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Resumen del proyecto
El filo Chloroflexota es uno de los grupos predominantes en sistemas de tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, su

rol permanece desconocido debido a que son difíciles de aislar en cultivo puro. La ventaja de poder aislar estos

microorganismos es que se puede determinar de qué se alimentan. A partir de las 14 especies aisladas, se sabe que

pueden consumir carbohidratos y aminoácidos, y que crecen muy lento. Se presentan en forma de largos filamentos por lo

que podrían tener un rol importante en los reactores ayudando a sedimentar la biomasa dentro del sistema. Sin embargo,

su sobrecrecimiento causa graves problemas operacionales. Las causas que generan este sobrecrecimiento aún no se

conocen debido a que son difíciles de aislar. En este proyecto se reconstruyeron genomas de especies de Chloroflexota en

4 sistemas de tratamiento de aguas industriales y se estudiaron que vías metabólicas estaban activas mediante técnicas

de biología molecular de avanzada. Se obtuvieron 18 genomas de especies nuevas de Chloroflexota capaces de degradar

glucosa, celulosa y aminoácidos. También se observó que tienen propiedades de adhesión por lo que ayudan a formar

agrupaciones de microorganismos en estos sistemas. Pudimos determinar que Chloroflexota tiene un rol principal en la

eliminación de la materia orgánica en sistemas de tratamiento de aguas residuales, y colaboran de forma fundamental en

la formación de flóculos en sistemas aerobios. A partir de este trabajo se generó conocimiento sobre un grupo de

microorganismos no cultivables de gran importancia en sistemas de tratamiento de aguas residuales.
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Antecedentes, problema de investigación, objetivos y justificación.
El filo Chloroflexota abarca un grupo de bacterias filogenética y fisiológicamente diverso principalmente detectado

mediante técnicas de biología molecular, que presentan alta abundancia en diferentes sistemas de tratamiento de aguas

residuales, ya sean reactores metanogénicos (Hug et al. 2013; McIlroy et al. 2016; Sun et al. 2016; Xia et al. 2016; Petriglieri

et al. 2018; Bovio et al. 2019), reactores Anammox (Kindaichi et al. 2012; Cao et al. 2016; Wang et al. 2016) o reactores

aerobios (Björnsson et al. 2002a; Kragelund et al. 2007; Speirs et al. 2009; Yamada and Sekiguchi 2009; Kragelund et al.

2011; Speirs et al. 2011; McIlroy et al. 2017; Speirs et al. 2017; Andersen et al. 2018; Nierychlo et al. 2019b). Según la

clasificación Silva/Midas/GTDB, está constituido por las clases Anaerolineae, Thermoflexia, Chloroflexia, Thermomicrobia

y Dehalococcoidia (Parks et al. 2018). La clase Anaerolineae, que representa más del 90% del filo Chloroflexota en

sistemas de tratamiento, está constituida por los órdenes Caldilineales, Anaerolineales, Ardenticatenales y SJA-15 (Speirs

et al. 2019). A pesar de que son abundantes en sistemas de tratamiento, su ecofisiología básica aún se desconoce debido a

que son bacterias difíciles de aislar. Actualmente en la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) hay

depositadas 24009 secuencias ambientales pertenecientes a Anaerolineae, pero solamente se han aislado 14 especies

distribuidas en 12 géneros (Tabla 1).

Los sistemas de tratamiento biológico de aguas residuales se basan en la descomposición de la materia orgánica por

parte de una comunidad microbiana. Los sistemas aerobios más utilizados (sistemas de lodos activados) constan de una

pileta aireada en la cual crece la biomasa (microorganismos) en forma de flóculos (Figura 1a), mientras que los reactores

anaerobios se basan en la degradación en ausencia de oxígeno y los más utilizados presentan biomasa granular

(reactores tipo UASB) (Figura 1b). En ambos sistemas, el rol de Anaerolineae parecería centrarse en la hidrólisis y

fermentación de la materia orgánica y en la degradación de restos celulares (Nielsen et al. 2009; Petriglieri et al. 2018;

Bovio et al. 2019; Nierychlo et al. 2019b). Se ha sugerido que la predominancia de Anaerolineae podría deberse a su

adhesividad celular, su potencial como degradadores de celulosa y/o por la posible sintrofía con arqueas metanogénicas

en sistemas anaerobios (Sekiguchi et al. 2001a; Yamada et al. 2005; Xia et al. 2016; Bovio et al. 2019). Debido a su

morfología filamentosa, podrían desempeñar un rol fundamental generando el núcleo de formación de flóculos y gránulos

en estos sistemas (Yamada et al. 2005; Yamada and Sekiguchi 2009). Pero, se ha relacionado el aumento en la abundancia

de algunas especies de Anaerolineae con episodios bulking filamentoso (Sekiguchi et al. 2001a; Li et al. 2008; Song et al.

2017; Nierychlo et al. 2019b). El bulking filamentoso es causado por el sobrecrecimiento de bacterias filamentosas que

desestabilizan los flóculos y gránulos, alterando su sedimentación generando graves problemas de operación (Passeggi et

al. 2012). A pesar de los esfuerzos de investigación no se conocen aún las causas que originan el proceso de bulking. En

muchos casos debido a que estos organismos no se han podido cultivar ni conocer sus propiedades metabólicas.

En los últimos años, con el avance de las técnicas metagenómicas se han podido ensamblar nuevos genomas de

Chloroflexota a partir de metagenomas de sistemas de tratamiento de aguas residuales (McIlroy et al. 2016; McIlroy et al.

2017; Andersen et al. 2018). Estos estudios han sugerido la participación de Anaerolineae en la fermentación de azúcares y

en la descomposición de compuestos orgánicos complejos a través de enzimas hidrolíticas asociadas a superficie
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(Kragelund et al. 2007; Kragelund et al. 2011; Petriglieri et al. 2018). Pero aún se desconoce cuáles son las vías metabólicas

que están activas en los diferentes sistemas.

La metatranscriptómica (secuenciación del ARN mensajero) permite conocer los genes que se expresan dentro de un

ecosistema. Hasta el momento hay un solo artículo enfocado en determinar el rol de Anaerolineae mediante esta

aproximación (Xia et al. 2016). Los resultados indicaron que la prevalencia de Anaerolineae en un reactor termófilo podría

explicarse por la alta expresión génica de la proteína de adherencia (Tfp) que favorece la agregación celular (Xia et al.

2016). Debido a la dificultad de aislar estos microrganismos, es fundamental centrar los esfuerzos en ensamblar genomas

y estudiar su expresión génica. Así contribuiremos al conocimiento metabólico y filogenómico sobre un grupo de

microorganismos del que se conoce muy poco.

Aporte al estudio de Chloroflexota en sistemas de tratamiento

Desde el año 2012 nos hemos enfocado al estudio del filo Chloroflexota, inicialmente en sistemas anaerobios de

tratamiento de aguas residuales y posteriormente ampliando el estudio a sistemas aerobios y anammox. En la tesis de

Maestría de Patricia Bovio (POS_NAC_2013_1_11500) se establecieron métodos moleculares específicos para detección y

cuantificación de Chloroflexota como Terminal-restriction-fragment-length-polymorphism (T-RFLP), PCR cuantitativa,

Fluorescence in-situ hybridization (FISH) y secuenciación masiva del gen de ARNr de 16S. Se estudiaron cinco reactores

anaerobios escala real instalados en Uruguay, determinando que Anaerolineae presentaba morfología filamentosa y una

mayor abundancia en reactores con biomasa granular comparado con reactores con biomasa flocular. Las secuencias de

Chloroflexota detectadas formaban clusters en el árbol filogenético sin representantes cultivados (Figura 2), por lo tanto,

podrían ser especies nuevas y no había información sobre su metabolismo. Los resultados de este trabajo fueron

publicados en Journal of Applied Microbiology (Bovio et al. 2019). También enfocamos esfuerzos en el aislamiento de

Chloroflexota a partir de inóculos obtenidos de distintos sistemas de tratamiento aerobios y anaerobios. Se aplicaron

distintas estrategias de cultivo utilizando diversos compuestos como fuente de carbono y energía, pero no se logró

enriquecer los cultivos en Chloroflexota.

En el marco de la tesis de Doctorado de Patricia Bovio se realizó un meta-análisis a partir datos de secuenciación masiva

del gen de ARNr de 16S depositadas en bases de datos de 62 reactores metanogénicos de tratamiento de residuos sólidos y

efluentes líquidos. Se determinó que el género T78 dentro de Anaerolineae y sin representantes cultivados, predominó en

todos los reactores con distintas especies entre los reactores de tratamiento de residuos sólidos y efluentes líquidos

(Figura 3). El articulo correspondiente a este trabajo fue publicado en Frontiers in Microbiology (Bovio-Winkler et al. 2021). 

Con el objetivo de avanzar en la determinación del potencial metabólico de Chloroflexota, ensamblamos 17 genomas de

especies nuevas a partir de metagenomas de un reactor aerobio, un reactor anaerobio y un reactor anammox (Figura 4).

Los genomas obtenidos formaron clusters en el árbol filogenético sin genomas cercanos. A partir del estudio de las vías

metabólicas, logramos determinar que tenían el potencial de fermentar diversos compuestos orgánicos utilizando como

aceptores de electrones compuestos nitrogenados, de azufre o formiato, generando acetato, etanol, lactato o propionato

como productos de fermentación (Bovio-Winkler et al. 2023). La obtención de genomas ensamblados es importante para

contribuir a la diversidad filogenómica y potencial metabólico de bacterias difíciles de cultivar. Sin embargo, nos vemos

limitados en la determinación de las vías metabólicas activas en ciertas condiciones operacionales. En este sentido, es

fundamental la incorporación de la metatranscriptómica para determinar su expresión génica. 

Antecedentes del equipo de trabajo 

Nuestro interés por el estudio del filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas residuales comenzó en el año

2008. Nuestros colegas del laboratorio BioProa de Facultado de Ingeniería (liderado por Liliana Borzacconi) detectaron

pérdida de eficiencia en un reactor metanogénico de una industria procesadora de malta debido al sobre-crecimiento de

bacterias filamentosas. Determinamos mediante la técnica de FISH con sondas específicas para el filo Chloroflexota, que

este grupo era el responsable de la pérdida de densidad de los gránulos y su flotación (Figura 5). Se hipotetizó que su

sobre-crecimiento podría deberse al alto contenido de células en el reactor y con la lisis celular debida a una bajada

abrupta del pH. Los resultados además de buscar soluciones al problema de la industria permitieron publicar un trabajo

en conjunto (Borzacconi et al.  2008). En el año 2012 obtuvimos financiación del Fondo Clemente Estable

(FCE_2_2011_1_7062) para estudiar la diversidad y abundancia de Chloroflexota en reactores metanogénicos escala real

en nuestro país (Maestría de Patricia Bovio POS_NAC_2013_1_11500). Los resultados fueron publicados en Journal of

Applied Microbiology (Bovio et al. 2019). Angela Cabezas realizó una pasantía en el laboratorio de la Dra. Anne Kristin

Kaster, en ese entonces directora del grupo de Single Cell Genomics de DSMZ (Alemania), para secuenciar genomas de

Chloroflexota detectados en un sistema aerobio de una planta vitivinícola de Uruguay mediante Fluorescence-activated cell

sorting (FACS) y Single Cell Genomics. Este trabajo fue aceptado recientemente para su publicación en Frontiers in
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Microbiology (Dam et al. 2020). En la tesis de Doctorado de Patricia Bovio (POS_NAC_2015_1_109786), se realizó un meta-

análisis para determinar abundancia y diversidad de Chloroflexota a partir de datos de secuenciación masiva del gen de

ARNr de 16S de 17 artículos publicados depositados en bases de datos en 62 reactores anaerobios que trataban residuos

sólidos y líquidos. El articulo correspondiente a está siendo enviado para su revisión (Bovio-Winkler et al. 2021). En 2018 el

Fondo Vaz Ferreira (I/FVF2017/135) financió un proyecto liderado por Angela Cabezas para secuenciar metagenomas y

ensamblar genomas de Chloroflexota de un reactor anaerobio y de un reactor aerobio. Al mismo tiempo, Patricia Bovio fue

financiada por la beca de movilidad ANII (MOV_CA_2017_1_138200) para su capacitación en el análisis de metagenomas en

el Instituto de Investigaciones en Ingeniería Genética y Biología Molecular “Dr Héctor N. Torres” (INGEBI-CONICET, Buenos

Aires) bajo la orientación del Dr. Leonardo Erijman y el Dr. Leandro Guerrero. Esto permitió ensamblar y analizar 8

genomas de especies nuevas de Anaerolineae distribuidos en distintas familias. Gracias a la formación de Patricia Bovio

en el análisis de metagenomas, recibimos en 2019 a una estudiante de Doctorado de la Universidad Autónoma de

Barcelona, para formarla en el análisis de metagenomas de reactores anammox generando nuevas colaboraciones. A

partir de estos metagenomas de anammox, ensamblamos 9 genomas de especies nuevas de Anaerolineae que tendrían un

rol fundamental en el loop de nitrógeno con las bacterias anammox. A partir de estos resultados fueron publicados dos

manuscritos (Oyarzúa et al. 2021; Bovio-Winkler et al. 2023). También se dictaron cursos en el periodo de proyecto para la

capacitación en el análisis de datos de secuenciación de amplicones y metagenomas:

• 2022 Genome-centric metagenomics for bioremediation and resource recovery. Curso de posgrado de carácter regional,

con financiamiento UNU-BIOLAC, realizado en el Instituto de Investigaciones en Ingenieri?a Gene?tica y Biologi?a

Molecular “Dr He?ctor N. Torres” (INGEBI-CONICET) in Buenos Aires, Argentina del 31 de octubre al 4 de. 

• 2022 Producción de energía y compuestos con valor agregado mediante procesos microbianos. Curso de posgrado de

carácter regional, con financiamiento UNU-BIOLAC, realizado en Facultad de Química y el IIBCE en Montevideo, Uruguay,

del 14 al 25 de noviembre 

• 2021 Curso Análisis integral de experimentos de fermentación oscura para la producción de hidrógeno. En el marco de la

Red Latinoamericana de Biohidrógeno.

• 2020 Curso práctico de análisis de datos de secuenciación masiva y análisis multivariados. Grupo de “Sistemas de

tratamiento de desechos”, VI Escuela Regional de Microbiología, IIBCE, Montevideo, Uruguay. Responsable del curso

práctico.

OBJETIVOS

Objetivo general 

Conocer el rol organismos no cultivados del filo Chloroflexota en distintos sistemas de tratamiento de aguas residuales

escala real.

Objetivos específicos 

Conocer la abundancia, diversidad y morfología de organismos afiliados a Chloroflexota en sistemas de tratamiento de

aguas residuales de nuestro país.

Obtener genomas de organismos no cultivados a partir de muestras de sistemas de tratamiento de aguas residuales. 

Conocer el potencial metabólico a partir de los genomas ensamblados.

Conocer cuáles son los genes que se expresan en los sistemas de tratamiento de aguas residuales operados en diferentes

condiciones.

Correlacionar la expresión génica con los datos operacionales de los reactores para entender su función.

Conocer el rol de estos microorganismos en la formación de flóculos y gránulos

Determinar si tienen crecimiento lento y porqué. 

El proyecto intentará responder las siguientes preguntas:

¿Qué morfología presentan? 

¿Qué disposición espacial tienen en los gránulos y flóculos?

¿Qué potenciales vías metabólicas tienen los genomas? 

¿Qué vías metabólicas se expresan?

¿Expresan diferentes vías metabólicas en reactores aerobios y anaerobios? 

¿Tienen crecimiento lento, por qué?

¿Cuáles son las ventajas metabólicas o estructurales que favorecen la acumulación de organismos del filo Chloroflexota

en estos sistemas?
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¿Cómo se podría explicar los eventos de bulking?

CONTENIDO TÉCNICO

Hipótesis de Investigación 

De acuerdo con lo expuesto en los antecedentes sabemos que los sistemas de tratamiento de aguas residuales tienen una

alta abundancia de organismos del filo Chloroflexota afiliados a especies no conocidas dentro de la clase Anaerolinea.

Esta alta abundancia sugiere que cumplen un rol importante en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. Debido a

que estos microorganismos son de muy difícil cultivo se conoce poco sobre su metabolismo y su rol en los diferentes

sistemas. La hipótesis es que mediante técnicas de metagenómica y de metatranscriptómica es posible obtener

información que permita entender el rol que tienen estos microorganismos en los sistemas de tratamiento de efluentes. A

partir de los genomas ensamblados a partir de los datos de los metagenomas es posible conocer su potencial metabólico,

y a partir de los datos de metatranscriptomas es posible determinar las vías metabólicas activas en los biorreactores. El

estudio del genoma de estos organismos y de su función en estos sistemas permite llenar los vacíos de conocimiento sobre

un grupo de organismos difíciles de cultivar importantes tanto en sistemas artificiales como en la naturaleza. La

información obtenida ayuda a determinar las condiciones de operación que eviten su sobrecrecimiento y los problemas de

bulking. La información sobre las vías metabólicas presentes y activas en estos microorganismos permite definir

condiciones de cultivo que posibilite su enriquecimiento y aislamiento en el laboratorio. La información sobre genes

involucrados en la formación de biofilms, en conjunto con las observaciones de disposición espacial dentro de flóculos y

gránulos, permite comprender cuál es la función de estos microorganismos en la estructuración de flóculos y gránulos

fundamentales para el buen funcionamiento de los sistemas de tratamiento de aguas residuales. Los resultados de este

proyecto son un aporte fundamental para completar el árbol filogenético de los seres vivos en ramas evolutivas donde no

existen representantes cultivados, así como también aportando información metabólica de un grupo ampliamente

distribuido en sistemas de tratamiento de aguas residuales.

Hipótesis principal 

El conocimiento del potencial metabólico y la expresión génica de organismos no cultivados del filo Chloroflexota permiten

determinar su rol en sistemas biológicos de tratamiento de efluentes. Entender qué participación tienen en la degradación

de la materia orgánica, que factores desencadenan su sobre-crecimiento, que función cumplen en la estructura de

gránulos y flóculos y aportar información para el diseño de estrategias exitosas para su aislamiento.
Metodología/Diseño del estudio
Muestreo de reactores 

Se estudiaron dos reactores aerobios y dos reactores anaerobios escala real que traten distintos tipos de aguas

residuales (contenido variable en proteínas, lípidos, glúcidos, nitrógeno, fósforo, etc). Estos dos tipos de reactores se

diferencian en la presencia/ausencia de oxígeno, y en que los reactores anaerobios presentan biomasa granular mientras

que los aerobios presentan biomasa flocular. El primer reactor anaerobio seleccionado, denominado reactor MO, es un

UASB metanogénico (con biomasa granular) que se encuentra operando desde hace más de 15 años en una industria

procesadora de malta. En este reactor se detectaron previamente problemas de bulking anaerobio (Borzacconi et al.

2008). Hemos estudiado ampliamente la diversidad, abundancia y morfología del filo Chloroflexota en este reactor (Bovio et

al. 2019). Además, mediante ensamblado de genomas a partir del metagenoma detectamos 4 nuevas especies de la clase

Anaerolineae (Bovio-Winkler et al. 2023). El segundo reactor anaerobio seleccionado perteneció a una industria de bebidas

(FNC). El primer reactor aerobio (reactor RH) seleccionado es un reactor de lodos activados (biomasa en forma de

flóculos) escala real que realiza el tratamiento de agua de residuos hospitalarios. Este reactor, ha tenido varios episodios

de bulking filamentoso y fue estudiado previamente en nuestro laboratorio en el marco de una tesis de grado (García,

2019), detectando la presencia de Chloroflexota mediante FISH y secuenciación masiva del gen de ARNr de 16S.

Recientemente, ensamblamos genomas de 4 nuevas especies de Anaerolineae sin representantes cultivados (Bovio-

Winkler et al. 2023). El segundo reactor aerobio pertenece a una industria de grasas y aceites (CO). 

Se tomaron muestras de cada reactor mensualmente durante 6 meses para monitorear la abundancia, diversidad y

morfología de Chloroflexota mediante FISH y secuenciación masiva del gen de ARNr de 16S. Posteriormente se

seleccionaron muestras con alta abundancia relativa de Chloroflexota para la secuenciación de metagenomas y

metatranscriptomas. El hecho de realizar un muestreo a lo largo del tiempo permite seleccionar muestras que tengan una

diferencia significativa en abundancia relativa de Chloroflexota para aplicar el método de cobertura diferencial para el

paso de binning en el ensamblado de genomas (Albertsen et al. 2013). Todas las muestras tomadas se fijaron

inmediatamente para FISH (ver más adelante). A partir de cada muestra tomada, una sub-muestra se almacenó a -20 °C

para extracción de ADN para secuenciación de amplicones de genes del ARNr de 16S y metagenómica. Una segunda sub-

muestra que constó de 3 réplicas biológicas, la cual se colocó en nitrógeno líquido y posteriormente se almacenó a -80°C
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para extracción de ARN y posterior secuenciación del metatranscriptoma. 

Hibridación in situ fluorescente (FISH)

La técnica de hibridación in situ fluorescente se basa en la hibridación de sondas fluorescentes de ADN dirigidas al ARN

ribosomal. Esta técnica permite detectar diferentes grupos de microorganismos diseñando sondas con especificidades

diferentes. En nuestro laboratorio tenemos amplia experiencia en el uso de esta técnica para estudiar la morfología y

disposición del filo Chloroflexota en muestras de reactores con sondas específicas para este grupo. Por otro lado, nos

permite evaluar si los organismos detectados están metabólicamente activos ya que las sondas se unen a los ribosomas

que están presentes en células activas. Las muestras obtenidas se fijaron con paraformaldehído al 4% por 3 horas a 4°C

para mantener la morfología celular. Luego se adhieren a un portaobjeto y se realiza la hibridación con las sondas

CFX1223 (Björnsson et al. 2002b) y GNSB941(Gich et al. 2002) en condiciones establecidas por los autores. Se utilizará DAPI

para teñir todas las células. Se utilixó un microscopio laser confocal (LSM 800, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)

disponible en la plataforma de microscopía confocal del IIBCE. Para cada muestra se realizó un control negativo el cual

carece de las sondas y un control positivo con una cepa perteneciente al filo Chloroflexota (Sphaerobacter thermophilus

DMS20745). 

Secuenciación masiva del gen de ARNr de 16S 

Se seleccionaron muestras donde se detectó la presencia de Chloroflexota de forma abundante mediante FISH. Las

muestras se centrifugaron centrifugadas a 3000 g por 5 minutos para separar la biomasa. El ADN genómico se extrajo a

partir de 0,25 g de biomasa húmeda con el Kit PowerSoil® DNA Isolation (QIAGEN) según las instrucciones del fabricante.

La calidad del ADN se verificó en un gel de agarosa 1 %. Se realizó la secuenciación masiva del gen de ARNr de 16S usando

los primers generales para la región V4: 515F (5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) y 806R (5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3’)

(Caporaso et al. 2012), en el secuenciador Ion Torrent PMG de la plataforma de secuenciación del IIBCE.

Análisis bio-informático de secuencias del gen de ARNr de 16S

Las secuencias crudas provenientes del secuenciador Ion Torrent en formato fastq se importaron en QIIME2 para su

análisis (Figura 7). Se demultiplexaron y se eliminaron secuencias con una calidad menor a 25 usando QIIME cutadapt

demux-single. Se eliminaron quimeras y se generaron las ASV(amplicon sequence variant) para cada muestra con qiime

dada2 denoise-pyro (Callahan et al. 2016). La taxonomía se asignó a cada ASV usando qiime feature-classifier classify-

sklearn contra la base de datos MiDAS 4.8.1 database (Nierychlo et al. 2019a). 

Secuenciación de metagenomas

Para secuenciación de metagenomas se seleccionaron dos muestras por rector con alta proporción de Chloroflexota

según el análisis de secuenciación de amplicones. La secuenciación se realizó en la plataforma Illumina Novaseq 6000

(PE, 2x150) en Novogen corporation (Beijing, China) obteniéndose 6GB por cada metagenoma. 

Análisis bio-informático de metagenomas: ensamblado, binning y anotación de genomas

En la Figura 7 se muestra el esquema general de procesamiento de datos metagenómicos. La calidad de las secuencias

c r u d a s  ( f a s t q )  d e  l o s  m e t a g e n o m a s  s e  a n a l i z ó  c o n  F a s t Q C  ( v 0 . 1 1 . 8 )

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las secuencias se filtraron por calidad (q>25) y se

removieron adaptadores con Trimmomatic (v0.39) (Bolger et al. 2014). Los metagenomas se ensamblaron con MEGAHIT

(v1.1.4-2) (Li et al. 2016). El binning y refinamiento de los genomas se hizo con MetaWRAP. La completitud y contaminación

de los bines se evaluó con CheckM2 (v1.0.13) (Parks et al. 2015).Los genomas se anotaron con la herramienta EnrichM

usando la basede datos KEGG y CAZy. A partir de la anotación buscaron genes vinculados a la formación de biofilms y/o

adhesión celular, y se determinaron potenciales vías metabólicas en cada genoma. Se construyeron arboles filogenómicos

con el programa gtdbtk que se basa en el alineamiento de 120 genes marcadores (Parks et al. 2018). 

Análisis de Metatranscriptómica

Para realizar el estudio de expresión de genes mediante metatranscriptómica se seleccionarán aquellas muestras en las

cuales se logró ensamblar genomas de especies nuevas de organismos del filo Chloroflexota a partir de los metagenomas.

Extracción de ARN y secuenciación

A partir de las muestras de biomasa guardadas a -80oC se extrajo el ARN total utilizando 0,5 g de biomasa húmeda para
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cada una de las tres réplicas obtenidas por cada muestra. Se usó el kit Quick-RNATM MiniPrep Plus Kit (DNA-free) según

las instrucciones del proveedor. La concentración del ARN total se midió utilizando el fluorómetro Qubit de acuerdo a las

especificaciones del proveedor. La depleción del ARN rbosomal se realizó en la plataforma de secuenciación. El ARN

mensajero de las muestras de los cuatro reactores fue secuenciado en la plataforma Illumina Novaseq 6000 (PE, 2x150) en

Novogen corporation (Beijing, China) con una profundidad de 96 GB de secuencias para cada transcriptoma.

Análisis bio-informático de los datos de metatranscriptomas: expresión de genes

El preprocesamiento y control de calidad de los metatranscriptomas se realizó de igual forma que para los metagenomas

(Figura 7). Las secuencias de los metatranscriptomas se mapearon contra cada genoma de Chloroflexota mediante

Bowtie2. Se calcularon las secuencias mapeadas contra cada gen de los genomas mediante featurecounts, las cuales

fueron normalizadas de acuerdo a 10 genes housekeeping. 
Resultados, análisis y discusión
Morfología y distribución de organismos del filo Chloroflexota en lodos activados y reactores metanogénicos mediante la

técnica de FISH

En primer lugar, se aplicó la técnica de FISH para determinar la morfología del filo Chloroflexota. Con esta técnica

además es posible determinar si estos microorganismos están activos ya que la hibridación de las sondas de ADN es

sobre el ARN ribosomal. Por lo tanto, serán detectados organismos del filo Chloroflexota que estén activos. Que estos

microorganismos estén metabólicamente activos es de especial importancia para que sean detectados mediante la

metatranscriptómica. Los resultados mostraron diferentes morfologías de Chloroflexota en todos los reactores

estudiados. 

En el reactor de lodos activados de CO se observó gran abundancia del filo Chloroflexota (Figura 8). Presentó filamentos

largos, finos y enredados, posicionados dentro de los flóculos (flechas amarillas). Esto es de especial importancia ya que

este grupo detectado de Chloroflexota no estaría dando la posibilidad de generar puentes interfloculares y ser potencial

agente causante de bulking. 

Por otro lado, se observaron otros filamentos que presentaron morfología filamentosa distinta a los filamentos que

hibridaron con la sonda (flechas rojas) (Figura 8). Estas bacterias filamentosas pertenecerían a otro grupo filogenético.

Estos microorganismos estuvieron en su mayoría distribuidos formando puentes interfloculares, aunque en muy baja

abundancia. 

En el reactor de lodos activados de RH, el filo Chloroflexota presentó distintas morfologías (flechas amarillas): filamentos

finos, gruesos, más cortos que en el reactor de CO, y se observaron septos más marcados (Figura 9). Los filamentos no

fueron muy abundantes, y estuvieron en su mayoría dentro de los flóculos. También se detectaron filamentos que no

hibridaron con la sonda y en su mayoría estuvieron fuera de los flóculos, pero en baja abundancia (flechas rojas).

Se observó que la muestra RH7 fue la que presentó mayor cantidad de filamentos.

El reactor metanogénico MO, fue el que presentó mayor abundancia de filamentos que hibridaron con la sonda (flechas

amarillas) (Figura 10).

Los filamentos fueron finos, largos y enredados de forma similar a los encontrados en CO. También se detectaron otros

microorganismos filamentosos que no hibridaron con la sonda (flechas rojas).

Finalmente, la técnica de FISH aplicada a muestras del reactor FNC mostro filamentos de Chloroflexota finos muy cortos y

también filamentos largos.

Diversidad mediante secuenciación del gen de ARNr 16S

Se secuenciaron muestras de 4 reactores de tratamiento de aguas residuales industriales: dos reactores aerobios de

lodos activados escala real (RH y CO) y dos reactores metanogénicos escala real (MO y FNC). Las muestras fueron

tomadas una vez al mes durante 6 meses. 

El filo Chloroflexota fue uno de los grupos centrales en todos los reactores, presentando una mayor abundancia en el

reactor aerobio que trataba residuos hospitalarios (RH) seguido por el reactor metanogénico de aguas residuales

provenientes de una industria de bebidas (Figura 12).

Dentro del filo Chloroflexota, predominó la clase Anaerolineae superando una abundancia relativa de 43.8% en todas las

muestras, y alcanzando hasta el 100% de la comunidad de Chloroflexota (Figura 13).

A partir de estos resultados se seleccionaron 2 muestras por reactor con mayor abundancia de Chloroflexota para la

secuenciación de metagenomas para realizar el co-ensamblado, y una muestra con el mayor porcentaje para

metatranscriptómica (en triplicado).
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Genomas ensamblados a partir de metagenomas 

Las muestras seleccionadas para la secuenciación de metagenomas fueron: CO5, CO6, RH10, RH11, FNC4, FNC5, MO5 y

MO6. 

El ensamblado de los metagenomas, binning y refinamiento de genomas resultó en un total de 18 genomas de Chloroflexota

(Tabla 2). El reactor que tuvo mas genomas de Chloroflexota fue RH (10 genomas), que presentó por secuenciación de

amplicones un 40% aproximadamente de Chloroflexota en la comunidad microbiana total. En segundo lugar, se

ensamblaron 6 genomas de Chloroflexota en el reactor de MO, 2 genomas en FNC y 1 genoma en CO. Ninguno de los

genomas ensamblados tiene representantes cultivados, por lo tanto el analisis de estos genomas es un gran aporte al

entendimiento del rol de las especies de Chloroflexota en estos sistemas.

De los 17 genomas, 16 pertenecieron a la clase Anaerolineae, mientras que 1 genoma se afilió a la clase Dehaloccocoidia. A

partir de los genomas se construyó un árbol filogenómico (Figura 14), el cual mostró que los genomas se agruparon de

acuerdo al reactor que provenían. Esto indica que cada especie de Chloroflexota es especifica de cada reactor.

Análisis de la expresión génica

Para secuenciar metatranscriptomas por triplicado para una muestra por reactor se seleccionaron: CO6, RH10, FNC4 y

MO6. Debido a la perdida de genes por la baja completitud de algunos genomas, la expresión génica fue calculada para

genomas con una completitud mayor al 85%, resultando en 9 genomas de Chloroflexota. Los resultados mostraron que los

genomas de las especies de Chloroflexota obtenidas de reactores anaerobios (FNC y MO) expresan genes para

fermentación de glucosa formando lactato en el proceso, y a su vez degradan aminoácidos (Figura 14). Esto indica que

estas especies son anaerobios estrictos.

Las especies obtenidas de los reactores aerobios pueden respirar aeróbicamente debido a la expresión de genes de la

fosforilación oxidativa (oxigeno como aceptor final de electrones), oxidando glucosa, aminoácidos y acetato. También se

determinó para algunas especies que pueden reducir compuestos nitrogenados por la expresión de genes tales como nirK

y nosZ. Se determinó la expresión de genes vinculados a la adhesividad en especies provenientes de los reactores

aerobios, lo que indicaría un rol fundamental en la formación de los flóculos.

Su capacidad de degradar materia orgánica puede ser foco de estudios sobre sobrecrecimiento de este grupo de

microorganismos. El control de la alimentación de los reactores puede ser clave para controlar el crecimiento de

Chloroflexota y evitar eventos de bulking filamentoso.

Un trabajo reciente indicó que la mayoría de las bacterias filamentosas del filo Chloroflexota presentes en los reactores

aerobios de lodos activados estudiados se encontraron dentro de los flóculos (Petriglieri et al. 2023), pero a su vez también

han sido ampliamente reportados como agentes causantes de bulking por su sobrecrecimiento (Sekiguchi et al. 2001b;

Björnsson et al. 2002c; Li et al. 2008; Song et al. 2017; Nierychlo et al. 2020). Por lo tanto, conocer las causas por las cuales

sobrecrecen algunas especies resulta fundamental.
Conclusiones y recomendaciones
Se logró ensamblar 18 especies nuevas del filo Chloroflexota en 4 reactores de tratamiento de aguas residuales

industriales, en su mayoría pertenecientes a la clase Anaerolineae. Se determinó que estas especies son degradadores de

materia orgánica colaborando en su eliminación, lo cual los hace fundamentales en estos sistemas. Se determinó que en

sistemas de lodos activados cumplen un importante rol en la formación de los flóculos que son indispensables para la

sedimentación de la biomasa debido a la expresión de genes de adhesividad. 

Son necesarios mas estudios que abarquen una mayor diversidad de sistemas de tratamiento de aguas residuales

aerobios y anaerobios, con distintos sustratos y configuraciones para determinar el rol de Chloroflexota en cada uno de

los reactores.
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