analizados en este trabajo no presentaron temperaturas particularmente
altas, y es posible que por ello que no se hallara una asociacion de este parametro con la
distribucion taxonomica o el potencial fenotipico de las comunidades de lodos
activados. No obstante, la temperatura es considerada otra variable relevante para los
sistemas microbianos en general, mas alld de que las plantas de lodos activados
funcionan de manera robusta en un rango relativamente amplio. En PTEs municipales el
efecto de la temperatura tiene menor impacto, ya que la variacion de la temperatura es
gradual y de baja amplitud, y estd vinculada a las estaciones del afio, mientras que las
PTEs industriales pueden llegar a tratar efluentes de altas temperaturas, al punto tal de
requerir torres de enfriamiento previo al tratamiento biologico (Ng y Tjan, 2006). Wells
y colaboradores encontraron que la temperatura presentaba una correlacion con la
estructura de la comunidad bacteriana a lo largo de un afio. Sin embargo, la
temporalidad asociada a la variacién de la temperatura durante los doce meses surgia

como un factor de confusion (Wells et al., 2011).

Tampoco se halld una asociacion entre los perfiles de las comunidades bacterianas y el
tiempo de retencion de sélidos (TRS), un pardmetro central del disefio y en la operacion.
La experiencia en tratamiento de efluentes muestra que la estabilidad funcional aumenta

con un incremento en el SRT (Curtis et al., 2003), lo que no condice necesariamente con
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un aumento de la diversidad bacteriana (Hallin et al., 2005; Saikaly et al., 2005), para la
cual la disparidad de resultados hace suponer que la intervencion de procesos ecoldgicos

estocasitcos pueda estar enmascarando su influencia (Akarsubasi et al., 2009).

En ultimo lugar, se observd que la distribucion de las PTEs en los anélisis de
ordenamiento podria ser compatible con un gradiente de biodegradabilidad de la
fraccién organica contenida en el agua residual entrante. Lamentablemente, no se
contaba con este tipo de datos para el periodo cercano al muestreo. Sin embargo,
utilizando datos puntuales del cociente DBO/DQO como un estimador de la
biodegradabilidad, se puede apreciar un perfil creciente desde el efluente de la tintoreria
textil y de la sintesis de polimeros acrilicos hacia los componentes del agua residual de

la ultrafiltracion de suero lacteo.

Implicancias en la operacion

Los hallazgos de este trabajo podrian tener implicancias en el disefio y la operacion de
sistemas de lodos activados industriales. En primer lugar, existen modelos
mecanicisticos para representar los procesos bioldgicos que ocurren en reactores
biologicos, como el ASM1 o ASM3, que son criticos para el disefio y la evaluacion del
proceso de lodos activados (Hauduc etal., 2013). Para que su aplicaciéon en la
optimizaciéon del proceso sea exitosa, la calibracion de los modelos requiere
determinaciones experimentales en relacion a la estequiometria y la cinética del
proceso, obtenidas de la PTEs a gran escala en estudio (Sin etal., 2005). En este
sentido, se utiliza comunmente la respirometria para la caracterizacion experimental del
agua residual asi como de la biomasa heterotrofica activa, un componente significativo
del modelo (Hauduc etal., 2013). Para el disefio de nuevas plantas se utilizan
tipicamente parametros ya establecidos para casos municipales (Insel et al., 2012). A la
hora de utilizar los modelos ASM para el tratamiento bioldgico de desechos industriales,
los ingenieros responsables del disefio suelen estar al tanto de la diferencias en la
composicion quimica entre efluentes industriales y cloacales, especialmente por la
mayor incidencia de inhibidores presentes en los primeros (Boursier etal., 2004;
Stricker y Racault, 2005; Ubay Cokgor et al., 2009). Sin embargo, no sucede lo mismo

con las diferencias en la composicion de poblaciones heterotroficas que crecen
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aerobicamente y son responsables de la remocién de la DBO tanto en plantas de
tratamiento de efluentes municipales como de industriales. En base a la presente tesis, se
sugiere que los perfiles particulares de la composicion microbiana de la biomasa de
lodos activados municipales e industriales podrian verse reflejados en variaciones en la

cinética de consumo de sustrato y de formacion de productos de almacenamiento.

En segundo lugar, el hecho de que el efluente sea un determinante clave en la definicién
de la estructura de la comunidad de lodos activados, podria abrir la posibilidad de
utilizar diferentes efluentes como herramientas moduladoras ante los desajustes que
puedan ocurrir por la accién de grupos bacterianos presentes en las plantas de
tratamiento (Nielsen etal., 2009). El cambio en la estructura de la comunidad
microbiana ante variaciones en los sustratos degradables ya se comprobd en otros
sistemas (Turnbaugh et al., 2008; Hazen et al., 2010), pero atn no fue practicada de
forma activa en lodos activados. A pesar del desempefio estable que caracteriza al
sistema, el mismo no deja de estar fundamentado en la acciéon de una compleja
comunidad bioldgica, lo que puede ser causante de fallas y de un mal funcionamiento.
El excesivo crecimiento de bacterias filamentosas, por ejemplo, puede ser causante del
efecto de abultamiento del lodo, mas conocido por su término anglosajon bulking. El
bulking filamentoso disminuye la compactacion y sedimentacion del barro, y el
resultado es la descarga de solidos en el efluente tratado (Martins et al., 2004). Otros
inconvenientes pueden estar dados por espumas biologicas de dificil disgregacion que
cubren el reactor biologico (Pujol et al., 1991), o por el crecimiento bacteriano disperso
en vez del crecimiento agregado, lo que se manifiesta en un efluente turbio y por ende
de baja calidad (Ng y Tjan, 2006). Actualmente existen numerosos parques industriales
en Argentina, los cuales cuentan con diversas actividades industriales representadas. Sus
efluentes crudos son tratados por separado, a veces enfrentdndose a problemas de
operacion vinculados a la interaccion del sistema bioldgico con las variables
ambientales del proceso. Los parques industriales podrian ser escenarios propicios para
poner a prueba esta hipdtesis, unificando la red de efluentes de forma controlada, de
manera tal que sea factible realizar perturbaciones (de menor o mayor intensidad) en
comunidades microbianas que se hayan desplazado a estados que no permitan un

depuracion efectiva.

En tercer y ultimo lugar, este trabajo se puede ubicar dentro de los limites de un clasico
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debate sobre la relacion entre diversidad, estabilidad y funciéon (McCann, 2000), vigente
desde hace décadas en ecologia de plantas y animales y, recientemente, de
microorganismos. Estos ultimos se han incorporado especialmente en relacion a los
procesos de biotecnologia ambiental, como el tratamiento de efluentes o la generacion
de biogas. Sin embargo, el conocimiento sobre esta relacion en sistemas de
comunidades microbianas complejas aun es incipiente (Wagner y Loy, 2002). El trabajo
mas categorico en este sentido, realizado sobre comunidades microbianas de digestores
anaerdbicos que trataban efluentes de cerveceria (Werner et al., 2011), mostré que un
aumento de la diversidad alfa (en particular, la equitatividad) se asociaba a una mayor
actividad metanogénica, mientras que el incremento de la diversidad beta (aqui,
variacion temporal) presentaba una correlacion con una mayor tasa de remocion de
materia orgdnica. Favoreceria el desempefio del tratamiento promover altos valores de
diversidad en este tipo de sistemas si se encontraran asociaciones similares o analogas.
En esta tesis se sugirié que la diversidad de compuestos quimicos presentes en efluentes
municipales seria el factor subyacente a los mayores valores de riqueza taxondmica y
funcional detectados en los correspondientes lodos activados respecto a los sistemas
industriales. Por lo tanto, es posible especular que la unificacion de efluentes crudos en
parques industriales — incluida su fraccion cloacal — en un solo efluente de mayor
complejidad quimica y biologica, seria favorable. Se necesitaria una unica planta de
tratamiento, posiblemente reduciendo costos de infraestructura y personal, en donde
posiblemente se promoveria el ensamblado de una comunidad microbiana mas diversa,

robusta y funcional.
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Comentarios finales

En conclusion, en esta tesis se muestra que el efluente entrante es un factor decisivo en
el delineamiento de la conformacion comunitaria/metagendémica en lodos activados.
Estos hallazgos son particularmente interesantes, dado que las plantas de tratamiento de
efluentes estudiadas variaban en configuraciéon y operacion, y que los datos
metagendmicos que se incluyeron fueron obtenidos en laboratorios distintos y
secuenciados bajo condiciones similares pero no idénticas. Este trabajo resalta la
sensibilidad de la secuenciacion metagendomica comparativa para alcanzar un alto grado
de discriminacion de consorcios microbianos complejos de funciones relacionadas en
procesos de biotecnologia ambiental. Ahora bien, a futuro, es importante persistir en el
aislamiento en cultivo (Zengler et al., 2002), en el ensamblado de genomas a partir de
datos metagendémicos (Albertsen etal., 2013), asi como en la vinculacién de
organismos, genes y funciones (Wagner et al., 2006), para luego ‘“organizar, analizar,
comprender y utilizar los datos con propoésitos predictivos, de disefio y de operacion”
(de los Reyes III et al., 2015). De esta forma, es posible que en el corto a mediano plazo
se alcance un mayor grado de comprension acerca de la relacion entre estructura y
funcion, y una explotacion mas eficiente y racional de multiples procesos

biotecnoldgicos.
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ANALISIS DEL SESGO POR AMPLIFICACION DIFERENCIAL

Materiales y Métodos

En base a la existencia de distintas zonas conservadas dentro del gen ARNr 16S, es posible optar
por diferentes amplicones aptos para secuenciacion paralela masiva, tipicamente de entre 100 y 500
pb. El inconveniente radica en que los cebadores “universales” correspondientes varian en la
eficiencia de apareamiento con el ADN molde y posterior amplificacion, dadas la variaciones que
pueden presentar las zonas conservadas a lo largo del espectro filogenético bacteriano. De esta
forma, cada par de cebadores universales presenta una tendencia a favorecer la representacion de
grupos taxondémicos particulares (von Wintzingerode et al., 1997; Hong et al., 2009; Pinto y Raskin,

2012).

A modo de puesta a punto y con el objetivo de evaluar dos de los pares de cebadores utilizados con
mayor frecuencia en censos bacterianos masivos para la estimacion de medidas de diversidad y la
asignacion taxonémica de comunidades bacterianas de lodos activados, se estudid al conjunto de
poblaciones bacterianas en una planta de tratamiento municipal (12 muestras mensuales) a partir de
dos segmentos del gen ARNr 16S. El primero se extendio desde la region variable V1 hasta la
region V3 y fue amplificado con los cebadores F27 (5'-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y R518
(5'-WTTACCGCGGCTGCTGG-3"). El segundo incluyé solamente la region variable V4 y fue
amplificado por los cebadores F563 (5'-AYTGGGYDTAAAGNG-3") y R907 (5'-
CCGTCAATTCMTTTRAGT-3"). Con las réplicas técnicas, se analizd un total de 48 muestras. La
construccion de las bibliotecas y la pirosecuenciacion fueron llevadas a cabo por el Microbiome
Core Facility (North Carolina, EE.UU.), donde se generaron mas de 250 mil lecturas de calidad
para cada region amplificada (NCBI-SRA: SRP035875).

El procesamiento de las lecturas fue realizado de igual manera que para el conjunto de muestras de
diferentes plantas de tratamiento de la primera parte. Como andlisis estadistico multivariado, se
optdé por el escalamiento multidimensional no métrico (NMDS, del inglés, Non-metric
Multidimensional Scaling) en base a la distancia Bray-Curtis a nivel de género bacteriano. El
NDMS es una técnica ampliamente utilizada en ecologia para detectar gradientes en comunidades

bioldgicas.

107



Apéndice
Resultados

En el andlisis de las lecturas obtenidas se detectd un sesgo asociado a la region amplificada. Ya a
nivel de filo fue posible observar qué grupos eran los mas afectados. Dentro del conjunto de
secuencias correspondientes a los cebadores de la region VI1-V3, las lecturas asignadas a
Actinobacteria y Bacteroidetes presentaron mayor abundancia relativa respecto a los mismos
grupos determinados utilizando la region V4, mientras que los cebadores de esta ultima
favorecieron abundancias relativas mayores para los filos Acidobacteria, Firmicutes y

Proteobacteria (Fig. Al).
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Figura_A 1: Distribucion de los filos bacterianos y las clases de Proteobacteria segtin la region del
ARNTr 16S amplificada. Los datos para cada region corresponden al promedio de 12 muestras mensuales.
Las secuencias fueron clasificadas contra la base de datos RDP. Los filos con abundancias promedio
menores a 1% fueron agrupados en 'Otros filos' (Spirochaetes, Armatimonadetes, Epsilonproteobacteria,
SR1, Deinococcus-Thermus, Synergistetes, Fusobacteria, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, TM7 y
Planctomycetes).

Respecto a las secuencias bacterianas no clasificadas, la proporcion fue mayor en el conjunto de
datos V4. Sin embargo, los datos V1-V3 se caracterizaron por una mayor riqueza de secuencias
raras (es decir, de baja abundancia, ya sean clasificadas o no clasificadas), lo cual generd valores
superiores de diversidad alfa y beta. En un ordenamiento de tipo Non-metric Multidimensional
Scaling (NMDS) en funcion de la distancia Bray-Curtis entre muestras en base a la tabla de valores
de abundancias de géneros bacterianos, las muestras se agruparon segun la zona amplificada del

ARNr 168 (Fig. A2).
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Figura_A 2: Analisis NMDS sobre matriz de disimilitud Bray-Curtis en base a géneros. Los simbolos
representan a cada una de las muestras: region V1-V3 (tridngulos) y a la region V4 (circulos). Los numeros
representan los meses. Las réplicas técnicas poseen el mismo simbolo y rétulo, pero diferente color (blanco o
gris). Valor de stress=0,13.

Discusion

La seleccion de una region del gen de ARNr 16S para un andlisis metagenomico basado en una
amplificacion por PCR conlleva un sesgo en la estimacion de la diversidad (Sipos et al., 2007; Cai
et al., 2013; Peiffer et al., 2013). No obstante, en la mayoria de los estudios, la comparaciéon es
valida por el hecho de que todas las muestras estan sometidas al mismo sesgo. Aqui se determino
que el conjunto V1-V3 presentaba una mayor riqueza, lo que se podria explicar por los extremos no
tan conservados de los cebadores de la region V4 (Vasileiadis et al., 2012). Sin embargo, las
matrices V1-V3 y V4, que describian la disimilitud entre todos los pares de muestras en cada serie

de tiempo, presentaron un alto valor de correlacion (datos no presentados).

Debido a la diferencia en la eficiencia de amplificacion que existe entre regiones, se detectaron
distorsiones en los valores de abundancia relativa tanto de especies frecuentes como de especies
minoritarias. Por otro lado, los procedimientos de asignacion taxondmica también pueden afectar
los resultados de los andlisis de estructuras de comunidades hechos a partir de censos moleculares.
En conjunto, estos factores son responsables de la separacion de los datos de acuerdo a la region
amplificada y no a la identidad de muestra. Este hecho debe ser tenido en cuenta a la hora de
caracterizar cuantitativamente a las diferentes poblaciones de una comunidad microbiana,

especialmente si se realiza un monitoreo de grupos criticos para un proceso biotecnolédgico.
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ELECTROFORESIS EN GEL CON GRADIENTE DESNATURALIZANTE
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Figura_A 3: Analisis preliminar por PCR-DGGE de la comunidad
bacteriana en diferentes muestras de lodos activados. El ensayo se
realiz6 en base a la amplificacion de un fragmento del gen ARNr
168, delimitado por los cebadores 341GCfy Eub518r. Se incluyen
muestras que no fueron analizados ni por pirosecuenciacion ni por
secuenciacion al azar.
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Figura_A 4: Analisis preliminar por PCR-DGGE de la comunidad
bacteriana en diferentes muestras de lodos activados. El ensayo se realizo
en base a la amplificacion de un fragmento del gen ARNr 16S, delimitado
por los cebadores 341GCfy Eub518r. Se incluyen muestras que no fueron

analizados ni por pirosecuenciacion ni por secuenciacion al azar.
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PIROSECUENCIACION DE AMPLICONES

Calidad de datos
Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura_A 5: Distribucion del largo de secuencia para un subconjunto de
lecturas provenientes de la pirosecuenciacion de amplicones del gen de
ARNTr 16S.
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Figura_A 6: Distribucion del puntaje de calidad (Phred) por secuencia para
un subconjunto de lecturas provenientes de la pirosecuenciacion de
amplicones del gen de ARNr 16S
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Figura_A 7: Puntajes de calidad a lo largo de las bases incorporadas en un
subconjunto de lecturas provenientes de la pirosecuenciacion de
amplicones del gen de ARNr 16S
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Apéndice

Tabla_A 1: Valores de abundancias relativas (%) de filos bacterianos basadas en la pirosecuenciacion de amplicones
derivados del gen de ARNr 16S, con los conjuntos de secuencias submuestreados. Los grupos con tan so6lo 1
representante (singletons) fueron excluidos.

PTCb- |PTCb- |[PTCa- (PTCa- SWGa- |SWGa-

Filo TXT-08 | TXT-11 |08 09 09 1 PHA-5/11 |PHA-7/11 |08 09 PF2-11 |PF1-08 |WHY-10 |WHY-11
OD1 0,560/ 0,340, 0,000/ 0,020, 0,320, 0,000 0,020 0,020/ 0,380 0,320/ 0,060, 0,100 0,000/ 0,000
Actinobacteria 0,160/ 0,500, 0,360/ 0,381 0,100, 0,673 0,260 2,260/ 9,042| 0,440, 1,580, 0,300 3,121| 24,380
T™7 0,080/ 2,740/ 0,020/ 0,080/ 0,000/ 0,042 1,500 10,360 0,640, 0,140/ 2,740| 0,000 12,863| 6,300
Spirochaetes 0,120/ 0,000 0,000 0,000, 0,000y 0,021 0,140 0,140/ 0,600/ 0,580| 0,000/ 0,280 0,000{ 0,000
Bacteroidetes 13,563| 15,240 2,221 1,604 45,400 15,106 33,107 24,600| 14,883| 25,520| 51,700| 18,024| 51,370 44,320
Proteobacteria 21,044| 21,120| 81,773| 35,418| 38,980| 54,892 57,391 53,260| 46,629 45,100| 34,900| 45,649 22,645 16,820
Armatimonadetes 0,040/ 0,740, 0,020/ 0,060 0,000, 0,105 0,000 0,000| 0,240/ 0,160, 0,020, 0,040 0,000/ 0,040
Nitrospira 0,000/ 0,100 0,000/ 0,120/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000f 2,060/ 3,420| 0,000/ 0,160 0,040/ 0,000
Gemmatimonadetes | 0,200/ 0,000 0,060 0,000 0,820/ 0,189 0,020 0,040/ 0,260/ 0,020 0,020, 2,721 0,000/ 0,360
Chlorobi 0,000/ 0,000, 1,301 1,303] 1,380 1,999 0,000 0,040/ 0,100/ 0,220| 0,020, 0,000 0,120/ 0,040
Acidobacteria 2,521| 10,140| 10,244| 56,324/ 0,080, 0,694 0,180 0,500| 1,060/ 0,760, 0,180, 0,960 0,340/ 0,620
Firmicutes 0,140/ 0,080 0,160/ 0,441| 4,760, 1,788 0,280 0,540/ 0,260/ 0,580 0,420, 0,320 0,060/ 0,020
Deinococcus-

Thermus 0,020/ 0,000 1,040/ 0,020/ 0,000, 0,000 0,020 0,260/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Verrucomicrobia 1,340| 0,060, 0,180 0,160/ 0,020/ 0,105 0,320 0,320| 1,540/ 2,960, 0,480 0,240 0,060/ 0,560
Planctomycetes 27,265| 39,500 0,360/ 0,461 0,280 0,821 3,041 2,660 10,922| 4,240| 1,360| 23,205 1,200 1,520
Lentisphaerae 1,880/ 2,500, 0,000 0,000 0,040/ 0,000 0,000 0,000/ 0,020/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Chloroflexi 6,601| 0,300 0,920| 2,345 4,360, 3,408 1,740 1,580 4,021 6,040| 3,540/ 0,080 0,440/ 0,140
SR1 0,000/ 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0,160/ 0,220/ 0,120| 0,000, 0,000 0,000{ 0,000
Chlamydiae 0,020/ 3,200/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Unclassified

Bacteria 24,445| 3,440| 1,341 1,243| 3,440| 20,135 1,960 3,260| 7,121| 9,380| 2,980 7,922 7,742| 4,880

Tabla_A 2: Valores de abundancias relativas (%) de clases bacterianas basadas en la pirosecuenciacion de amplicones
derivados del gen de ARNr 168S, con los conjuntos de secuencias submuestreados. Los grupos con tan sélo 1
representante (singletons) fueron excluidos.

PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Clase TXT-08 | TXT-11 08 09 09 1" PHA-5/11 | PHA-7/11 08 09 |PF2-11|PF1-08 WHY-10 | WHY-11
Actinobacteria 0,160/ 0,500, 0,360/ 0,381 0,100, 0,673 0,260 2,260| 9,042| 0,440, 1,580, 0,300 3,121 24,380
Spirochaetes 0,120/ 0,000 0,000 0,000, 0,000/ 0,021 0,140 0,140/ 0,600/ 0,580| 0,000/ 0,280 0,000{ 0,000
Bacteroidetes
incertae sedis 0,080/ 0,320/ 0,320/ 0,000 0,000, 0,000 7,762 0,700/ 0,620/ 0,240| 0,020, 1,980 0,420/ 0,420
Bacteroidia 0,020/ 0,000 0,000 0,020, 0,020, 0,021 0,200 0,180/ 0,160/ 0,400, 0,180, 0,100 0,000/ 0,000
Sphingobacteria 13,243| 12,860 1,240| 1,243| 35,700| 13,739 20,524 20,840| 12,523| 20,780| 42,200, 9,562| 49,550 37,200
Flavobacteria 0,020/ 1,160, 0,360/ 0,241| 0,640, 0,589 0,400 1,480 0,600, 1,380, 5,600 4,201 1,100 4,560
Epsilonproteob. 0,000/ 0,000 0,040 0,000, 0,000/ 0,021 0,260 0,000/ 0,100/ 0,000, 0,000, 0,000 0,000{ 0,000
Deltaproteob. 5941 0,780 1,801| 0,942 0,400 1,788 0,820 0,880/ 5,261| 3,300/ 0,700, 5,201 0,980/ 0,720
Betaproteob. 3,761| 9,180 37,715/ 11,866| 27,840 38,313 35,687 28,640 22,204| 22,420| 12,300| 27,746 0,920/ 5,000
Alphaproteob. 5,541| 10,200| 14,566 16,797| 3,820, 4,713 16,143 20,460 6,641 1,680 9,620, 7,061 8,902| 4,820
Gammaproteob. 2,621| 0,300| 26,751| 5,372| 6,320) 7,742 2,761 1,280 8,582| 14,420| 11,760| 2,721| 10,642 4,560
Armatimonadia 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,080 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Nitrospira 0,000/ 0,100, 0,000/ 0,120/ 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 2,060/ 3,420| 0,000, 0,160 0,040/ 0,000
Gemmatimonadetes | 0,200/ 0,000/ 0,060 0,000 0,820/ 0,189 0,020 0,040/ 0,260/ 0,020 0,020, 2,721 0,000/ 0,360
Chlorobia 0,000| 0,000 0,000/ 0,080 0,060 1,368 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Ignavibacteria 0,000| 0,000, 1,301 1,183| 1,320| 0,610 0,000 0,000/ 0,020/ 0,180 0,000/ 0,000 0,080/ 0,040
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PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Clase TXT-08| TXT-11| 08 09 09 11 |PHA-5/11| PHA-7/11| 08 09 |PF2-11| PF1-08| WHY-10| WHY-11
Acidobacteria Gp4 | 2480| 10,140/ 10,004| 56,204| 0,020] 0000 0,120 0400 0360 0460 0,040/ 0800/ 0,340 0,580
Acidobacteria Gp3 | 0,020| 0,000/ 0,060| 0,120| 0,040| 0021 0000 0040 0280 0,200 0,000/ 0,080 0,000 0,000
Acidobacteria Gp1 | 0,000] 0,000/ 0,080| 0,000/ 0,000/ 0000 0040, 0000 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000
Acidobacteria Gp7 | 0,000] 0,000/ 0,000 0,000, 0,000/ 0063 0000 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Acidobacteria Gp6 | 0,000] 0,000 0,020] 0,000 0020 0610 0000 0060 0260 0,060 0,020 0060 0,000 0,040
Holophagae 0,000] 0,000 0,000] 0,000, 0,000/ 0000 0020 0000 0040 0,020 0,120/ 0,00 0,000 0,000
Acidobacteria Gp17 | 0,000] 0,000/ 0,000 0,000 0,00/ 0000 0000 0000 0060 0,020 0,000 0000 0,000 0,000
Acidobacteria Gp16 | 0,020| 0,000/ 0,080| 0,000, 0,000] 0,00/ 0,000 0000 0,020 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000
Clostridia 0020] 0000 0,140] 0241 4,160] 1452  0,140| 0400 0,180 0400 0,240/ 0,120| 0,000, 0,000
Bacilli 0,000 0080 0020 0,180 0,000 0042 0000/ 0020 0000 0,000 0,000 0040 0,000 0,020
Negativicutes 0,000] 0,00 0,000 0,000 0000 0000 0120 0020 0000 0000 0,000 0140 0,020 0,000
Erysipelotrichia 0,000 0,000 0,000 0,020 0000 0000 0000 0020 0020 0000 0,180 0000 0,000 0,000
Deinococci 0,020] 0000 1,040 0,020 0000 0000 0020 0260 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Spartobacteria 0420| 0,00 0,000] 0,000, 0,000/ 0000 0020 0020 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Opitutae 0,400| 0,000 0,000 0020 0020 0042 0220 0060 0240 0440 0,340/ 0,120| 0,000 0,460
Verrucomicrobiae 0,060| 0,000 0,120] 0,120| 0,00/ 0063 0060 0220 1,180 1,140 0,140 0,120| 0,060 0,080
Subdivision3 0400| 0060 0,060 0,020 0000 0000 0020 0020 0080 1260 0,000 0000 0,000 0,000
Planctomycetacia | 25,105| 39,360 0,140 0401/ 0,280 0,821|  2921| 2480 10,762 4,080 15340/ 6901 1,180 1460
Phycisphaerae 2,120] 0,00 0,200 0,060 0,000 0000 0,120 0160 01160 0,160 0,020| 16,083 0,000 0,020
Lentisphaeria 1,880/ 2,500| 0,000/ 0,000 0,040| 0,000/ 0,000 0,000 0,020 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000
Anaerolineae 0,000/ 0020 0560 1,203 3,880 3,093 0000 0020 2160/ 5740 0,060 0,020/ 0,200 0,000
Thermomicrobia 0,000] 0,080 0,040] 0,020 0,200] 0,168] 0,000/ 0,020 0,000 0,000/ 0,000/ 0,00 0,000 0,040
Caldilineae 0,400] 0040 0300 1,082 0080 0126 0580 0700 1560 0,200 3,440/ 0,060 0,140 0,100
Chioroflexi 5781/ 0,140/ 0020] 0,000/ 0020 0000 1,040, 0820/ 0080 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000
Chlamydiae 0,020] 3200 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0000 0000 0,000

Tabla_A 3: Valores de abundancias relativas (%) de géneros bacterianos basadas en la pirosecuenciacion de amplicones
derivados del gen de ARNr 16S, con los conjuntos de secuencias submuestreados. Los grupos con tan s6lo 1
representante (singletons) fueron excluidos.

PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Género TXT-08 | TXT-11 08 09 09 1" PHA-5/11 | PHA-7/11 08 09 |PF2-11|PF1-08 WHY-10 | WHY-11
OD1 genera incertae
sedis 0,560/ 0,340/ 0,000/ 0,020/ 0,320, 0,000 0,020 0,020/ 0,380 0,320/ 0,060, 0,100 0,000/ 0,000
Aciditerrimonas 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,040/ 0,040/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000
llumatobacter 0,060/ 0,020 0,000/ 0,040, 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 5,761 0,040/ 0,000, 0,120 0,000/ 0,140
Ferrithrix 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,040/ 0,000/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000
lamia 0,000| 0,020| 0,000 0,020/ 0,000/ 0,042 0,020 0,080/ 0,620/ 0,000 0,000/ 0,040 0,000{ 0,000
Conexibacter 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,060/ 0,040| 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Tetrasphaera 0,000/ 0,000 0,000/ 0,100/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000, 1,380, 0,000 0,000{ 0,000
Arthrobacter 0,000/ 0,000 0,060/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Humibacter 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000/ 0,084 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Agrococcus 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,020 0,100/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Microbacterium 0,000/ 0,320/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,020 0,020/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Leucobacter 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,060, 0,358 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,040, 0,020 0,000/ 0,000
Nakamurella 0,000/ 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,100 1,220/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Micropruina 0,000/ 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000| 0,000/ 0,000 1,420 11,260
Microlunatus 0,000/ 0,000 0,040/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,020/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,200 1,520
Propionicimonas 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,040 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,620 1,620
Tessaracoccus 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,860/ 8,140
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PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Género TXT-08| TXT-11| 08 09 09 11 PHA-5/11 | PHA-7/11 08 09 |PF2-11|PF1-08 WHY-10 | WHY-11
Auraticoccus 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000 0,040
Gordonia 0,000/ 0,060, 0,020 0,000/ 0,000{ 0,021 0,020 0,000 0,500 0,000, 0,120/ 0,000/ 0,000, 0,000
Mycobacterium 0,000/ 0,020, 0,000 0,000 0,000/ 0,063 0,000 0,020 0,320 0,000, 0,000/ 0,080 0,000, 0,000
TM7 genera incertae
sedis 0,080/ 2,740, 0,020 0,080 0,000| 0,042 1,500 10,360, 0,640/ 0,140/ 2,740| 0,000 12,863| 6,300
Treponema 0,000/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000{ 0,021 0,000 0,120| 0,020 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000
Turneriella 0,120/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000| 0,000 0,140 0,020/ 0,500 0,560/ 0,000/ 0,280/ 0,000, 0,000
Leptonema 0,000/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,060/ 0,000 0,000, 0,000; 0,000 0,000
Ohtaekwangia 0,080/ 0,320, 0,320 0,000/ 0,000/ 0,000 7,762 0,700 0,620 0,240, 0,020/ 1,980 0,420, 0,420
Alkaliflexus 0,000/ 0,000, 0,000 0,000 0,020/ 0,000 0,000 0,000 0,100 0,200, 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,000
Prevotella 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,040/ 0,000 0,000, 0,000/ 0,020/ 0,000, 0,000
Bacteroides 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,040/ 0,060/ 0,000, 0,000
Paludibacter 0,000/ 0,000, 0,000 0,020 0,000{ 0,000 0,180 0,100| 0,000 0,020, 0,120/ 0,000/ 0,000, 0,000
Aquiflexum 0,020/ 0,100, 0,080 0,000/ 0,000/ 0,000 0,600 0,180 0,020 0,040, 0,000/ 1,880/ 0,000, 0,160
Algoriphagus 0,000/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,060/ 0,000, 0,000, 0,000 0,000
Lewinella 0,000/ 0,020, 0,020 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000| 23,625 1,420
Aureispira 0,000/ 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000, 0,000, 0,140/ 0,000/ 0,000, 0,000
Haliscomenobacter 4,801 8,200/ 0,040, 0,000, 0,120| 6,901 0,860 8,000 5,961| 10,860| 20,860 0,080 22,745/ 11,400
Leadbetterella 0,000/ 0,000/ 0,040 0,000/ 0,060/ 0,000 0,000 0,000/ 0,060 0,020, 0,100/ 0,000/ 0,080 3,800
Meniscus 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,400 0,160/ 0,000 0,020, 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,020
Cytophaga 0,000/ 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,220 0,000| 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,000
Persicitalea 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000| 0,000 0,000, 0,060/ 0,000/ 0,000, 0,820
Dyadobacter 0,420/ 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000] 0,000 0,000
Sporocytophaga 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,020/ 0,000 0,060 0,000 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,020 0,000, 0,000
Spirosoma 0,000/ 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,060 0,000{ 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,000
Runella 0,000/ 0,000, 0,040 0,000/ 0,000/ 0,000 0,320 0,060/ 0,160 0,060, 0,120/ 0,060/ 0,000, 0,000
Sediminibacterium 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,200 3,760/ 0,040 0,080, 0,020/ 0,000/ 0,000, 0,080
Lacibacter 5,361| 0,180/ 0,000 0,000/ 0,140| 0,147 0,000 0,080/ 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000
Filimonas 0,020/ 0,020, 0,020 0,020 0,100| 0,000 0,020 0,260| 2,020 0,580, 0,980/ 0,000/ 0,000, 0,100
Flavihumibacter 0,080/ 0,000/ 0,000 0,000 0,240/ 0,000 0,080 0,000| 0,000 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,000
Flavisolibacter 0,140/ 0,080, 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,140 0,020| 0,000 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,000
Ferruginibacter 0,000/ 0,000, 0,120 0,060/ 0,020/ 0,000 4,261 0,700 0,120 0,100, 0,000/ 0,040/ 0,000, 0,000
Niastella 0,020/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,240 0,060/ 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000
Terrimonas 0,000| 0,000, 0,160 0,040/ 0,040| 0,021 3,981 0,960| 0,220 2,540, 6,880/ 0,060/ 0,080, 0,980
Segetibacter 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,020/ 0,000 0,140, 0,040/ 0,000/ 0,000, 0,000
Flavitalea 0,020/ 0,000, 0,180 0,261| 0,000/ 0,000 0,020 0,000| 0,040 0,000, 0,020/ 0,020/ 0,000, 0,000
Niabella 0,020/ 0,900, 0,000 0,000 0,020| 0,000 0,000 0,060/ 0,000/ 0,000, 5,480/ 0,000 0,000, 0,520
Solitalea 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,040 0,000| 0,020 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,000
Olivibacter 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,140/ 10,300
Pedobacter 0,060/ 0,040, 0,000 0,000 0,020| 0,021 0,000 0,000 0,040 0,000, 0,000/ 0,040/ 0,000, 0,000
Parapedobacter 0,000/ 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000 0,040
Crocinitomix 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,080 0,000, 0,000/ 0,100, 0,000, 0,000
Owenweeksia 0,000/ 0,000/ 0,000 0,040/ 0,000| 0,147 0,000 0,000/ 0,000 0,000, 0,020/ 0,000/ 0,000, 0,000
Wandonia 0,000/ 0,020, 0,060 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000| 0,040/ 0,000, 0,060/ 0,280/ 0,060, 0,000
Flavobacterium 0,000/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,100 0,720| 0,100 0,080, 2,560, 0,540/ 0,280 0,880
Cloacibacterium 0,000/ 0,500/ 0,000 0,120/ 0,000| 0,021 0,060 0,100| 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000
Chryseobacterium 0,000/ 0,000/ 0,040 0,000/ 0,000{ 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000 0,020
Mariniflexile 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,120, 0,000, 0,560 0,600
Sandarakinotalea 0,000/ 0,000, 0,020 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000, 0,120/ 0,020/ 0,000, 0,000
Sulfurospirillum 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,060 0,000{ 0,000 0,000, 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000
Arcobacter 0,000/ 0,000/ 0,040 0,000/ 0,000/ 0,000 0,180 0,000/ 0,100 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000, 0,000
Bdellovibrio 0,040/ 0,000, 0,180 0,862 0,040/ 0,168 0,260 0,200/ 0,100 0,040, 0,060/ 0,260, 0,040, 0,000
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PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Género TXT-08| TXT-11| 08 09 09 11 |PHA-5/11| PHA-7/11| 08 09 |PF2-11| PF1-08| WHY-10| WHY-11
Vampirovibrio 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0080 0000 0100/ 0,040 0,000 0000 0,020 0,000
Peredibacter 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0042 0,000/ 0000 0000 0000 0,000 0000 0,000 0,000
Bacteriovorax 0,000] 0,00 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0020 0000 0,160 0,180 0,040 0,000
Geobacter 0,000 0,000 0,000 0,000 0,100 0000 0,000/ 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Geoalkalibacter 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,040 0000 0,000 0,000
Desulfobulbus 0,000] 0,000 0,000] 0,000, 0,000/ 0000 0000 0020 0000 0,120 0,000 0,000 0,000 0,000
Desulforegula 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,060 0000 0,000 0,000
Hyalangium 0,000] 0,00 0,040] 0,000, 0,00/ 0000 0000/ 0000 0020 0040 0,000/ 0,000 0,000 0,000
Archangium 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0060 0000 0020 0,000 0020 0000 0,000
Byssovorax 0,080| 0,060 0,000 0,000 0000 0042 0040 0000 0100/ 0,120| 0,000 0800 0,160 0,040
Sorangium 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0020 0120 0040 0,120 0,120| 0080 0,020 0,000
Kofleria 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0460 0,100/ 0,000/ 0040 0,000 0,000
Nannocystis 0,060| 0,000 0,000 0,000 0000 0021 0000 0000 0380 0,060 0,000 0380 0,000 0,000
Haliangium 0,000] 0,000 0,000] 0,000, 0,000/ 0000 0000 0000 0020 0,000 0,000 0000 0060 0,000
Nitrosomonas 0,020] 0,000 0000 0281 0280 0000 0000 0000 0180 0,080 0,040 0,140/ 0,020 0,000
Nitrosospira 0,000] 0,000 0020] 0481 0000 0000 0000 0000 0020 0000 0,000 0020 0,000 0,000
Methylibium 0,000 0,000 0,120] 0,020] 0,000/ 0000 0000/ 0000 0000 0000 0,000 0020 0,000 0,000
Leptothrix 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0340 1340/ 01180 3,300 0,020| 0,00 0,000/ 0,000
Tepidimonas 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0240/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000
Piscinibacter 0,000/ 0000 0760 0241 0540 1,178  0,100] 0,040 0040 0,180 0,000| 0,260/ 0,000/ 0,000
Aquabacterium 0,040| 0,000 0020 0040 0020 0189  0,140| 0060 0060 0460 0,040 0040 0,000 0,000
Aquincola 0,000] 0,000 0,000] 0,020 0080 0000 0080 0020 0120/ 0,100/ 0,000/ 0,00 0,000 0,000
Mitsuaria 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0020 0,000 01120/ 0,000 0,000
Rubrivivax 1,820/ 0,000| 0,000/ 0,000] 0,000| 0021 0,360  0,120| 0,200 1,000 0,040 1,980 0,040/ 0,020
Sphaerotilus 0,060| 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0020 0240 0,000 0000 0,000 0,000
Inhella 0,000 0,00 0,000 0,000 0000 0021 0000 0000 0000 0000 0,000 0120/ 0,000 0,000
Thiobacter 0,000 0,00 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0120/ 0420 0,000 0000 0,000 0,000
Xylophilus 0,000] 0020 0020 0,000 0000 0021 0000 0000 0020 0020 0,060 0000 0,000 0,060
Ideoneila 0,020] 0000 0400 0301 0000 0000 0500 0320 0240/ 0,740/ 0,000/ 1,060/ 0,000/ 0,000
Rivibacter 0,000] 0,000 0,000] 0,000, 0,000/ 0000 0000 0000 0040 0,000/ 0,000/ 0,00 0,000 0,000
Cupriavidus 0,000 0,00 0840 0,120 0,000 0000 0,000 0000 0020 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Ralstonia 0,000] 0,000 0,080 0,020 0000/ 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0000 0,000 0,000
Polynucleobacter 0,000] 0,000 0020 0,000 0000 0000 0020 0000 0000 0000 0,000 0040 0,000 0,000
Burkholderia 0,000 0,00 0,000 0,100, 0,000/ 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Chitinimonas 0,000 0,000 0020 0,000 0000 0000 0000 0000 0160 2120| 2,780 0540/ 0,000 0,000
Derxia 0,020] 0060 0080 0080 5260/ 0463 0000 0000 1,100 0,140/ 0,040/ 0,040 0,000 0,000
Parapusillimonas 0,000] 0,00 0,040 0,000/ 0,000/ 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0000 0,000 0,000
Ramlibacter 0,000] 0,000 0,000 0,000, 0,000/ 0000 0,160 0220/ 0240/ 0,040/ 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000
Simplicispira 0,020] 0,000 0320 0,000 0000 0000 0000 0000 1680 0900 2040 0760 0,000 0,240
Brachymonas 0,000] 0,000 0,080 3,668 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 5501 0,000 0,000
Comamonas 0,000] 0,000 0560 0,060 0040 0000 0,060 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Caenimonas 0,020] 0000 0020 0000 0020 0189 0,280 1500 1460 0,260 0,020/ 0,000 0,000 0,000
Pseudorhodoferax | 0,000, 0,000/ 0,020, 0,000 0,000/ 0,000/ 0700 0,160 1,200 0,040| 0,00 0,00] 0,000/ 0,000
Roseateles 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0200 0,000 0,000
Schlegelella 0,000 0000 0020 0020 0020 0147 0000 0020 0000 0,020 0,000 0000 0,000 0,000
Curvibacter 0,000] 0,000 0,000] 0,000, 0000/ 0000 0420 0620 0480 0,340/ 0,020/ 0,000 0,040 0,020
Giesbergeria 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0200 0000 0,000 0000 0,000 0,000
Caldimonas 0,000] 0,000 0,000] 0,000/ 0000/ 0,147| 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,00 0,000 0,000
Ottowia 0,000/ 0000 2141] 1,523] 0000] 0337 0000 0040 3701 0,380 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Diaphorobacter 0,000 3760 10,024 0,361 1,600 1283 0,080 0000 0040 0,000 0,020 0020 0,000 0,000
Acidovorax 0,000] 0080 0200 0,020 0000 0000 0120 0240/ 0220/ 0,100| 0,000 0,180 0,000 0,000
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PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Género TXT-08 | TXT-11 08 09 09 11 PHA-5/11 | PHA-7/11 08 09 |PF2-11|PF1-08 WHY-10 | WHY-11
Hydrogenophaga 0,480/ 1,760, 0,200 0,100, 0,000, 0,021 0,020 1,940/ 0,200| 0,220, 0,160 0,960 0,020| 0,340
Alicycliphilus 0,000/ 0,160, 1,821 0,000, 0,200, 0,021 0,020 0,060/ 0,060/ 0,000 0,020, 0,020 0,000{ 0,000
Pelomonas 0,060/ 0,000 0,040/ 0,000, 0,040/ 0,000 0,220 0,140/ 0,000/ 0,120 0,000, 0,020 0,000{ 0,000
Massilia 0,000| 0,000| 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,080 0,000{ 0,000
Janthinobacterium 0,000| 0,000, 0,080/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000
Undibacterium 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,020 0,000| 0,020 0,000/ 0,000/ 0,160 0,000 0,000
Sulfuricella 0,000| 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,042 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Thiobacillus 0,000| 0,020 2,101 1,363| 8,820 14,980 0,140 0,000| 0,020 0,000/ 0,020/ 0,000 0,000/ 0,000
Methyloversatilis 0,000/ 0,000/ 0,060 0,000 0,320| 0,042 0,900 0,120| 0,000| 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Dechloromonas 0,000/ 0,000, 0,400/ 0,020/ 0,000, 0,000 13,183 1,660 0,220| 0,820) 0,460/ 0,040 0,040/ 0,200
Sterolibacterium 0,000/ 0,000, 0,000 0,020/ 0,960, 0,000 0,000 0,000| 0,000/ 0,040, 0,000 0,000 0,000{ 0,000
Georgfuchsia 0,000| 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,040/ 0,020| 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Ferribacterium 0,000| 0,000, 0,080 0,000 0,000 0,000 0,760 0,240/ 0,000/ 0,040| 0,040, 0,000 0,000| 0,100
Thauera 0,000/ 0,160, 1,561| 0,120/ 0,260, 2,420 0,440 0,140/ 0,260| 0,240, 4,140, 2,721 0,460/ 0,980
Shinella 0,000| 0,120| 0,040 0,621 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Propionivibrio 0,000| 0,000 0,020/ 0,000 0,680 1,052 0,040 0,000| 0,300/ 0,480/ 0,320/ 0,000 0,020/ 0,000
Denitratisoma 0,000/ 0,000/ 0,000( 0,000 0,240/ 0,673 0,000 0,000{ 0,040| 0,020, 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Uliginosibacterium 0,000| 0,000, 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,020/ 0,040/ 0,000/ 0,000/ 0,020 0,000| 0,000
Zoogloea 0,000/ 0,000, 0,860/ 0,000 0,800, 0,063 11,642 9,400/ 0,180 0,100/ 0,140 7,481 0,000| 0,000
Azoarcus 0,000| 0,000 0,060f 0,000 0,000/ 0,063 0,000 0,000{ 0,020/ 0,000 0,000/ 0,060 0,060 1,440
Azonexus 0,000 0,000 0,000f 0,000 0,020 0,000 0,000 0,320 0,020 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000
Azospira 0,000 0,000 0,020| 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,060 0,100| 0,000| 0,000 0,000 | 0,000
Sulfuritalea 0,000, 0,000/ 0,000 0,341 0,000/ 0,000 0,000 0,000| 0,260| 0,800/ 0,000/ 0,020 0,000{ 0,000
Elioraea 0,040/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000| 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Bradyrhizobium 0,000/ 0,000, 1,761 1,463| 0,000| 0,000 0,740 0,180 0,380| 0,040, 0,000/ 0,020 0,060| 0,000
Afipia 0,000| 0,000 0,780 1,503 0,000/ 0,000 0,880 0,040/ 0,040/ 0,020 0,000/ 0,060 0,000{ 0,000
Bosea 0,000/ 0,040, 0,040{ 0,020/ 0,000, 0,000 0,000 0,000| 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000 0,000| 0,080
Nitrobacter 0,020/ 0,000 0,100 0,180, 0,040, 0,021 0,000 0,000{ 0,080 0,000 0,020, 0,000 0,000{ 0,000
Agromonas 0,000| 0,000 0,380 0,481 0,000/ 0,000 0,060 0,020/ 0,080 0,000 0,000/ 0,020 0,000{ 0,000
Oligotropha 0,000/ 0,000/ 0,160 0,401 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,080| 0,000/ 0,020/ 0,000 0,000/ 0,000
Kaistia 0,000/ 0,000/ 0,020 0,000/ 0,000{ 0,000 0,000 0,140| 0,000| 0,000, 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Rhizobium 0,000/ 0,060/ 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,160/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Sinorhizobium 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,040/ 0,000| 0,000/ 0,000/ 0,000 0,020 0,000
Methylocystis 0,000/ 0,000 0,040f 1,323/ 0,000, 0,000 0,200 0,680/ 0,160/ 0,040/ 0,080, 0,000 0,000| 0,000
Pleomorphomonas 0,000/ 0,000 0,000 0,040/ 0,000 0,000 0,020 0,040/ 0,000/ 0,000 0,020, 0,000 0,000{ 0,000
Methylocapsa 0,020/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,020| 0,000/ 0,120 0,000{ 0,000
Methylocella 0,000| 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,080 0,020/ 0,000/ 0,000| 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Camelimonas 0,000/ 0,000/ 0,200 0,060 0,000/ 0,000 0,020 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Beijerinckia 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000| 0,000| 0,000/ 0,200 0,000 0,000{ 0,000
Chelatococcus 0,000| 3,300/ 0,000 0,060 0,000/ 0,042 0,000 0,020| 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Methylovirgula 0,000/ 0,000/ 0,040 0,000/ 0,000{ 0,000 0,000 0,000{ 0,000| 0,000/ 0,000/ 0,020 0,000{ 0,000
Tepidamorphus 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000
Phyllobacterium 0,000/ 0,000, 0,180/ 0,000, 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Mesorhizobium 0,000| 0,000 0,140f 0,200/ 0,000, 0,000 0,000 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Aquamicrobium 0,000| 2,980, 0,020/ 0,060/ 0,080, 0,126 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000
Mycoplana 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,040/ 0,000 0,000 0,000| 0,020 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Ochrobactrum 0,000/ 0,800, 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000| 0,000| 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Bauldia 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,080/ 0,080| 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,020
Vasilyevaea 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,060/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Azorhizobium 0,000/ 0,000 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000 0,080 1,300/ 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Xanthobacter 0,000/ 0,000 0,220/ 0,641 0,000 0,000 0,340 0,880/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
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PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Género TXT-08| TXT-11| 08 09 09 11 |PHA-5/11| PHA-7/11| 08 09 |PF2-11| PF1-08| WHY-10| WHY-11
Prosthecomicrobium | 0,000 0,000/ 0,020, 0,000 0,000/ 0,000/ 0020 0000 0060 0000 0000 0060 0000 0,000
Rhodoplanes 0,000 0020 0,000 0,140/ 0,000 0000 0000/ 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Hyphomicrobium 0,080| 0040 0780 2,766 0,880] 0252  2,180| 0540/ 0240/ 0,020| 0,140/ 0,020/ 0,000 0,020
Blastochloris 0,020] 0020 0220 0,040 0000 0000 0020 0000 0000 0000 0,000 0000 0,000 0,000
Pedomicrobium 0,000 0,00 0,000 0,160, 0,000/ 0000 0,000/ 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Microvirga 0,000] 0,00 0,020] 0,040/ 0,000/ 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Aurantimonas 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0040 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Hyphomonas 0,020| 0,000 0,000] 0,000, 0,00/ 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0560 0,000 0,000
Maricaulis 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0040 0040 0000 0,000 0,000/ 0000 0,000 0,000
Caulobacter 0,000 0,000 0020 0,000 0000 0000 0040 0160 0,120 0,000/ 0,000/ 0,00 0,000, 0,000
Brevundimonas 0,020] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0040 01160 0,000 0,000/ 0,000/ 0,00 0,000 0,200
Phenylobacterium | 0,240| 0,000/ 0,020, 0,060/ 0,000| 0,000/ 0020 0,140 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000
Orientia 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0120/ 0,000 0000 0,000 0,000
Blastomonas 0,020| 0,00 0,000 0,100| 0020] 0,126] 0,040/ 0,000 0000 0,020 0,020 0,020 0,000 0,020
Sphingomonas 0,040| 0360 0320 0,281 0000 0168 0000/ 0,160 0,140/ 0,000| 0,040/ 0,000/ 0,000 0,000
Sphingopyxis 0,660| 0,260 0680 0421 0040 0000  0,140| 0020/ 0,180 0,000/ 0,280 0,060/ 0,000 0,000
Novosphingobium | 0,000 0,020/ 0,060, 0,060/ 0,000/ 0,000/ 0180/ 0,160 0,200 0,00 0620/ 0020] 0,000 0,000
Sphingosinicella 0,000] 0,140/ 0,000/ 0,000 0020 0000 0020 0000 0000 0000 0,040 0020 0,000 0,020
Sphingobium 0,020] 0020 0280 0942 0000 0042 1,340 0,000 0000 0,040 0,000/ 0,00 0,000/ 0,000
Porphyrobacter 0,000 0,020 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,100/ 0000 0,000 0,000
Altererythrobacter | 0,020| 0,020 0,000] 0,000, 0,00/ 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000 0060 0,020 0,000
Dongia 0,020| 0,000 0,020] 0,000/ 0000/ 0000 0060 01140/ 0060 0,000/ 0,000/ 0320/ 0,000/ 0,000
Defluviicoccus 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 11136 0,260 0,00 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Roseomonas 0,180| 0,600/ 0,140| 0,000, 0,080| 0463 0,260 0,120/ 0020/ 0,000/ 0,000/ 0,060 0,000 0,000
Rhodovarius 0,000] 0,000 0040] 0,000 0020 0042 0020 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Tanticharoenia 0,000 0,000 0,040 0,000, 0,000/ 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Rhodobacter 0,080| 0380 0,140] 0,100 1420] 0063 1,160 4,360 0520 0,060 0,080 0260 2,300, 0,300
Haematobacter 0,060| 0,000 0020 0,000 0000 0042 0020 0060 0040 0,000 0,020 0000 0,020 0,020
Thioclava 0,000] 0,00 0,080 0,080 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0020 0,000 0,000
Paracoccus 0,080| 0,040 0,000] 0,000/ 0460] 0021 0000/ 0000 0020 0000 0,180 0,000 3,721 0,040
Gemmobacter 0,080| 0,000 0,000 0,000 0000 0063 0000 0140/ 0260/ 0,000 0,020 0000 0,060 0,340
Catellibacterium 0400| 0,000/ 0,040| 0,000, 0,00/ 0000 0,160| 0640 0,100/ 0,000/ 0,120/ 0,060 0,020 0,000
Litoreibacter 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0000 0,20 0,000
Amaricoccus 0,000 0,000 0020 0,000 0000 0000 0620 0300 0020 0000 0,000 0000 0,300 1,620
Agaricicola 0,000 0,00 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0020 0160 0,000/ 0,000 0,000 0,000
Seohaeicola 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,040 0000 0,000 0,000
Roseicyclus 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0060 0020 0000 0000 0,020 0000 0,000 0,000
Pseudoruegeria 0,000] 0,000 0,000] 0,000, 0,000/ 0000 0060 0480 0,000 0,000 0,000/ 0,00 0,000 0,000
Pseudorhodobacter | 0,000 0,000/ 0,000, 0,000 0,000| 0,000/ 0000 0000 0040 0,00 0,000 0020 0000 0,00
Thiohalobacter 0,000] 0,000 0,000] 0,000, 0,00/ 0000 0000 0000 0000 0040 0,020 0000 0,140 0,080
Umboniibacter 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0120 0000 0000 0,140 0,000/ 0,000 0,000 0,000
Perlucidibaca 0,020] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0020 0020 0360 0,000 0000 0,000 0,000
Acinetobacter 0,000] 0,000 0020 0,000 0000 0000 0440 0260 0000 0,080 0,040 0080 0,000 0,000
Alkanindiges 0,000 0,000 0,000 0,000 0040] 0000 0020 0000 0000 0000 0,020 0000 0,000 0,000
Cellvibrio 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0020 0320 0,000 0020 0,000 0,000
Serpens 0,000] 0,000 0,000] 0,020 0,000/ 0000  0,100| 0,000 0080 0,940 0,220/ 0,220/ 0,000 0,000
Pseudomonas 0,000 0,040 0,000 0,020 0000 0000 0260 0000 0180 0360 2,260 0,120 0,000 0,000
Rhizobacter 0,000] 0000 3241| 1,644 0000 0000 0020 0020 2881 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Azomonas 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,260 0000 0,000 0,000
Azotobacter 0,000 0,000 0,000 0,000 0,100 0000 0000/ 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000
Thioflavicoccus 0,000] 0,000 0,000 0,000 0000 0126 0000 0000 0000 0,000 0,160/ 0,000 0,060 0,000
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PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Género TXT-08 | TXT-11 08 09 09 1" PHA-5/11 | PHA-7/11 08 09 |PF2-11 PF1-08| WHY-10 | WHY-11
Rheinheimera 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,020 0,000{ 0,000/ 0,020| 0,000/ 0,040 0,000/ 0,000
Nitrosococcus 0,000/ 0,000 0,000/ 0,040, 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,020/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Ectothiorhodosinus 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,060/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Thiorhodospira 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,080 0,040/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Hahella 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,120| 1,240, 0,040 0,000/ 0,000
Legionella 0,020/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0,020/ 0,060/ 0,020 0,000/ 0,100 0,020/ 0,040
Aquicella 0,060/ 0,000 0,020/ 0,020/ 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,020/ 0,080, 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Steroidobacter 0,080/ 0,000 0,560/ 0,321| 0,020, 2,714 0,000 0,000{ 0,240/ 0,120| 0,000, 0,040 0,000{ 0,000
Pseudofulvimonas 0,000| 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,020 0,000/ 0,860
Rudaea 0,020/ 0,000, 21,829/ 1,784/ 0,000, 0,000 0,180 0,000/ 0,060/ 0,060/ 0,300, 0,020 0,000/ 0,000
Dokdonella 0,000/ 0,000 0,260/ 0,962 0,000 0,000 0,400 0,280/ 0,020/ 0,000 0,020, 0,500 0,020/ 0,000
Lysobacter 0,000/ 0,000 0,020/ 0,020, 0,000, 0,000 0,000 0,000/ 0,240/ 0,000/ 0,280, 0,220 0,000/ 0,020
Aquimonas 0,400/ 0,000 0,000/ 0,020/ 0,000/ 0,000 0,200 0,020/ 0,300/ 0,400, 0,120, 0,000 0,000/ 0,060
Thermomonas 0,000/ 0,000 0,300 0,261 0,180, 0,021 0,000 0,300/ 0,160/ 0,000| 0,900/ 0,420 0,000{ 0,000
Pseudoxanthomona
s 0,000| 0,000 0,020/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,040| 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Aeromonas 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,240| 0,020, 0,000 0,000/ 0,000
Tolumonas 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,080 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Haliea 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,360/ 2,140| 0,000, 0,020 0,000/ 0,000
Methylocaldum 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,200/ 0,060/ 0,000, 0,000 0,000/ 0,000
Methylosarcina 0,000| 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,040/ 0,000, 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Armatimonadetes
gpbd 0,040/ 0,740, 0,020/ 0,060/ 0,000/ 0,084 0,000 0,000{ 0,240/ 0,080 0,020, 0,020 0,000| 0,040
Armatimonas/Armati
monadetes gp1 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,080 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Nitrospira 0,000/ 0,100/ 0,000/ 0,120/ 0,000, 0,000 0,000 0,000f 2,060/ 3,420/ 0,000, 0,160 0,040/ 0,000
Gemmatimonas 0,200/ 0,000 0,060 0,000 0,820, 0,189 0,020 0,040/ 0,260| 0,020 0,020, 2,721 0,000/ 0,360
Chloroherpeton 0,000/ 0,000 0,000/ 0,080 0,060 1,283 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Ignavibacterium 0,000/ 0,000, 1,301 1,183| 1,320| 0,610 0,000 0,000{ 0,020/ 0,180 0,000/ 0,000 0,080/ 0,040
Gp4 2,480| 10,140| 10,004| 56,204/ 0,020, 0,000 0,120 0,400/ 0,360/ 0,460, 0,040, 0,800 0,340/ 0,580
Gp3 0,000/ 0,000/ 0,060/ 0,120/ 0,020, 0,000 0,000 0,040/ 0,280 0,180 0,000/ 0,040 0,000/ 0,000
Gp1 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,040 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Gp7 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Gp6 0,000/ 0,000 0,020/ 0,000 0,020, 0,610 0,000 0,060/ 0,260/ 0,060/ 0,020, 0,060 0,000/ 0,040
Geothrix 0,000 | 0,000 0,000/ 0,000| 0,000 0,000 0,020 0,000 0,040 0,000| 0,060| 0,000 0,000 0,000
Holophaga 0,000| 0,000 0,000 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000| 0,040| 0,000 0,000 | 0,000
Gp17 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,060/ 0,020 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Gp16 0,020/ 0,000 0,080/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,020/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Fusibacter 0,000/ 0,000 0,000/ 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,040, 0,000 0,000/ 0,000
Acidaminobacter 0,000/ 0,000 0,000 0,020/ 1,100, 0,442 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Anaerovorax 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,080, 0,295 0,000 0,000/ 0,040/ 0,000/ 0,020, 0,000 0,000/ 0,000
Clostridium sensu
stricto 0,000| 0,000 0,020/ 0,060/ 0,000 0,000 0,040 0,020/ 0,000/ 0,020| 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Proteiniclasticum 0,000/ 0,000 0,080 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000 0,060/ 0,000/ 0,020 0,000, 0,000 0,000{ 0,000
Lachnospiracea
incertae sedis 0,000/ 0,000 0,000/ 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000 0,040/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Soehngenia 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 2,900f 0,505 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Oscillibacter 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020/ 0,020/ 0,000/ 0,000/ 0,040 0,000/ 0,000
Clostridium X1 0,000| 0,000 0,020/ 0,020/ 0,000/ 0,000 0,020 0,040/ 0,020/ 0,100/ 0,000, 0,000 0,000{ 0,000
Trichococcus 0,000| 0,000 0,020/ 0,160/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000| 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Pasteuria 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Staphylococcus 0,000| 0,040, 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Veillonella 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,100 0,000/ 0,000
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PTCb- | PTCb- | PTCa- | PTCa- SWGa- | SWGa-

Género TXT-08 | TXT-11 08 09 09 1" PHA-5/11 | PHA-7/11 08 09 |PF2-11 PF1-08| WHY-10 | WHY-11
Succinispira 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,060 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Erysipelothrix 0,000/ 0,000 0,000 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,140, 0,000 0,000/ 0,000
Truepera 0,020/ 0,000 0,860/ 0,020/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Meiothermus 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,260/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Spartobacteria
genera incertae
sedis 0,400/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,020 0,020/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Opitutus 0,060/ 0,000 0,000/ 0,020 0,020, 0,042 0,220 0,060/ 0,180 0,400, 0,340, 0,100 0,000/ 0,400
Alterococcus 0,300/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Luteolibacter 0,040/ 0,000 0,000/ 0,040/ 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,040/ 0,740, 0,000, 0,000 0,000/ 0,000
Verrucomicrobium 0,000| 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,040 0,220/ 0,060/ 0,040| 0,020, 0,060 0,020/ 0,000
Prosthecobacter 0,000| 0,000 0,120{ 0,000, 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,780 0,200/ 0,100, 0,020 0,020/ 0,080
Akkermansia 0,000/ 0,000 0,000/ 0,080/ 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Subdivision3 genera
incertae sedis 0,400/ 0,060/ 0,060/ 0,020/ 0,000, 0,000 0,020 0,020/ 0,080 1,260, 0,000, 0,000 0,000/ 0,000
Planctomyces 1,600 0,820, 0,040 0,120/ 0,040/ 0,126 0,280 0,320/ 1,580 0,320/ 0,080, 2,621 0,520/ 0,040
Schlesneria 0,300/ 0,020 0,020/ 0,000 0,000/ 0,000 0,880 0,540/ 1,760/ 1,080 0,020, 0,440 0,000/ 0,060
Gemmata 2,621| 0,000 0,000 0,020 0,040, 0,000 0,040 0,240/ 3,341| 0,140| 0,020, 0,220 0,000{ 0,000
Rhodopirellula 0,640/ 1,140/ 0,000/ 0,040/ 0,020, 0,000 0,000 0,020| 0,100/ 0,020| 0,000, 0,060 0,500| 0,240
Blastopirellula 0,020/ 0,120| 0,000/ 0,000, 0,000/ 0,000 0,000 0,060/ 0,020 0,160, 0,020, 0,660 0,020/ 0,000
Zavarzinella 0,700/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,060 0,120/ 0,500, 0,280 0,000, 0,100 0,000| 0,000
Isosphaera 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,168 0,000 0,000/ 0,100/ 0,000/ 0,000/ 0,020 0,000/ 0,000
Singulisphaera 0,020/ 0,020 0,020/ 0,040, 0,000/ 0,400 0,000 0,020/ 0,180 0,020 0,000, 0,020 0,040/ 0,000
Phycisphaera 2,120/ 0,000 0,200/ 0,060/ 0,000/ 0,000 0,120 0,160/ 0,160/ 0,160, 0,020/ 16,083 0,000| 0,020
Victivallis 0,780/ 0,780, 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Levilinea 0,000/ 0,000 0,000 0,020 0,380, 0,316 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Leptolinea 0,000| 0,000 0,000{ 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000{ 0,280 0,000 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Anaerolinea 0,000/ 0,000 0,400/ 0,401/ 0,100, 0,337 0,000 0,020/ 0,000/ 0,040/ 0,000, 0,000 0,020/ 0,000
Longilinea 0,000/ 0,000 0,080 0,421 0,440 0,189 0,000 0,000/ 0,180 0,700, 0,020, 0,000 0,080/ 0,000
Bellilinea 0,000/ 0,000 0,020/ 0,100/ 0,800, 0,274 0,000 0,000/ 0,280 1,340/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Sphaerobacter 0,000/ 0,080, 0,040/ 0,020, 0,200, 0,168 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,040
Caldilinea 0,400/ 0,040, 0,300/ 1,082 0,080, 0,126 0,580 0,700/ 1,560, 0,200| 3,440, 0,060 0,140/ 0,100
Herpetosiphon 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000/ 0,040/ 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
Roseiflexus 5,221| 0,020 0,000 0,000 0,020, 0,000 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000
Heliothrix 0,080/ 0,020 0,000 0,000/ 0,000/ 0,000 0,360 0,780/ 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000
SR1 genera incertae
sedis 0,000/ 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,020 0,160/ 0,220/ 0,120| 0,000, 0,000 0,000/ 0,000
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