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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue la identificacién bacteriana presente en dos
reactores anaerobios de flujo ascendente con manto de modos (UASB, del inglés
Upflow Anaerobic Sludge Blanket), que se encontraban trabajando en serie (fase
acidogénica - fase metanogénica), mediante caracteres fenotipicos y filogenéticos. La
caracterizaciéon fenotipica report6 la presencia de los géneros Clostridium,
Bacteroides y Staphylococcus en el medio acidogénico, y de Bacillus y
Syntrophobacter en el acetogénico; asi mismo, se encontrd la presencia de
Methanobacetrium en los aisaldos del reactor metanogénico. La caracterizacion
filogenética se realiz6 con un secuenciador de tercera generacion que utiliza
tecnologia de nanoporos y los resultados reportaron la presencia de los filos
Proteobacterias, Bacteroidetes, Chloroflexi, Spirochaetes, Planctomycetes,
Elusimicrobiales, Acidobacterias, Thermotogae, Synergistetes, Firmicutes, y el
taxon OD1 en el reactor acidogénico; y de los filos Fusobacterias,
Actinobacterias, Chloroflexi, Bacteroidetes, Firmicutes, Nanoarchaeota,
Euryarchaeota, Metazoa y Proteobacteria en el reactor metanogénico.

ABSTRACT

The objective of this research was the bacterial identification present in two UASB
anaerobic reactors that were working in series (acidic phase - metanogenic phase),
using phenotypic and phylogenetic characteristics. Phenotypic characterization
reported the presence of the genera Clostridium, Bacteroides and Staphylococcus in
the acidogenic medium, and Bacillus and Syntrophobacter in the acetogenic; Also, the
presence of Methanobacetrium was found in the isolatedness of the metanogenic
reactor. The phylogenetic characterization was performed with a third generation
sequencer that uses nanopore technology and the results reported the presence of
the phyla Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Spirochaetes, Planctomycetes,
Elusimicrobiales, Acidobacteria, Thermotogae, Synergistetes, Firmicutes, and the OD1
taxon in the acidic reactor; and the Fusobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi,
Bacteroidetes,  Firmicutes, Nanoarchaeota, Euryarchaeota, —Metazoa and
Proteobacteria phyla in the metanogenic reactor.
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Introduccion

El comportamiento a nivel microscépico de las
comunidades microbianas influye notablemente en
el comportamiento  macroscépico de los
biorreactores. Para identificar bacterias es
imprescindible poner de manifiesto rasgos
especiales de su metabolismo y fisiologia, ya que la
simple observacion de su forma y tamafio, ofrece una
informacion muy limitada que apenas permite
encuadrarlas en grandes grupos (Salvadé et al,
2005).

Los elementos basicos de los caracteres taxonémicos
son diversos; morfologia, fisiologia, bioquimica,
biologia molecular y genética. Con todos ellos se
compila una serie de datos que llevan a la
caracterizacion, clasificacién y nomenclatura. Dos
son los principales esquemas de clasificacién, uno
basado en las caracteristicas observables de un
organismo dado (fenotipica), y la que tiene en cuenta
las relaciones de evolucion ancestral de los seres
vivos, en este caso las bacterias (filogenética).

Para realizar una caracterizacion fenotipica es
necesario aislar los microorganismos presentes en el
lodo de los reactores y obtener cepas puras para
posteriormente observar su morfologia y realizar
pruebas bioquimicas que determinan la actividad
metabodlica de cada una de esas cepas puras. Sin
embargo, cuando se estudian comunidades
microbianas mixtas y complejas como los lodos
anaerobios, no se pueden separar o aislar por
completo todos los microorganismos presentes. La
incapacidad del cultivo de wuna comunidad
microbiana para evaluar la gran mayoria de los
microorganismos desde su ambiente ha limitado una
comprensién exacta de estos organismos (Hazen et
al., 2013).

Para enfrentar este problema, una amplia gama de
enfoques ha descrito a la metagenémica como la
herramienta para estudiar comunidades a través del
analisis de su material genético sin el cultivo de
organismos individuales. La metagendémica es
analoga a la gen6émica con la diferencia de que no se
ocupa de un unico genoma, de un clon u organismo
cultivado o caracterizado en el laboratorio, sino con
toda la comunidad microbiana presente en una
muestra, evaluando de esta forma el genoma de toda
la comunidad. La metagendémica representa un
concepto estratégico que incluye investigaciones en
tres grandes niveles interconectados
(procesamiento de la muestra, la secuenciacién del
ADN vy el andlisis funcional), con el objetivo final de

obtener una visién integral del funcionamiento de
las comunidades microbianas, que nos permitan
responder a las preguntas ;Quiénes estan alli? y ;Qué
estan haciendo? (Hernandez et al., 2014).

Gracias a la generalizacién de las técnicas de biologia
molecular, se han ensayado varias técnicas
cualitativas y cuantitativas para el estudio de la
dinamica de las poblaciones microbianas en relacion
a los diversos parametros de operaciéon y control
como la eficiencia del tratamiento la produccion de
biogds y el mejoramiento de las condiciones de
operacién. Dada su complejidad, estos microbiomas
s6lo pueden ser inspeccionados adecuadamente
utilizando técnicas de secuenciacion de alto
rendimiento.

En cuanto a la secuenciacion del ADN, existen
diferentes formas, como la secuenciacion de Maxam-
Gilbert, el método de Sanger y la pirosecuenciacion.
La secuenciacion de cuarta generacidn trajo consigo
el desarrollo de la tecnologia nanopore que busca
reemplazar estos métodos al realizar una
secuenciaciéon del genoma mas rapidamente, mas
econémicamente y potencialmente mas viable, pero
lo mas sobresaliente es la miniaturizacién del equipo
de secuenciaciéon (Nygaard et al., 2020). El minION es
un dispositivo de secuenciaciéon de bolsillo con
tecnologia de Oxford Nanopore capaz de secuenciar
genomas completos en tiempo real utilizando
enzimas unidas al nanoporo que guian el ADN hacia
el mismo (Pérez E., 2018). El tamafio del nanoporo
fuerza a que el ADN que pasa a través de él sea leido
base por base. De esta forma, a medida que pasa
alguna de las bases nitrogenadas (Adenina, Guanina,
Citosina o Timina), la corriente eléctrica varia,
permitiendo la lectura de la hebra de ADN.

En este trabajo, se realizé la identificacién
bacteriana presente en un arreglo de reactores
anaerobios de flujo ascendente con manto de lodos
(UASB, del inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket)
en estudio, mediante caracteres fenotipicos que se
observaron de la morfologia de las bacterias
(tamafio, tipo de reaccién a la tincién de Gram),
aspecto en los medios de cultivo (morfologia,
tamafio, coloracién, margenes, elevacién, superficie,
textura, opacidad), propiedades bioquimicas
(metabolismo de nitrégeno, utilizacién de hidratos
de carbono). Asi mismo, se realizé la caracterizacién
filogenética mediante taxonomia molecular de
metagendémica, basada en la ubicuidad del ARN
ribosémico (ARNr); para ello se utiliz6 un
secuenciador de bolsillo minlON para secuenciar y
caracterizar filogenéticamente el lodo procedente de
un arreglo de reactores UASB.
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Tabla 2. Reactivos utilizados para los medios de cultivo
de los grupos de bacterias acetogénicas del propianato,

formato y etanol.

Muestreo de lodos Reactivo o sustancia Cantidad
Para1llL

Se tomaron 2 muestras en recipientes estériles con Solucién mineral libre de sulfatos 50 mL

un volumen de 100 mL cada una (una muestra del

reactor acidogénico y otra muestra del reactor Oligoelementos 10 mL

metanogénico); posteriormente las muestras se K2HPO4 03g

burbujearon con NOz2 y COz en una proporcién 80:20
y se almacenaron bajo refrigeracion a 4°C hasta ser

Fe(504).7H20

1mL (1% w/v)

procesadas. Selenito de sodio 1 mL
, . . NiCl2 6H20 0.5 mL
Preparacion de los medios de cultivo
Extracto de levadura 0.1gL
Las poblaciones microbianas fueron aisladas usando Caldo de soya tripticaseina 0lg
los medios de cultivo descritos por Sandoval et al,, ) .
(2009) para los grupos de bacterias fermentadoras Resazurina 1 mL(1 % w/v)
de glucosa y el lactato (BFG) se presentan los NaHCOs3 05g
reactivos utilizados en la tabla 1. Para las bacterias .
P . Cysteine-HCl 05¢g
acetogénicas del propianato, formato y el etanol
(BAC) se mencionan los reactivos en la tabla 2. Y Etanol 1 mL
finalmen‘fe los reactivos usados para las arqueas Propianato C3H602 1g
metanogénicas del acetato, el formato y el metanol
Formato lg

(MET) se mencionan en la tabla 3.

Tabla 1. Reactivos utilizados para los medios de cultivo
de los grupos de bacterias fermentadoras de glucosa y
lactato.

Tabla 3. Reactivos utilizados para los medios de cultivo
de los grupos de bacterias metanogénicas del acetato,

formato y metanol.

Reactivo o sustancia Cantidad

Parall Reactivo o sustancia Cantidad
Solucién mineral libre de sulfatos 50 mL ParallL
Oligoelementos 10 mL K2P04 02g
K2HPO4 03¢g NH4ClI 05¢g
Fe(S04).7H20 1 mL (1% w/v) Na2504 3g
NiCL6- H20 1 mL NacCl 1.2¢g
Azul de bromotimol 1 mL (1% w/v) FeCl2 4H20 036g
Extracto de levadura 2g MgClz 6H20 04g
Caldo de soya 2g CaClz 3H20 0.15g
Selenito de sodio 1.75 g Extracto de levadura 1g
NaHCO3 25g Resazurina 1 mL
Cysteina- HCl 0.25g NaHCO3 25g
C6 H1206 10g Ethanol 1 mL
Lactato 7.2 mL Acetato de sodio 3g

Lactato 85g
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Inoculacion e incubacion de la biomasa en los
medios de cultivo

Se utilizaron botellas serolégicas con capacidad de
100 mL, se inocularon 20 mL de muestra de lodo por
80 mL de medio, posteriormente se gasearon con N2
y COz en una proporciéon 80:20 y se sellaron con
tapones de caucho de butilo y agrafes de aluminio, lo
cual permitié el uso de agujas hipodérmicas para
eliminar el exceso de gas y poder inocular. Se
incubaron a 35°C durante 27 dias.

Aislamiento de bacterias anaerobias a partir de
los medios de cultivo

A partir de los cultivos que resultaron positivos
transcurridos los 27 dias de incubacion, se inocularon
cajas Petri conteniendo agar anaerobio y se incubaron en
jarra de anaerobiosis. La prerreducciéon de los medios
sélidos se llevo a cabo utilizando sobres con reactivos
generadores de atmdsfera de COz y Hz. Transcurridas las
48 horas del periodo de incubacién se revisaron las cajas
Petri y se sefialaron las colonias aisladas. Se prepararon
extensiones a partir de las colonias seleccionadas y se
tifieron con la técnica Gram. Se obtuvieron cultivos puros
resembrando en tubos con agar inclinado a partir de cada
colonia. Estos tubos se incubaron a 37 °C durante 48
horas en condiciones de anaerobiosis.

Metabolismo bacteriano

Para conocer el metabolismo de carbohidratos de las
bacterias, se inocularon asépticamente tubos de
fermentacién con campana Durham, conteniendo
carbohidratos en caldo rojo de fenol como indicador.
Para conocer la capacidad enzimatica de las bacterias, se
realizaron las pruebas de hidrolisis del almidén y de la
gelatina, la actividad de la nitrato reductasa y de la
ureasa. Asi mismo, se realizaron las pruebas de
movilidad, formacién de sulfuros y produccién de indol
(SIM), las pruebas para diferenciar bacterias entéricas
Gram negativas (SIMMONS), la prueba de triple azticar
hierro (TSI); y las pruebas para observar la reaccion del
rojo de metilo y la de Voges Proskauer (produccién de
acetil- metil- carbinol), denominadas MR-VP
respectivamente.

Cuantificacion de los grupos funcionales de
anaerobios

El recuento de los grupos funcionales fue realizado por la
técnica de tubos multiples (APHA et al, 1998),
estimandose el ndmero mas probable de
microorganismos por cada 100 g de muestra (NMP/100
g). Para la cuantificacién se realizaron diluciones
seriadas desde 10-4 hasta 10-6. Estas diluciones fueron

inoculadas en los medios selectivos estériles, cuyos tubos
de cultivo se sellaron con tapones de caucho de butilo y
agrafes de aluminio, lo cual permitié el uso de jeringas
para agregar las muestras. Se incubaron a 35 °C durante
27 dias.

Caracterizacion filogenética

Muestreo y extraccion de DNA

Se tomaron 2 mL de cada una de las muestras de 100 mL
con que se hizo la caracterizacion fenotipica. Se pesaron
0.25 g y se colocaron en dos tubos de microcentrifuga
Eppendorf con capacidad de 2 mL. E1 ADN gendémico fue
extraido utilizando el kit comercial DNeasy® Power
Soil® Kit que es especial para sedimentos, composta, o
lodos; este kit tiene la caracteristica de eliminar los
acidos humicos y obtener asf un DNA de alta pureza para
su posterior analisis.

Cuantificacién por espectrometria y fluorimetria

Una vez extraido el ADN se cuantificé por espectrometria
y fluorimetria y se almacen6 en congelacién a - 20° C. La
verificacion de &cidos nucleicos se realiz6 con un
espectrofotometro ultravioleta visible Nanodrop™ 2000
para medida rapida de la pureza de DNA, RNA y proteinas
con micromuestra. Para la visualizacion del ADN se
realizé la electroforesis horizontal en gel de agarosa. El
gel se depositd en el generador de imagenes MiniLumi
DNR Bio-Imaging-Systems y para leer los resultados se
utilizé el programa Gel Capture.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se llevé a cabo en un termociclador SimpliAmp
Thermal Cycler Thermo Fisher Scientific. Se agregaron
2.5 pL del ADN bacteriano y 22.5 pL de PCR Mix, 0.4 uM
de primers para 16S 27F y 1492 R (MWG Eurofins,
GmBh) y se preparé un blanco con 2.5 uL de agua libre de
nucleasas en lugar de ADN y 22.5 uL de PCR Mix.

Secuenciacion

La muestra del reactor metanogénico se mand6 a
secuenciar por Ilumina. La muestra del reactor
acidogénico se secuencid con el dispositivo minION. Para
ello se preparé la muestra con un kit de ligacién (Ligation
Sequencing kit 1D (SQK-LSK108)) el cual consta de cinco
pasos principales, la reparacion de extremos, una
purificacion con perlas y etanol, la ligaciéon de
adaptadores, seguida de una segunda purificaciéon con
perlas magnéticas y finalmente la carga de la libreria en
el secuenciador minlON. La secuenciacién con minlON se
realiz6 segun las directrices del fabricante utilizando
celdas de flujo R9/R9.4 (FLO-MIN105/FLOMIN106,
ONT). La secuenciacién de minlON se control6 utilizando
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el software Oxford Nanopore Technologies MinKNOW.
Las versiones especificas del software utilizado se
determinaron mediante la inspeccién de archivos fast5
del conjunto de datos que usan un formato HDF5. Las
llamadas de base se realizaron con el programa
postsecuenciacion GUPPY (disponible de la comunidad
de usuarios de Oxford Nanopore Technologies). La
identificacion de bacterias y arqueas a nivel género se
realiz6 con la plataforma de analisis de datos basada en
la nube EPI2ZME. Las secuencias se procesaron
previamente, se filtré la calidad y se analizaron mediante
QIIME2 (version 2018.2) para la correcciéon de secuencia
y la eliminacién de quimeras. Finalmente, los graficos se
realizaron utilizando el programa krona.

Resultados y discusion
Pruebas de pretratamientos térmicos
Caracterizacion fenotipica

La matriz de datos final incorporé informaciéon de 47
cepas y 24 parametros. Se definieron siete grupos con
caracteristicas similares. Las cepas bacterianas aisladas
provenientes del caldo de cultivo acidogénico para BFG
representan a las clases Clostridia y Bacilli. Las bacterias
del grupo I incluyeron 8 cepas de bacilos grampositivos
las cuales no reducen sulfatos y presentaron patrones
bioquimicos idénticos a los de la familia Clostridiaceae,
especificamente al género Clostridium. Las bacterias del
grupo Il incluyeron 5 cepas de bacilos gramnegativos que
presentaron rasgos caracteristicos a un bacteroide. Las
bacterias del grupo III incluyeron 7 cepas de bacilos
grampositivos cuyas caracteristicas coinciden con las de
géneros diferentes de Bacillus. Las bacterias del grupo IV
incluyeron 6 cepas de cocos grampositivos con
caracteristicas similares a las de Staphylococcus. Dentro
de las bacterias anaerobias, que participan en las fases de
hidrolisis y acidogénesis, se encuentran
Peptrostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides,
Micrococcus y Clostridium (Corrales et al, 2015), siendo
Clostridium el microorganismo que se encuentra
principalmente realizando la actividad proteolitica,
aunque Lactobacillus y Bacillus, también lo hacen y en
menor medida Bifidobacterium 'y Staphylococcus
(Rodriguez, 2014).

Las cepas que se aislaron del medio de cultivo
acetogénico para BAC también tienen caracteristicas de
la familia Clostridiaceae. Las bacterias del grupo V
incluyeron 11 cepas de bacilos grampositivos, catalasa
negativos identificados como Clostridium. Por otro lado,
se encontraron 6 cepas de bacterias en el grupo VI, las
cuales fueron bacilos gramnegativos que presentan
caracteristicas de Syntrophobacter. Las bacterias
acetogénicas solo se desarrollan como productoras de Hz

junto a otras bacterias consumidoras de este, la
Syntrophomonas wolfei 'y Syntrophobacter wolinii, oxidan
acidos grasos de 4 a 8 &tomos de carbono, convierten el
propidnico, butirico y algunos alcoholes en acetato,
hidrégeno y diéxido de carbono, el cual se utiliza en la
metanogénesis (Corrales et al, 2015). Dentro de los
géneros mas sobresalientes de las Dbacterias
homoacetogénicas, se encuentran Clostridium aceticum,
Clostridium formicuaceticum y Acetobacterium wooddi
(Diaz et al, 2002).

Las cepas del grupo VII, pertenecen a los medios de
cultivo de metanogénicas (MET). Las 4 cepas aisladas
presentaron caracteristicas similares, con colonias de 5
mm, redondas, pegajosas, bordes enteros y extendidos, al
realizar la tinciéon Gram resultaron ser Gram negativas,
observandose algunas agrupaciones de bacilos largos.
Existen aproximadamente unas 90 especies de
metanégenas, distribuidas en cinco clases distintas;
Methanobacteria, Methanococci, Methanomicrobiota,
Methanopyri y Methanosarcinales (Karakashev et al,
2005). Tanto Methanococci como Methanosarcinales y
Methanomicrobiota son cocos esféricos, por lo tanto y
debido a que se obtuvieron bacilos largos, puede tratarse
de alguna especie de Methanobacteria, ya que
Methanopyri es una arquea hipertermofila, y solo crece a
temperaturas de 84 - 110°C.

Las densidades de los diferentes grupos funcionales
estudiados en los reactores UASB acidogénico y
metanogénico fueron diferentes. El orden de abundancia
fue mayor para las BFG en el reactor acidogénico con
valores de 1.1X108 y de 7.5X106 NMP/100 g de lodo en el
metanogénico. La abundancia de BAC fue de 9.3X10¢ y
1.5X107 NMP/100 g de lodo para las muestras de los
reactores acidogénico y metanogénico respectivamente.
La cantidad de MET en el reactor metanogénico fue
superior a la encontrada en el reactor acidogénico
4.8X107 y 3X105 NMP/100 g de lodo respectivamente.
Los resultados exhiben diferencias entre la diversidad
microbiana de ambos reactores, con una proporcién de
BFG>BAC>MET para el reactor acidogénico y de
BAC>MET>BFG para el reactor metanogénico. Las BAC
oxidan los productos de la fermentacidn a acetato, Hz y
CO2, pero son inhibidas a ciertas presiones parciales de
Hz, (Cajacuri et al,, 2013) de manera que su proliferaciéon
depende de la eliminacién de este gas por parte de otros
grupos microbianos; de acuerdo con lo anterior, se
pueden observar densidades mayores de BAC en el
reactor metanogénico debido a la relacidon sintréfica
entre MET y BAC, ya que la presencia de las BAC asegura
la materia prima para las MET, degradidndose
eficientemente la materia organica para producir CHs y,
por tanto disminuyendo la Demanda quimica de oxigeno
(DQO) de salida.
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Caracterizacion filogenética

En la figura 1 se muestran los resultados de la
secuenciacion de 16s rRNA obtenida en las muestras de
los reactores acidogénico y metanogénico.

mGOUTA4

. Lentisphaerae
NKB19
Nitrospirae
OoD1
OP11
mOP9
B Planctomycetes
. M Proteobacteria

100% W Arqueas

M Acidobacterias
Actinobacterias
Armatimona

H BRC1

M Bacteroidetes

B Chlamidiae

B Chlorobi

M Chloroflexi

M Elusimicrobiales

W Firmicutes

50% MW Series12

Abundancia relativa

B Spirochaetes

0% Reac genifboynereistetes

100% M Fusobacteriales
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Patescibacteria
B Bacteroidetes
B Planctomycetes
B Campilobacterales
B Spirochaetes
B Atribacteria
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B Synergistaceae
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M Lentisphaerae
Nanoarchaeota
Euryarcheota
Metazoa
Charophyta
Proteobacteria

0% Reactommetanogénicd® Inasignadas

Abundancia relativa

Figura 1. Composicién de la comunidad bacteriana. A)
abundancia relativa de los diferentes filos (%) en la
muestra de lodo del reactor acidogénico. B) ) abundancia
relativa de los diferentes filos (%) del reactor
metanogénico.

Las bacterias que participan activamente en la etapa de
hidrélisis en reactores anaerobios pertenecen
principalmente a los filos Chloroflexi, Firmicutes,

Bacteroidetes y Synerigistetes; posteriormente, bacterias
pertenecientes a los filos Planctomycetes, Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Synergistetes se encargan de
la degradacion en la acidogénesis (Etchebehere C., 2019).
Por su parte, de los filos Proteobacteria y Firmicutes son
las principales bacterias productoras de acetato, COz2y Hz
en la acetogénesis (Callejas et al., 2019).

Este estudio es consistente con lo reportado en literatura,
ya que la caracterizacion filogenética reporté la
presencia de los filos Proteobacteria (37%),
Bacteroidetes (27%), Chloroflexi (15%), Acidobacteria
(11%), el taxén OD1 (7%), Actinobacteria (0.2%),
Firmicutes y Synergistetes (0.1%) entre otros en el
reactor acidogénico. Mientras que en el reactor
metanogénico se encontrd la presencia de Firmicutes
(22%), Proteobacteria (12%), Bacteroidetes (10%),
Nanoarchaeaeota (9%), Euryarchaeota (7%), Chloroflexi
(3%) y Metazoa (2%).

En la figura 2, se muestran los resultados graficos
obtenidos del programa giime2 en Krona. Los resultados
de la secuenciacion muestran un 99% de bacterias, un
0.01% de arqueas y 0.99% de organismos no
identificados. De las bacterias, la mayor parte estan
constituidas por proteobacterias, de estas, el 36% no fue
identificado, el 27% corresponde a betaproteobacterias,
el 19% a deltaproteobacterias, el 12% a
gammaproteobacterias, 4% a alphaproteobacterias y el
2% restante a epsilonproteobacterias.

Dentro de las proteobacterias que son bacterias Gram
negativas con una pared celular formada principalmente
de lipopolisacaridos, se encontraron
betaproteobacterias, dentro de este grupo se observan
las familias de organismos Rodocyclaceae, Thiobacillus y
Comamonadaceae que utilizan como nutrientes los
compuestos obtenidos de la descomposicién anaerobia
de materia organica como hidrégeno, metano y
amoniaco, son anaerobias facultativas y muchas veces se
encuentran en muestras ambientales de agua o suelo.
También se encontraron las deltaproteobacterias que
son predadores de otras bacterias y contribuyen en el
ciclo del azufre el género Syntrophus como
Syntrophaceae y Syntrophobacteriales.

Se report6 también la presencia del taxén OD1, que es un
filo candidato de un extenso grupo de bacterias
recientemente propuesto sobre la base de analisis
gendmicos llamado también Parcubacteria (Harris,
2004). Estas bacterias se caracterizan por células
extremadamente pequefias, genomas reducidos y
capacidades metabdlicas limitadas, centradas
principalmente en la fermentacién, que generalmente
viven como simbiontes en comunidades microbianas. En
la figura 3, se muestran los graficos de las
proteobacterias beta y delta.
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Figura 2. Porcentajes de microorganismos presentes en la Figura 3. Porcentajes de proteobacterias presentes en la
muestra de lodo residual. A) Porcentaje del todo. B) Porcentaje muestra de lodo residual. A). Betaproteobacterias, B)
correspondiente a las proteobacterias. Deltaproteobacterias.
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En la figura 4 se aprecia la distribucion de las
alphaproteobacterias como Riketsiales en este caso
Mitochondria que crecen con concentraciones muy bajas
de nutrientes. También se muestra el segundo filo que se
encontro en la muestra que fue el de Cloroflexi.

Alphaproteobacteria
Total: 11
Unassigned: 5
6% of
Proteobacteria
0.1% of
Bacteria
0.1% of
all
\
Alphaproteobacteria |
Protecbacteria | 459 o
Bacleria iz
Obacterig)
B
Chioroflexi
Total: &7
Unassigned: 2
0.9% of

Bacteria

0.9% of
all

Chloroflexi
Bacleria
all

Figura 4. Porcentajes de la clase alphaproteobacterias y
Filo Cloroflexi presentes en la muestra.

En la figura 5 se pueden observar los filos Firmicutes y
Bacteroidetes. Dentro de los firmicutes se localizaron
clases de Clostridia y Bacilli, con los géneros Clostridium,
Staphylococcus 'y Syntrophomonas. Por su parte los
bacteroides se encontraron en un porcentaje del 0.9 del
total de las bacterias con la presencia de bacteroidales
como el Blvii28.

Figura 5. Presencia de los phylum Firmicutes y
Bacteroides

En la figura 6 se pueden observar los filos Spirochaetes y
Planctomycetes. De los primeros, también llamados
espiroquetas debido a que tienen células enrolladas en
forma de sacacorchos o espirales, los cuales permiten
que se mueva, se encontraron los géneros Treponema y
Leptonema. Sobre los Planctomycetes, se puede
mencionar que tienen una alta capacidad de sintesis de
esteroles, un tipo de lipidos sintetizados a partir de
acetil-coenzima A, a través de la via HMG-CoA reductasa;
el 50 de los planctomycetes corresponde a la familia
Pirellulaceae que se encuentra cominmente en muestras
de suelo.
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Figura 6. Presencia de los
Planctomycetes

phylum Spirochaetes y

Conclusiones

El uso de la microscopia tradicional aport6 informacién
cualitativa de wuna importante diversidad de
componentes de la comunidad microbiana. El objetivo de
este trabajo fue la caracterizacion de la estructura y
dinamica de las comunidades de microorganismos que
habitan los lodos anaeorbios, mediante la adopcién de
una estrategia mixta, que integré técnicas de microscopia
y de biologia molecular.

La caracterizacion fenotipica reporté la presencia de los
géneros Clostridium, Bacteroides y Staphylococcus en el
medio acidogénico, y de Bacillus y Syntrophobacter en el
acetogénico. No se encontraron bacterias
sulfatorreductoras en los aislados al realizar las pruebas
bioquimicas. Se encontr6 la presencia de
Methanobacetrium en los aislados del reactor
metanogénico.

La caracterizacion filogenética reportd la presencia de
los filos Firmicutes (22%), Proteobacteria (12%),
Bacteroidetes (10%), Nanoarchaeaeota (9 %),
Euryarchaeota (7%), Chloroflexi (3%) y Metazoa (2 %)
dentro del reactor metanogénico. Mientras que en el
reactor acidogénico se encontr6 la presencia de
Proteobacteria (37%), Bacteroidetes (27%), Chloroflexi
(15%), Acidobacteria (11%), el taxén OD1 (3%),
Actinobacteria (0.2%), Firmicutes y Synergistetes
(0.1%).

Los resultados presentados en este estudio aportan
evidencias sobre la dindmica poblacional de reactores
anaerobios UASB, durante el tratamiento de lodos
residuales. El presente estudio, proporciona los
resultados de un analisis preliminar de las comunidades
microbianas en reactores anaerobios basado en la
secuenciacion de amplicon del gen 16S rRNA, utilizando
la tecnologia de [lumina y el MinION de Oxford Nanopore
Technologies (ONT). Con base a los resultados
microbiolégicos se buscaran correlaciones con los
parametros de operacion que puedan facilitar la
comprension del comportamiento del proceso.
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