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1- Resumen del Proyecto

El presente proyecto de tesis tiene como objetivo principal comprender el rol de
bacterias filamentosas pertenecientes al filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de
aguas residuales. Los sistemas de tratamiento bioldgico emplean microorganismos para
descomponer la materia organica presente en el agua residual, generando dioxido de
carbono en sistemas aerobios o metano en sistemas anaerobios y de esta forma obtener
agua con una calidad tal que sea posible de verter en cursos de agua sin causar
problemas ambientales.

Existen varias configuraciones de sistemas de tratamiento, siendo los sistemas de lodos
activados uno de los mas utilizados. Estos sistemas constan de un tanque de aireacion
donde los microorganismos degradan la materia orgéanica, y un sedimentador externo
donde la biomasa se sedimenta y se separa la biomasa del efluente tratado. Las
comunidades microbianas presentes en estos sistemas estdn compuestas por bacterias,
protozoarios, virus y algas. Dentro de este consorcio, el filo Chloroflexota es uno de los
grupos de bacterias filamentosas mas abundantes. No obstante, debido a las dificultades
para aislar estos organismos en cultivo puro, el conocimiento sobre su fisiologia y
funcién en los sistemas de tratamiento de aguas residuales es limitado.

A través de este proyecto de Maestria, se propone estudiar los microorganismos del filo
Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados,
utilizando diferentes técnicas de biologia molecular: PCR en tiempo real, hibridacién in
situ fluorescente, analisis de las comunidades microbianas mediante secuenciacion
masiva del gen del ARNr de 16S. Estos enfoques permitirdn conocer la diversidad y
abundancia de las bacterias del filo Chloroflexota en diferentes plantas de tratamiento
Ademas, se realizaran estudios en un reactor escala laboratorio sometido a diferentes
condiciones de operacion para evaluar la capacidad de estas bacterias para degradar
diferentes compuestos presentes en las aguas residuales y de adaptarse a diferentes
condiciones de operacion.

Los resultados de este proyecto proporcionaran una comprension mas completa de la
ecologia y el papel de bacterias del filo Chloroflexota en los sistemas de tratamiento de

aguas residuales.



2- Antecedentes

En la actualidad, se observa un incremento significativo en la demanda de
procedimientos para el tratamiento de efluentes en instalaciones destinadas al
tratamiento de aguas residuales e industriales. Este aumento de interés se fundamenta en
multiples factores, entre ellos la preservacion de los recursos naturales, la estricta
conformidad con las regulaciones en vigor y la oportunidad de generar productos con

valor afiadido (Lopez; 2016).

En el contexto de la biotecnologia aplicada al ambito agroindustrial y ambiental,
Uruguay ha emergido debido a su compromiso con la optimizacion de los sistemas de
tratamiento de aguas residuales. Nuestro pais, reconocido por su destacada industria
agroalimentaria, ha reconocido la importancia crucial de la gestion sostenible del

recurso hidrico para mantener la integridad ambiental y la prosperidad econémica.

La adecuada gestion de las aguas residuales provenientes de fuentes domésticas e
industriales es de vital importancia para de alguna forma mitigar los niveles
potencialmente nocivos de compuestos organicos € inorganicos, asi como de
microorganismos patogenos. Estos sistemas permiten la disposicion de las aguas
tratadas en cuerpos receptores, sin comprometer la capacidad de autopurificacion de

dichos cuerpos de agua (Catherine et al., 2013; Gaget et al., 2017).

Sistemas de tratamiento de aguas residuales

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales pueden ser aerobios o anaerobios,
dentro de los sistemas aerobios la tecnologia mas utilizada tanto para el tratamiento de
aguas residuales industriales como urbanas, es la tecnologia de lodos activados
(Daigger, 2014), que es utilizada hace més de un siglo (Lofrano y Brown, 2010; Jenkins
y Wanner, 2014).

Sistemas de tratamiento aerobio de lodos activados
Las plantas de tratamiento de lodos activados mas convencionales consisten en una
pileta de aireacidn o reactor bioldgico donde un consorcio de microorganismos degrada

la materia organica presente en el agua residual produciendo CO2 y biomasa. Dentro de



este reactor se produce la formacion de floculos, agregados de microorganismos que
juegan un papel crucial en la sedimentacion de la biomasa. Posterior a la pileta de
aireacion se coloca un sedimentador que separa la biomasa del agua tratada. El
fenomeno de agregacion es fundamental para la eficacia de los sistemas de tratamiento
basados en lodos activados, ya que permite la formacion de biosolidos compactos que
pueden ser separados del agua tratada, facilitando asi su posterior procesamiento y
disposicion adecuada (Balcarcel et al., 2014).

La biomasa se compone principalmente de bacterias y componentes biopoliméricos, que
actian como matrices que capturan particulas suspendidas, que se organizan como
agregados formando los ya mencionados "floculos" (Speirs et al., 2019) (ver anexo,

Forma de los floculos).

A su vez estos procesos ya no se ven como sistemas de eliminacion, sino como fuentes
valiosas de agua reciclada y biomasa o lodo para la recuperacion de productos quimicos

con valor (van Loosdrecht et al., 2014; Puyol et al., 2016).

Sistemas anaerobios de tratamiento de aguas residuales

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales anaerobios estan disefiados para la
produccion controlada de metano (CH4) a partir de la descomposicion anaerdbica de
materia organica. Este proceso es llevado a cabo por una comunidad diversa de
microorganismos conocidos como arqueas metanogénicas, que pertenecen al dominio
Archaea y son capaces de realizar la ultima etapa de la degradacion anaerdbica de la
materia organica, convirtiendo acidos orgédnicos y compuestos de carbono simples en
metano y didéxido de carbono.

Los reactores metanogénicos pueden operar en diferentes configuraciones, como
reactores de flujo continuo, reactores de lecho fluidizado o reactores anaerdbicos de
membrana (RAM), cada uno con sus propias ventajas y desventajas en términos de
eficiencia de tratamiento, costos operativos y complejidad de disefio. La temperatura es
un factor critico en el funcionamiento de estos sistemas, ya que la actividad microbiana
Optima se encuentra en un rango termofilico o mesofilico, dependiendo de las

condiciones especificas del reactor y del tipo de microorganismos presentes.



Bacterias filamentosas en sistemas de lodos activados

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

manifiesta el fenomeno del bulking filamentoso (Balcarcel G. et al., 2014).

Las bacterias filamentosas desempefian un papel crucial al constituir la estructura de
sostén del cual se agregan las bacterias que forman los floculos. Esto es posible debido
a la presencia de sustancias poliméricas extracelulares producidas por estas ultimas, las
cuales mantienen la firmeza y la estructura compacta del fléculo. No obstante, un
crecimiento excesivo de microorganismos filamentosos debilita los fléculos, dejandolos
mas abiertos y con espacios internos. Esto tiene un impacto negativo en las propiedades

del lodo, volviéndolo menos denso y mas esponjoso (Balcarcel G. et al., 2014).

El fenomeno reconocido como bulking filamentoso resulta en un deterioro del proceso,
dado que el lodo no logra una sedimentacion apropiada. Esto ocasiona que la biomasa
se desprenda y escape con el efluente del clarificador secundario, resultando en la
pérdida de solidos suspendidos y generando un efluente con una carga organica elevada

(Balcarcel G. et al., 2014).

Filo Chloroflexota en sistemas de tratamiento de aguas residuales

Las bacterias filamentosas del filo Chloroflexota se han observado durante mucho
tiempo en las plantas de tratamiento de aguas residuales (Thiel et al., 2019). Pero a
pesar de que se detectan frecuentemente, se desconocen sus funciones y relevancia en el
medio (Yamada and Sekiguchi, 2009), parte de la gran dificultad en su conocimiento es

debido a las dificultades a la hora de obtener cultivos puro o aislados.

Se ha reportado que el filo Chloroflexota desempefia un papel crucial al actuar como la
estructura filamentosa que sirve como andamiaje para la formacion de floculos robustos
y deseables con propiedades de sedimentacion rapida (Kragelund et al., 2007a; Wanner

and Jobbagy, 2014; Nierychlo et al., 2019; Speirs et al., 2019)



En la actualidad se han podido aislar y describir ocho clases que son Anaerolineae,
Ardenticatenia, Caldilineae, Chloroflexia, Dehalococcoidia, Ktedonobacteria,
Thermoflexia y Thermomicrobia (ver anexo, Arbol de las clases filogenética del filo
bacteriano Chloroflexota). Y se estima que hay entre 25 y 30 clases sin cultivar, dentro
del filo Chloroflexota (Thiel et al., 2019). Con base en las propiedades fisioldgicas de
las cepas aisladas, se ha sugerido que en los biorreactores podrian desempefiar un papel
significativo en la degradacion de carbohidratos y otros componentes celulares,

incluyendo aminoacidos (Thiel et al., 2019).

Muchas bacterias del filo Chloroflexota fueron descritos tnicamente en base a estudios
microscopicos y Eikelboom les dio diferentes nimeros de 'morfotipo’ (p. ej., el
morfotipo 0914 de Eikelboom, ahora denominado 'Candidatus Sarcinathrix'). La
mayoria pertenecen a las clases Anaerolineae y Caldilineae, pero también representan
otros clados de nivel de clase no cultivados en el 'subfilo I', que se estan caracterizando

in situ mediante microscopia y analisis del genoma (Thiel et al., 2019).

Métodos de biologia molecular para el estudio de microorganismos en sistemas

de tratamiento de aguas residuales

En los ultimos 30 afios hemos comenzado a comprender la microbiologia de los lodos
activados, un resultado que coincide con el desarrollo de métodos moleculares
independientes del cultivo (Nielsen y McMahon, 2014). El desarrollo de las técnicas de
PCR, la clonacién y la secuenciacion del ADN de Sanger permitié dilucidar las
composiciones de las comunidades de lodos activados, sin necesidad de cultivar
miembros individuales, basandose en cambio en el uso de analisis de secuencias de
genes ARNr 23S y 16S utilizados como marcadores filogenéticos (Nielsen y McMahon,
2014) .

Entre estas técnicas, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha demostrado ser
especialmente util al facilitar la deteccion semicuantitativa de genes especificos de
distintas cepas bacterianas individuales, incluso en concentraciones extremadamente
bajas (Cotto et al., 2015).

Mas recientemente, la PCR cuantitativa, conocida como qPCR, se ha empleado para
realizar mediciones precisas de la cantidad de bacterias a través de la informacidon

genomica. Esta técnica de cuantificacion tiene el potencial de ser una alternativa a otras



metodologias empleadas para cuantificar biomasa. Un aspecto de gran relevancia es que
la qPCR proporciona informacién cuantitativa precisa acerca de la presencia de genes
especificos en cultivos mixtos o muestras ambientales (Cotto et al., 2015).

El diseno de las sondas de oligonucleotidos marcadas con fluorescencia dirigidas a
secuencias de ARN ribosomal de poblaciones de interés, permitio la identificacion de
células individuales mediante FISH (Fluorescence in situ hybridization, por sus siglas
en inglés) (Amann y Fuchs, 2008; Nielsen et al., 2009a; Seviour, 2010b; Noguera et al. ,
2014).

En combinacion con la tincion histoquimica, la micro autorradiografia (MAR) (Mcllroy
et al., 2017a), ha aclarado la ecofisiologia in situ y las posibles funciones de las
poblaciones individuales analizadas a nivel de células individuales. Dichos datos han
revelado la verdadera biodiversidad de las comunidades de lodos activados y la
presencia de poblaciones previamente desconocidas que existen alli, incluido el filo
Chloroflexota, donde la mayoria atin no se ha cultivado (Speirs et al., 2019), asi también

como su morfologia.

Antecedentes del tema en el grupo de investigacion

El Laboratorio de Ecologia Microbiana (LEM) del Departamento de Bioquimica y
Genomica Microbiana del Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable
(IIBCE) ha llevado a cabo una investigacion prolongada en el ambito de la
microbiologia aplicada a sistemas de tratamiento de aguas residuales. En colaboracion
con grupos de ingenieria tanto nacionales como internacionales de América Latina y
Europa, se han abordado diversos proyectos relacionados con sistemas anaerobios
metanogénicos, produccion de hidrégeno y remocion de nitrogeno, entre otros (Callejas
et al., 2019; Cabezas et al., 2020; Callejas et al., 2021; Castell6 et al., 2009; Perna et al.,
2013; Ferraz et al., 2015; Costa et al., 2014).

Durante este extenso periodo de investigacion, se observo consistentemente la presencia
del filo Chloroflexota en los diferentes reactores estudiados, pero aun se desconoce su

papel especifico en los sistemas de tratamiento de aguas residuales.

El interés en el filo Chloroflexota se inicid con el trabajo de Tesis de la Dra.
Etchebehere en 2002, donde se identificaron dentro de un reactor desnitrificante

alimentado con lixiviado de relleno sanitario. Posteriormente, se detectd un



sobrecrecimiento de bacterias filamentosas, incluyendo Chloroflexota, en un reactor
metanogénico industrial en 2008, lo que motivo un estudio mas profundo en reactores a
escala real. Estudios posteriores revelaron la presencia de bacterias Chloroflexotas en
sistemas aerobios de lodos activados, tanto a nivel local como internacional (Bovio et

al., 2019; Wu et al., 2019).

A pesar de la abundancia y diversidad del filo Chloroflexota detectada en estos
sistemas, su funcion aun no ha sido completamente esclarecida. Para abordar esta
pregunta, se ha empleado una combinacion de técnicas moleculares avanzadas,
incluyendo la secuenciacion de genomas de células individuales y metagenomas, asi

como el analisis de metatranscriptomas (Dam et al., 2020; Bovio, 2021).
Esta tesis se enmarca en el proyecto FCE-

En este proyecto se propone realizar un monitoreo de las bacterias del filo Chloroflexota
en sistemas de lodos activados que estén operando en nuestro pais. Se propone estudiar
la taxonomia de estos microorganismos mediante secuenciacion masiva del gen del
ARNTr de 1685, la abundancia mediante qPCR y la morfologia mediante FISH. Ademas,
se planea operar reactores de laboratorio bajo condiciones controladas en diferentes
condiciones para determinar las condiciones que favorecen el crecimiento de las
bacterias del filo Chloroflexota. Estos reactores se van a operar en los laboratorios de la
UTEC de Durazno, el grupo de investigacion de la Dra. Cabezas se va a encargar del
armado, logistica operativa del reactor y monitoreo, por otro lado el grupo de la Dra.
Etchebehere del IIBCE analizard las muestras obtenidas, induciendo perturbaciones
especificas y monitoreando la respuesta de Chloroflexota utilizando técnicas
moleculares. Estos experimentos serdn complementarios a los estudios realizados a
escala real, permitiendo una comprension mas detallada de la funcion de Chloroflexota

en los sistemas de tratamiento de aguas residuales.

3- Hipotesis de trabajo

La hipdtesis principal de esta tesis es que los microorganismos del filo Chloroflexota
juegan un papel importante en la formacion de granulos o floculos, asi como en la
degradacion de la materia organica compleja presente en los sistemas de tratamiento.

El sobrecrecimiento de estas bacterias estd influenciado por factores ambientales y

operacionales especificos.



Estos microorganismos tienen un crecimiento lento lo que dificulta su aislamiento.

4- Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es determinar el rol de las bacterias del filo
Chloroflexota en los sistemas de tratamiento de aguas residuales y las causas que

producen el sobrecrecimiento.

Objetivos Especificos

a) Conocer la diversidad y abundancia de microorganismos del filo Chloroflexota en
sistemas de tratamiento de aguas residuales de lodos activados de nuestro pais.

b) Conocer su morfologia y su insercion dentro de los floculos.

¢) Determinar su velocidad de crecimiento en cultivos en batch.

d) Conocer el efecto de cambios en la operacion de los reactores sobre estos

microorganismos para determinar las posibles causas del sobrecrecimiento.

5- Metodologia / Plan de trabajo.

Actividad 1- Puesta a punto de los métodos

Puesta a punto de la cuantificacion del nimero de copias de organismos del filo
Chloroflexota mediante qPCR

Para cuantificar el niimero de copias de organismos del filo Chloroflexota en las
muestras de los diferentes experimentos se utilizo la técnica de qPCR ya utilizada en un
trabajo anterior (Bovio et al., 2019). Se utilizaron primers especificos para este filo
(941F y 1223R), dirigidos a una regiéon del ARNr de 16S. Se utilizé como estandar el
producto de PCR del Clon 58 como se indica en (Bovio et al., 2019). El estandar
proviene del analisis mediante clonado del gen del ARNr de 16S de una muestra de lodo
de un reactor en el cual se detecto la presencia de este filo.

El protocolo de qPCR utilizado se muestra en el Anexo II. Para la curva de calibracion
se realizaron diluciones seriadas del producto de PCR de manera de tener 3.8E+4,
3.8E+5, 3.8E+6, 3.8E+7 copias/ng de ADN. Se obtuvo la curva de calibracion que se

muestra en la Figura 1.
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Fig. 1.- Curva de calibracién gPCR del filo Chloroflexota

También se puso a punto la cuantificacion de bacterias en general utilizando los primers
Ba519f'y Ba907r (Lueders et al., 2004) dirigidos a una region del ARNr de 16S. Como
control positivo y para realizar la curva de calibracion se utilizé el mismo Clon (C58) de

Chloroflexota como cuantificacion general de Bacteria (Fig. 2).

/)
w
[Throshokd] 5 10 15 E] 25 »
3|

Fig. 2.- Curva de calibracién de gqPCR con primers para el Dominio Bacteria.

Técnica de FISH para el filo Chloroflexota

La técnica de FISH se utilizara para determinar la morfologia y la posicion dentro de los
fléculos de los organismos del filo Chloroflexota en las muestras de los diferentes
experimentos y plantas de tratamiento. Para la puesta a punto de FISH se utilizara un
protocolo estandarizado como se indica en (Bovio et al., 2019).

Fijacidon de las células

El proceso de fijacion de las células se hace de manera de dejar a la célula estatica, se
preparar la muestra con una solucion fijadora (formaldehido) que en este caso se
utilizara al 4%, esto lo que va a hacer es causar enlaces cruzados entre proteina-proteina

o proteina-acido nucleico, por lo cual a partir de este punto la célula ya no es viable.
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Hibridacion y lavado

Lo que se realiza en esta etapa es incubar la muestra con la sonda a 46°C en estufa
durante 90 minutos a 4 hs, de manera que esto permite que la sonda puede hibridarse
mediante complementariedad a nuestra secuencia blanco y una vez que ya se ha dado
tiempo para que esto suceda se hace un lavado con buffer de lavado y asi remover
cualquier sonda sobrante, que no se haya hibridado (Fig. 3).

Finalmente se observa la morfologia de las células que han hibridado con la sonda el

equipo de microscopia confocal de epifluorescencia disponible en el IIBCE.

Fluorescence |n Situ Hybridization

Mantener integridad celular y
permeabilizacion

-5 .
Paraformaldehyde 4% - Gram (-} \ ':’} fixation
Etanol 50% - Gram {+) \1

-“:o' /  sample preparation Deshidratacion de
‘ células con alcohol 50,
) Se colocan lals) I 80y 98%
. sondals). En camara - ,f[ hybridization
de Para evitar evaporacion
e Yy union inespecifica de
sonda-diana La SOnda

. Eliminacion de buffer de
3.7  Washing hibridacién y tincion con
— DAP! Colocacion de
mounting agente anti-decoloracion

Microscopio confocal o
epifluorescencia - visualization
Moter & Gobel (2000}
Fig. 3. Esquema mostrando las diferentes etapas del protocolo de hibridacion in situ

fluorescente (FISH).

En la Fig. 4 se observan micrografias tomadas con la técnica de FISH de muestras de
reactores en la cual se localiza la bacteria Chloroflexota con morfologia filamentosas.
En “A” y “B” se puede observar filamentos finos y cortos, mientras que en “C” las

estructuras filamentosas son mas gruesas y segmentadas.

(C)
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Fig. 4. Micrografia mostrando la morfologia de bacterias filamentosas del filo

Chloroflexota que hibridan con la sonda especifica mediante FISH.

Determinacion de la concentracion de carbohidratos mediante la técnica de
azucares reductores por espectrofotometria

Esta metodologia va a ser utilizada para el seguimiento del consumo de glucosa en los
ensayos en batch que se realizaran para determinar la velocidad de crecimiento.

Esta es una técnica espectrofotométrica que se basa en la formacion de un compuesto
coloreado mediante una reaccion del extremo reductor de los azicares con el acido di
nitro salicilico (DNS). El detalle de la metodologia se presenta en el Anexo 1
(Protocolo DNS para deteccion de azicares reductores).

Para poner a punto esta técnica se prepard una curva de calibracion a partir de una

solucion de glucosa de concentracion conocida (Fig. 5).

Std (/L) Abs. mM Curva de calibracion DNS
Bco (Std. 5) 0 0 0 14
Std. 1 1 1,176 6,528 .3 y=1,2134x- 0,0436
Std. 2 0,5 0,57 3,164 - R*=0,596 -
Std. 3 0,25 0,239 1,327 = 1
std. 4 0,125 0,072 0,400 Eo0g
M9 dil1/s 0,000 0,000 g0 o
< 0,4
0,2 o
) @~ ‘
0o 0,1 0,2 03 04 05 0,6 0,7 08
Conentracion g/L
pendiente 1,2134
ordenada en el origen 0,0436

celda (cm) 1

Fig. 5. Curva de calibracién para el método de determinacion de azdcares reductores por DNS

Esta curva permitird luego determinar la concentracion de azucares reductores en las

muestras de los ensayos de crecimiento con glucosa.

Actividad 2 - Experimentos para determinar la velocidad de crecimiento en
cultivos en batch.

Se plantea operar biorreactores en batch para determinar la velocidad de crecimiento de

los microorganismos del filo Chloroflexota y compararla con la velocidad de
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crecimiento promedio de microorganismos del Dominio Bacteria. Para ello se operaran
reactores en batch en condiciones aerobias y se determinara el numero de
microorganismos del filo Chloroflexota y el numero de microorganismos del Dominio
Bacteria por mL de cultivo en muestras tomadas a lo largo del tiempo mediante qPCR.
Los experimentos se realizaran en frascos de vidrio de un volumen 2 L, utilizando 1 L
de medio de cultivo mas el indculo para cada biorreactor. El experimento se realizara
por duplicado, mientras que el tercer reactor se utilizara como blanco (in6culo mas
medio, sin sustrato).

Cada reactor tendrd una entrada de aire continua proporcionada a través de un motor
aireador, con sistema de mangueras bifurcados para la salida de 2 piedras porosas por
biorreactor para facilitar la circulacion del aire de forma turbulenta.

Para inocular los reactores en batch se utilizara biomasa de la planta de tratamiento de
lodos activados de ABORGAMA que es una planta de tratamiento de residuos
hospitalarios. Se eligid esta planta porque en estudios previos realizados en nuestro
laboratorio se determind mediante secuenciacion masiva de amplicones del gen de ARN
ribosomal de 16S que el filo Chloroflexota presentaba una alta abundancia (10-40%).
La aclimatacion del indculo se realizard mediante aireacion por 24 hs. De esta manera
se elimina la materia organica remanente.

Los biorreactores se inocularan con 100 mL de lodo aireado por 24 hs, se completara a
volumen de 1 L con 680 mL de sales, 20 mL de solucion de glucosa al 20% y 200 mL
de medio minimo M9 (Miller, et al., 1972) para cada reactor. Los biorreactores seran
incubados a 37°C dentro de una incubadora.

El muestreo de los reactores se realizara durante 15 dias tomando muestras cada 24
horas. Las muestras tomadas para extraccion de ADN seran almacenadas a -20°C hasta
su andlisis. Se realizard la determinacién de la concentracion de glucosa en el
sobrenadante de las muestras luego de centrifugadas utilizando la técnica de
determinacion de azucares reductores (Miller et al., 1959).

Para realizar la cuantificacion de los microorganismos del filo Chloroflexota y del
Dominio Bacteria, se extraera el ADN de las muestras almacenadas utilizando el kit
Zymo/Quick-DNA FECAL/SOIL Microbe Miniprep D6010 y se realizard la
determinacion por qPCR como se indica en el Anexo 1. Se utilizard el equipo Rotor

gene (Model 2PLEX RG-6000 Corbett) disponible en el IIBCE.
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Actividad 3- Monitoreo de plantas de tratamiento de lodos activados a escala

real que operan en nuestro pais.

Se tomardn muestras de reactores a escala real de nuestro pais, en la cual se realizaran
muestreos semestrales o anuales a determinar. El muestreo lo est4 realizando el grupo
de la Dra. Cabezas de UTEC, actualmente se han tomado muestras de unas 12 plantas
de tratamiento de aguas residuales. En estas muestras se estudiard la comunidad
microbiana mediante secuenciacion masiva del gen del ARNr de 168, se cuantificara la
proporcion de organismos del filo Chloroflexota mediante qPCR y se determinara su
morfologia y posicion dentro de los granulos mediante FISH. Las metodologias para

cada una de estas determinaciones estan descritas en €l Anexo 1.

Actividad 4- Monitoreo de reactor escala laboratorio para determinar el efecto

de los cambios de operacion en la poblacion de Chloroflexota.

Se realizard una serie de experimentos en un reactor de laboratorio para determinar el
efecto de la variacion de las condiciones de operacion en los microorganismos del filo
Chloroflexota.

Se estudiara el efecto del cambio del sustrato, para ello se alimentard el reactor primero
con un sustrato compuesto por carbohidratos y una vez que el reactor esté operando en
forma estable se cambiara la composicion de la alimentacion utilizando un sustrato
proteico.

Para determinar si la lisis celular favorece el crecimiento de estos microorganismos se
realizard un shock de pH alcalino provocando lisis celular.

Para determinar el efecto de las bacterias del filo Chloroflexota en la formacion de
fléculos se operard el reactor utilizando como indculo el lodo disgregado (sin floculos)
de manera de observar el comportamiento de Chloroflexota durante la formacion de
floculos. Cabe aclarar que el armado y la operacion del reactor de laboratorio se llevara
a cabo por la UTEC bajo la supervision de la Dra. Cabezas, con modelos realizados en
parte con tecnologia de impresion 3D.

En todas las operaciones se extraerd muestras de la biomasa que seran fijadas para FISH
y guardadas a -200C para la extraccion de ADN. Las muestras fijadas y el ADN
extraido seran enviados al IIBCE. En estas muestras se determinara la composicion de

las comunidades microbianas mediante secuenciacion masiva de amplicones del gen del
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ARNr de 168, se determinara la abundancia mediante qPCR y la morfologia mediante
FISH. Las metodologias a utilizar se describen en el Anexo 1. El monitoreo de este

reactor de laboratorio se realizara en el marco de esta tesis.

6- Cronograma de actividades

Descripcion de la

actividad Aiio 1 (bimestre) Afio 2 (bimestre)

Cursos de

1 X X X X | X | X X
posgrado.
2 Busqueda X X X X X 1X
bibliografica

Puesta a punto de
las técnicas

Experimentos para
determinar la
4 velocidad de X X X X
crecimiento en
cultivos en batch
Monitoreo de

3 tratarr)llszlif) cianla X X X X X X
real
Monitoreo de
6 reactor de X X X X
laboratorio
7 Escritura de la tesis X X X
Defensa de
8 Maestria X
Cursos de posgrado
CURSOS FECHA CREDITOS | s,
La educacion ambiental en 2 gestién ambiental 112114 de junio de 2019 2 30
Literatura y Comunicacién Cientfica 02 al 09 de marzo de 2020 4 6 | M
Abordagens metabélicas e de caracterizacao microbiana em microbiomas e biorrefinarias anaerdbias 03 de agosto al 16 de noviembre de 2022 4 30 g
Produccidn de energia y compuestos con valor agragado mediante procesos microbianos 14 2125 de Noviembre del 2022 1" 80 | N
Aplicaciones dela PCR enfiempo real a la investigacidn 2022 5yelYdediciembre de 2022 (eouso z3amocrzz)| 5 ¥ 10
Infroduccidn a la inea de comandos y  la programacidn para andlisis bioinforméticos 24 dejulioy el 10 de agosto de 2023 8 |2
(Gesfidn, Evaluacidn y Preparacion de Proyectos 10l 21 dejuliode 2023 6 N | <
Tecnologias de revalorizacidn de residuos y subproductos agioalimentarios 25 de octubre al 1 de diciembre 2023 5 40
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7- Resultados esperados y perspectivas

Mediante el ensayo en batch se espera obtener las curvas de crecimiento de
microorganismos del filo Chloroflexota y del dominio Bacteria. Se espera que los
microorganismos del filo Chloroflexota tengan una curva de crecimiento menor
comparada con la curva de los microorganismos del Dominio Bacteria. Se espera ver un
aumento del numero de copias de ambos grupos de microorganismos
concomitantemente con el consumo de glucosa.

Se espera monitorear diferentes plantas de lodos activados que operan en Uruguay de
forma mensual o anual para comparar la abundancia relativa de bacterias Chloroflexota
mediante qPCR. Se espera conocer cuales son los microorganismos de este filo que
predominan mediante el andlisis de las comunidades microbianas por secuenciacion
masiva de amplicones del gen del ARNr de 16S. Mediante el analisis de estos resultados
se espera determinar si hay alglin tipo de operacion o algln tipo de agua residual que
favorezca el crecimiento de estos microorganismos.

Mediante el monitoreo del reactor de laboratorio se espera determinar cuales
condiciones de las utilizadas favorecen el crecimiento de los microorganismos del filo

Chloroflexota.
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ANEXO 1
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Figura 1- Anexo. Esquema de un sistema de tratamiento de lodos activados. Imagen
propia.
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Figura 2- Anexo 1. Arbol del filo Chloroflexota construido en base a la secuencia del
gen 16S rRNA, incluyendo clones ambientales, representantes cultivados pertenecientes
al filo Chloroflexota y secuencias OTU clasificadas dentro del filo Chloroflexota (O)
AL (O) COA (0O) COB (O) SR (O) MO. Se muestran los valores de bootstrap (>50%)
obtenidos con el método de maxima verosimilitud basado en 1000 replicaciones en los
nodos de las ramas. Thermus aquaticus YT-1 fue utilizado como grupo externo. La barra
indica 0.05 sustituciones por sitio. La abundancia relativa de las OTUs en las muestras
se muestra entre corchetes. Se identificd cada reactor con una etiqueta diferente. Solo se
utilizaron en el andlisis las OTUs que superan el 5%. Extraido de Bovio et al., 2019.
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Figura 3- Anexo 1- Microfotografia mostrando la estructura de un floculo ideal,
redondeados, compactos y firmes. (imagen: Gerardo Viera)

Figura 3- Anexo 1- Microfotografia mostrando la estructura de floculos no ideales, muy
disgregados y separados, no compactos. (imagen: Gerardo Viera)

Determinacion de la concentracion de aziacares reductores mediante la técnica del

DNS
Se prepara el estandar de glucosa 1 g/L y a partir del mismo se hacen las diluciones.

Para la reaccion con el reactivo, primero se agrega el agua, luego la muestra (o estandar)

y el reactivo di nitro salicilico (DNS) al final en el volumen especificado en la tabla.

Estandar | Glucosa Volumen Volumen H,O Volumen Volumen
g/L standard (L) destilada DNS final (uL)
(L) (L)
Std 1 1 500 0 250 750
Std 2 0.5 250 250 250 750
Std 3 0.25 125 375 250 750
Std 4 0.125 62.5 437.5 250 750
Std 5 0 0 500 250 750

22



Volumen de Volumen de Volumen DNS | Volumen final
muestra (uL) H20 (uL) (bL) (ML)
Muestra 50 450 250 750

e Se hierve 5 minutos

e Se deja en hielo 1 minuto

e Se agrega | mL de H20

e Se deja a temperatura ambiente 15 min

e Se mide absorbancia en espectrofotometro a 540 nm.

Técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH)

1-Fijacion

1. Centrifugar 1 volumen (300 pL) de la muestra a 5000 g, 10 min. Lavar el pellet con

1X PBS, centrifugar nuevamente y resuspender el pellet en 1X PBS (300 pL).

2. Adicionar 3 volumenes (900 pL) de solucion fria de PFA 4%.

3. Incubar por 2 a 18 hs a4 °C (no mas de 18 hs).

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

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

solucion 1X de PBS (300 puL).

5, Agregar 1 volumen de Etanol (300 puL) y mezclar.

6. Almacenar a -20°C. Las muestras congeladas pueden almacenarse a -20°C por

mescs.
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2-Secado

Colocar 10 pl de muestra en un portaobjeto, dejando secar al aire o estufa entre 46°C a
55°C.

Luego que la muestra esté bien seca sobre el portaobjeto se pasa a la etapa de
deshidratacion:

Con 1 mL de etanol 50% (25 mL de etanol y 25 mL de H2O destilada) escurrir tocando
la muestra indirectamente, dejar secar bien, repetir con alcohol 80% (40 mL de etanol y
10 mL de H20 destilada) y 96% (48 mL de etanol y 2 mL de H20O destilada). Siempre
dejando secar bien entre alcohol y alcohol.

Los portaobjetos deshidratados se pueden almacenar varias semanas en un lugar seco y

sin polvo.

3- Hibridacion

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

Lo cual para preparar 2 mL de buffer por cada portaobjeto y las sondas utilizadas
consiste en:

40 pL Tris-HCL 1M pHS8

360 pL de NaCl 5M.

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

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

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

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

En paralelo se prepara un tubo eppendorf forrado con aluminio para hacer una
solucion stock del buffer de hibridacion mas 1 pl de cada una de las sondas [50 ng/
ul] por porta (1223 Cy3 y 941 Cy3) (Bjornsson, L., et al., 2002, Gich, et al., 2001)
esta solucion es la que va sobre las muestras previamente deshidratadas.

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

(10 pl de buffer de hibridacion por porta) x 5 + (1 ul de sonda 1223) x 5 + (1 ul de
sonda 941) x 5 =50+10= 60 pl para 5 porta 12 ul c/u.
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Para colocar los portaobjetos se prepara una caja de tips vacia forrada con aluminio (A)

(para proteger de la luz) un soporte (B) (para apoyar los portaobjetos) y un pafiuelo de

papel (C).

— 1A

e B

= ——tc

Camara humeda de hibridacion

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

quede una camara humeda) y se incuba a 46°C por 90 min a 4 horas en oscuridad.

Lavado de porta en vasos de bohemia de 50 mL, para remover el buffer de hibridacion.

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

Para 50 mL: 700 uL NaCl

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

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

El buffer de lavado se prepara en el momento del lavado y se agrega DAPI
(concentracion final 0,025 pg/mL para ello agregar 50 pul de DAPI 25 pg/mL para 50
mL de buffer de lavado) ante de distribuir en los vasos de bohemia (tener en cuenta 50

mL x 5 =250 mL finales).
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Preparacion del DAPI (DAPI Sigma 5 mg, diluir en 1 mL STOCK). Para alicuotar,
partir del stock y diluir 5 puL del stock en 995 pL H,O, para obtener una solucion 25
pg/mL.

Disolver DAPI con agua nanopure para hacer una solucién stock de 250 pg/mL.
Alicuotar en eppendorf de 1 mL y almacenar en la oscuridad a -20°C (dura varios

meses).

Sumergir el porta en buffer de lavado e incubar a 48 °C por 10 min.

Lavar cuidadosamente el porta con agua MiliQ o destilada fria y secar en la oscuridad a
temperatura ambiente.

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

Finalmente se puede observar la muestra en un Microscopio Confocal Zeiss de

epifluorescencia.
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Extraccion de ADN utilizando el kit “Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep
Kit” de Zymo Research

Colocar hasta 250 mg de muestra (lodo) al tubo de microesfera de cristal @, mas...
750 uL solucion de lisis (D “Bashing Bead Buffer”, vortex 5 min con adaptador
Centrifugar 1 minuto x 10.000 G

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

Centrifugar por 1 min. X 8.000 G: .

Descartar el filtro

< —_agregar 1200 (600 y 600) de “Genomic Lysis B” @mixear con la

N

\ pipeta (al filtrado)
ADN

*** transferir 800 puL para ello...
Colocar una columna “Spin Column II” (3 y transferir el contenido del paso anterior

al nuevo tubo con la columna (centrifugar 1 min x 10.000 G)

Descartar liquido (filtrado) me quedo con la columna.

Se puede reutilizar el tubo (repetir ***) 800 + 800 = 1600 uL

Adicionar 200 uL de “pre-Wash Solution” () a columna 3 en un nuevo tubo
Centrifugar 1 min x 10.000 G
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Nota: antes de continuar, verificar que esta marcado con un tick el “Wash Solution II” con el
HICK yvash 9iution

agregado de etanol.

“Zymo Spin Il CR” (3)

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

Descartar el filtrado, conservo la columna

Colocar las columnas en un tubo de elucion o ependorff

Adicionar 50 uL de ADN buffer de elucion @ a las columnas (en la matrix de la
columna)

Y centrifugar (1/2 min) x 10.000 G
Activacion de la columna @) para purificacion final del ADN:

Colocar un filtro “Zymo-Spin III” @ en un tubo nuevo + 600 pL “Pre
Solution” (6 centrifugar (3min x 8.000 G)

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

Extraccion de ADN listo para analisis o conservacion a -20 °C.
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qPCR para microorganismos del filo Chloroflexota

Dilucion de los primers

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

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

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

Volumen final 20 pL para cada muestra:

Mix Syber Green 10 pl T Master Mix
H,0 esterilizada 3,6 ul | 15 ul+5 pl de ADN =20 pl
Primer 941F 0,7 ul | B
Primer 1223R 0.7 ul -
15 ul

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

Tener en cuenta a la hora de hacer los cdlculos de la cantidad de Master Mix los
duplicados de las muestras, los puntos de la curva por duplicados, los NTC y una
muestra mas por error de pipeteo.

Total de muestras + 1 = volumen total de Master Mix.

Para el programa del Rotor Gene, se utiliza la siguiente rampa de temperaturas:
e Hold: 95°C por 2 minutos
e Ciclo: 95°C por 15 segundos X 40 ciclos
60°C por 60 segundos

955C for 15 secs
! \
/ \
/ \
\ B02C for 60 secs
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Secuenciacion masiva del gen del ARNr de 16S

La secuenciacion de amplicones del gen del ARNr de 16S se realiza con primers

dirigidos a la region v3-v4 en el servicio de secuenciacion de la empresa Macrogen, Inc.

Para cumplir con los requisitos del proyecto, se solicita una concentracion de ADN
superior a 0.lng/ul por muestra, que se evalua mediante cuantificacion de ADN
utilizando el método de Picogreen. La preparacion de la biblioteca se lleva a cabo
mediante PCR con cebadores universales, seguido de la adicion de indices y

adaptadores utilizando el kit de indices Nextera XT.

La secuenciacion se realiza en una plataforma Illumina MiSeq, utilizando un enfoque de
extremo unico de 300pb y se afade un 30% de PhiX para mejorar la calidad de la
secuenciacion como control externo. Se espera obtener 100k lecturas de datos crudos

por muestra (Fastq), lo que equivale a aproximadamente 30Mb de datos por muestra.
Los cebadores universales utilizados para amplificar la region 16S V3-V4 son:
341F: CCTACGGGNGGCWGCAG

805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC

Analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion masiva

Las lecturas sin procesar (FASTQ) de cada estudio seran evaluadas para determinar la
calidad de los nucleodtidos y la contaminacién de los adaptadores utilizando FastQC
v0.11.5.1. Las lecturas sin procesar se procesaran mediante Trimmomatic v0.38 (Bolger
et al., 2014) para eliminar lecturas ambiguas, adaptadores y secuencias de baja calidad,
obteniendo asi lecturas de alta calidad (ventana corredera: 4:25, minlen: 200). Para el
andlisis de secuencias paired-end mediante la tecnologia Illumina, los datos

preprocesados se importaran en QIIME2 v2023.7.

La demultiplexacion de los datos sin procesar se realizard utilizando qiime cutadapt

demux-paired con la configuracion predeterminada. Las secuencias seran filtradas por
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calidad mediante DADA2, donde se realizara el corte de secuencias y se descartaran
quimeras y quimeras limitrofes utilizando el complemento qiime vsearch

uchime-denovo (vsearch v2.7.0) con configuracion predeterminada.

La clasificacion taxondmica se llevara a cabo utilizando la base de datos pre entrenada

MiDAS 4.8.1. Para el analisis multivariado, se empleard RStudio (R version 4.2.1).
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