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RESUMEN

El proceso de lodos activados es cominmente utilizado en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) para reducir la con-
centracién de materia organica disuelta que llega en el afluente. A pesar de los avances en el estudio de las comunidades microbia-
nas de los lodos activados, falta mucho para entender su potencial funcional y su variabilidad ante las fluctuaciones temporales del
afluente y los cambios en la operacion de las PTAR. En consecuencia, en este trabajo se analizé la variacion del potencial metabdli-
co de la comunidad bacteriana del lodo activado a lo largo de un ciclo anual y se relacioné esa dindmica con variables ambientales
y operacionales de una PTAR con alcantarillado combinado. La prediccion del metagenoma de la comunidad bacteriana se realiz6
con PICRUSt2. Esta aproximacion permitié evidenciar el fenémeno de redundancia funcional en la comunidad. También, se logré
analizar la fluctuacion temporal de los genes asociados a procesos relacionados con los ciclos del nitrégeno y azufre y su relacién
con variables ambientales y operacionales de la PTAR. Se encontré que dichos procesos estan relacionados diferencialmente con la
precipitacion y los cambios en la edad de lodo observados para el periodo estudiado. Estos resultados contribuyen al entendimien-
to de las dindmicas de la comunidad bacteriana con relacion al funcionamiento de este tipo de sistemas biotecnoldgicos.

Palabras clave: afluente combinado, edad de lodo, metabolismo energético, precipitacién, redundancia funcional.

* ** Investigadora, Microbidloga Industrial y Ambiental, Universidad de Antioquia. natalie.diaz@udea.edu.co. ORCID ID:
https://orcid.org/0000-0003-3089-4204 y https://orcid.org/0000-0003-0576-9735

***  Estudiante de maestria en ingenierfa ambiental, Universidad de Antioquia.

****  Post Doc, PhD Ciencias de los Suelos, Universidad de Antioquia. ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-1982-6983

R Microbidlogo, MSc., PhD, Docente Universidad de Antioquia. ORCID ID: https://orcid.org/0000-0003-1610-3998

R Microbidloga, MSc., PhD Biologia, Docente Universidad de Antioquia. ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-7600-533X

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXIV No. 2 Julio - Diciembre 2022, 26 - 35 26



ABSTRACT

Activated sludge process is commonly used in wastewater treatment plants (WWTP) where a microbial community removes the
organic matter from the influent. Despite the advances in the study of this community, there is still a gap of knowledge about its
functional potential and its variability due to temporary fluctuations of the influent and the WWTP operation. Therefore, this work
analyzed the metabolic potential variation of the activated sludge bacterial community throughout an annual cycle. Furthermore,
the dynamics of the bacterial community was related to environmental and operating variables of a WWTP with combined sewer-
age. The metagenome prediction of the bacterial community was carried out with PICRUSt2. This approach allowed to demon-
strate the phenomenon of functional redundancy in the community. Moreover, the temporal fluctuation of genes associated with
the nitrogen and sulfur cycles and their relationship with environmental and the operating variables of the WWTP were analyzed. It
was found that those processes were differentially related to precipitation events and variations in the sludge age observed during
the studied period. These results contribute to the understanding of the bacterial community dynamics in relation to the functioning

of this type of biotechnological systems.

Keywords: combined influent, sludge age, energy metabolism, rainfall, functional redundancy.
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INTRODUCCION

El proceso de lodos activados es el tratamiento biol6gi-
co mas utilizado para la depuracién de las aguas resi-
duales urbanas en el mundo (Daigger, 2014; Xia et al.,
2018). A pesar de que este proceso depende principal-
mente de la actividad metabdlica de comunidades mi-
crobianas, adn es dificil incorporar el conocimiento de
estas comunidades a la comprension de este proceso
biotecnolégico. Lo anterior explica por qué este proceso
se continda operando como un modelo de caja negra
(De los Reyes et al., 2015; Xia et al., 2018). Por lo tanto,
se requieren mas esfuerzos para comprender la dinami-
ca de esta comunidad, pues sin duda es mas compleja
de lo que asumen los modelos actuales vy, sus fluctuacio-
nes pueden afectar el desempefio del sistema.

El progreso en las técnicas de secuenciacion masiva ha
permitido aproximarse a la composicion taxonémica de
la comunidad microbiana de los lodos activados y des-
cribir el potencial funcional algunas de estas comunida-
des (Dueholm, 2022; Guo et al, 2017; Tian & Wang,
2020; Xie et al., 2021). Ademas, se ha avanzado en el
analisis de la relacion entre la composicion de la comu-
nidad bacteriana y las variables ambientales, de opera-
cién y de funcionamiento entre diferentes plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) (Chen et al,
2020; Wu et al., 2019). A pesar del caracter dinamico de
los sistemas de lodos activados, se ha prestado menos
atencion a la variabilidad temporal de la estructura de la
comunidad y su potencial funcional. Por lo tanto, cono-
cer la dinamica temporal de las comunidades bacteria-
nas y su impacto sobre el potencial funcional es un paso
fundamental en la comprensiéon de la microbiologia de
lodos activados.

Aprobado: noviembre 10 de 2022

En general, las comunidades bacterianas de las PTAR pue-
den estar sometidas a fluctuaciones en la composicion del
afluente en funcion de la proporcion de descargas domésti-
cas, industriales y de escorrentia. Por lo tanto, es légico pen-
sar que la estructura de la comunidad bacteriana responda
a esas fluctuaciones generando cambios en su composicion
taxondémica (Amanatidou et al., 2016; Sato et al., 2016; Tan
et al, 2021). Dado que diferentes taxones son capaces de
llevar a cabo una misma funcién (i.e. redundancia funcional)
(Kuypers et al., 2018; Louca et al,, 2018), se ha observado
que la composicién taxonémica de la comunidad bacteria-
na no necesariamente conduce a cambios en el funciona-
miento del sistema de tratamiento (Chen et al., 2020; Fan et
al., 2018; Fernandez-Gonzalez et al., 2016); contribuyendo
de esta manera a la estabilidad funcional del sistema. Por lo
tanto, para avanzar en la asociacion de la dinamica de la
comunidad bacteriana al proceso de tratamiento es preciso
enfocarse en los cambios a nivel funcional mas que en
aquellos que ocurren a nivel taxonémico.

La metagenémica es una herramienta que se ha utilizado
para obtener perfiles funcionales de comunidades micro-
bianas; pero, esta aproximacién resulta ser una alternativa
muy costosa cuando se busca analizar mdltiples muestras
de comunidades complejas (Agrawal et al, 2019). En res-
puesta a lo anterior se han venido implementando herra-
mientas como Tax4fun2 y PICRUSt; que permiten prede-
cir el perfil funcional de la comunidad basiandose en el
gen marcador ARNr 16S. Aunque se han llevado a cabo
varios estudios para caracterizar el potencial metabdlico
de comunidades bacterianas en las PTAR usando PICRUSt
(Ahmed et al,, 2017; Fan et al., 2018; Lin et al., 2019), po-
cos estudios han explotado el potencial de esta herramien-
ta para el andlisis temporal de los perfiles metabdlicos de
comunidades complejas como aquella que funciona en el
proceso de lodos activados.
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En este trabajo se implementé el uso de la herramienta
PICRUSt2, para analizar la variacion del potencial meta-
bélico de la comunidad bacteriana del lodo activado a
lo largo de un ciclo anual y relacionar dicha dinamica
con algunas variables ambientales y operacionales de
una PTAR que trata el agua proveniente de un alcantari-
llado que combina aguas residuales industriales, domés-
ticas y de escorrentia.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion de la planta y muestreo

La planta de tratamiento de aguas residuales elegida para
este estudio trata un caudal promedio de 1,3 m*s' prove-
niente de un sistema de alcantarillado que combina aguas
residuales industriales, domésticas y pluviales. Para este traba-
jo, se recolectaron un total de 66 muestras de lodo activado
en el tanque de aireacion de la PTAR con una frecuencia de
muestreo diaria, aproximadamente durante una semana en
cada mes, entre enero y octubre de 2018 (exceptuando ju-
lio); rango temporal que cubre la variabilidad climatica en la
region. Por cada muestra se tomaron dos réplicas para la
extraccion de ADN. Para esto, se centrifugaron por duplicado
13 mL de muestra a 4.000 rpm por 10 minutos y se transfirie-
ron 0,5 g del pellet a tubos de 5 mL del kit DNeasy® Power-
Soil® (Qiagen). Estas submuestras fueron almacenadas a -20°
C hasta la posterior extraccion del ADN. La empresa a cargo
de la operacion de la planta suministré los datos correspon-
dientes a edad de lodos, concentracion de DBOs del afluente
y porcentaje de remocion de DBOs. Los datos de precipita-
cion se tomaron del SIATA (Sistema de Alerta Temprana del
valle de Aburrd) (SIATA, 2018).

Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion del
gen ARNr 16S y procesamiento de las secuencias.

Se utilizé el kit comercial DNeasy® PowerSoil® (Qiagen)
para extraer el ADN comunitario siguiendo las instruc-
ciones del fabricante; se amplificé y secuencié en el
Institute of Urban Environment (Chinese Academy of
Sciences) la region V4 del gen ARNr 16S de la comuni-
dad bacteriana presente en las muestras de lodo. Para
ello, se utilizé el cebador forward 515F-Y (5- GTGYCA-
GCMGCCGCGGTAA), modificado del cebador forward
515F-C de Caporaso et al. (2012) vy, el cebador reverse
926R (5-CCGYCAATTYMTTTRAGTIT) propuesto por
Quince et al. (2011). Los productos de amplificacion
fueron secuenciados usando Illlumina MiSeq con proto-
colo paired-end. Posteriormente, se sigui6 la ruta de tra-
bajo de DADA2 (Callahan et al., 2016) a través de la
plataforma QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology) (Bolyen et al., 2019) para procesar los datos
crudos y generar secuencias apareadas de alta calidad
libres de quimeras, para cada muestra. De este procedi-
miento se obtuvo una tabla de ASVs (Amplicon Sequen-

ce Variants - 100% de identidad), a partir de la cual se
generé una tabla de OTUs (Operational Taxonomic
units) utilizando el método de agrupamiento vsearch de-
novo con una identidad del 99% (Rognes et al., 2016).

Prediccion de la composicion funcional de la comuni-
dad bacteriana del lodo activado

Se utiliz6 la herramienta bioinformatica PICRUSt2
(Douglas et al., 2020) para predecir el perfil funcional de
la comunidad con base en las ASV obtenidas. Para esto,
se corrio la linea de procesamiento picrust2_pipeline.py,
se obtuvieron los identificadores ortélogos funcionales
(i.e. nimeros KO) y se realizé la asignacion funcional de
cada uno utilizando la base de datos KEGG Pathway
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa
etal, 2019).

Analisis estadistico

De manera exploratoria, se utilizé el andlisis de ordena-
cion PCoA (andlisis de coordenadas principales) para
visualizar los patrones de distribucion de los datos tanto
de la composicién taxonémica como de la composicién
funcional de la comunidad bacteriana del lodo activado.
Para esta ordenacion, realizada en RStudio, se utiliz6 el
indice de Bray-Curtis, ademas de un analisis de similitud
(ANOSIM) con el fin de evaluar la significancia.

El analisis temporal de los procesos de obtencién de ener-
gia, asociados al metabolismo del nitr6geno y del azufre
de la comunidad bacteriana, fue realizado utilizando la
herramienta Statistical Analysis of Metagenomic (and ot-
her) Profiles (STAMP) (Parks et al., 2014). Por otra parte, se
analiz6 la relacion entre la variacion en la abundancia de
los nimeros KO de algunas rutas metabdlicas y el cambio
en las variables ambientales y de operacion de la PTAR
(DBO:s a la entrada del tanque de aireacion, precipitacion
acumulada y edad de lodo), usando el indice de correla-
cién de Spearman en RStudio.

RESULTADOS

Comparacion entre la composicion taxonomica y la
composicion funcional de la comunidad bacteriana

A partir de la amplificacién y secuenciacion de la regiéon
hipervariable V4 del gen ARNr 16S, en las 66 muestras, se
obtuvo un total de 16.674 ASVs y un total de 2.426
OTUs. PICRUSt2 permitié inferir el perfil funcional de la
comunidad bacteriana presente en cada una de las mues-
tras. Asi, fue posible explorar simultineamente los patro-
nes de beta-diversidad taxonémica y de beta-diversidad
funcional de la comunidad bacteriana estudiada.

La distribucion de la diversidad taxonémica mostré un
patrén contrastante al de la diversidad funcional (figura

Andlisis funcional de la comunidad bacteriana del lodo activado
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Figura 1. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de la comunidad bacteriana del
lodo activado de la PTAR diferenciado por meses, usando el indice de Bray-Curtis. A.
Composicién taxonémica. B. Composicién funcional.

1). En el caso de la composicién taxondmica (figura 1A),
se observé la ordenaciéon de las muestras en cuatro gru-
pos: G1 (enero y febrero), G2 (marzo y abril), G3
(mayo) y G4 (septiembre y octubre). Por su parte, en la
ordenacién de la composicion funcional (figura 1B), se
observé una agrupacion de las muestras solo en mayo,
septiembre y octubre. Esto fue coherente con el resulta-
do de la prueba ANOSIM, que evidencié una alta segre-
gacion entre los grupos para la composicion taxonémica
(ANOSIM - R? =0,785); diferente a lo encontrado para la
composicion funcional, donde se observé una mayor
dispersion entre las muestras de cada mes (ANOSIM - R?
=0,179).

Analisis de la composicion funcional de los procesos
de obtencion de energia

La prediccion del potencial funcional arrojé un total de
6.123 ndmeros KO, con un rango de mediciones de
NSTI (Nearest Sequenced Taxon Index) entre 0,04 vy

0,15 con un promedio de 0,07+0,03, lo que corrobora
la confiabilidad de los resultados de la prediccién. Luego
de realizar la asignacion funcional de los nimeros KO
predichos se encontraron funciones pertenecientes a
256 rutas metabolicas.

En el conjunto del total de muestras, se encontré que la
mayoria de los nimeros KO (48%) pertenecen a la cate-
goria “Metabolismo” del nivel 1 de KEGG, seguida de
“No incluida en ruta o Brite” (26%), compuesta por to-
dos los genes que no han sido asociados a una ruta es-
pecifica de KEGG, lo que implica que se desconoce la
funcién de gran cantidad de genes inferidos para la co-
munidad de lodo activado estudiada. Detallando un po-
co mas, se encontré que las funciones mas abundantes
dentro de la categoria “Metabolismo” fueron aquellas
relacionadas con procesos metabdlicos centrales para
las células (i.e. metabolismo de carbohidratos, metabolis-
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mo de aminoacidos, metabolismo de cofactores y vita-
minas y metabolismo energético).

Algunos de los procesos de obtencion de energia impor-
tantes para las comunidades bacterianas y de influencia
en las plantas de tratamiento de agua residual se en-
cuentran contenidos en las categorias “Metabolismo del
nitrégeno” y “Metabolismo del azufre” del nivel 3 de
KEGG. Para estas se encontraron 43 y 83 ndmeros KO,
respectivamente. Con relacion al metabolismo del nitro-
geno, se hallaron genes para todos los procesos
(nitrificacion, desnitrificacion, reduccion desasimilatoria
del nitrato, reduccion asimilatoria del nitrato y fijacion
del nitrogeno) exceptuando anammox. En el caso del
metabolismo del azufre se encontraron genes de reduc-
cién asimilatoria del sulfato, oxidacion y reduccion
desasimilatoria del sulfato y sistema SOX.

Al explorar la dinamica temporal de la abundancia relati-
va de los nimeros KO asociados con los procesos men-
cionados anteriormente, se observé que dicha abundan-
cia fluctué en el tiempo y que el patrén de variacion fue
diferente entre los procesos (figura 2). Para nitrificacion,
desnitrificacion y reduccion desasimilatoria de nitrato se
encontré un descenso en la abundancia de genes para
los meses de septiembre y octubre (figura 2A, 2B y 2C,
respectivamente); contrario a lo visto para reduccion
asimilatoria de nitrato donde en estos mismos meses
hubo un aumento en la abundancia (figura 2D). Por otro
lado, la mayor proporciéon de los ndmeros KO, en los
procesos relacionados con el azufre, se encontré en los
meses de mayo y octubre (figura 2E y 2F).

También se observé que funciones como nitrificacion,
reduccién asimilatoria de nitrato y oxidacién y reduccion
desasimilatoria de sulfato estuvieron poco representadas
en las muestras y que, aunque sus abundancias fluctuaron
en el tiempo, siempre se mantuvieron por debajo de 6%,
5% y 0,5%, respectivamente (figura 2A, 2D y 2F). Mientras
que, desnitrificacion, reduccion desasimilatoria de nitrato y
reduccién asimilatoria de sulfato fueron los procesos mas
abundantes (figura 2B, 2C y 2E).

Relacion entre los procesos de obtencion de energia y
las variables ambientales y de operacion

En el comportamiento anual de la precipitacion (figura
3B) se evidencia que los meses de abril, mayo, septiem-
bre y octubre presentaron en 2018 los niveles mas altos
de precipitacion. Esos meses corresponden al periodo
del ano en el que la concentracion de DBOs en el
afluente de la PTAR presenté los niveles mas bajos
(figura 3A). Por otro lado, en los meses de agosto, sep-
tiembre y octubre, la PTAR trabajé a una mayor edad de
lodos en comparacion con los otros meses (figura 3C).

Se realizé un andlisis de correlaciéon con el fin de explo-
rar los parametros de la planta que podrian estar relacio-
nados con la variacion temporal en la abundancia relati-
va de los nimeros KO descrita anteriormente. Se pudo
observar que la precipitacion acumulada y la edad de
lodos se relacionaron significativamente con la mayoria
de los procesos (figura 4). Se encontré una relacion posi-
tiva entre la precipitacion y la abundancia de nimeros
KO asociados con el metabolismo del azufre. En con-
traste, la precipitacion se relacioné negativamente con
la abundancia de KO correspondientes a la reducciéon
desasimilatoria de nitrato y a la nitrificacion. Adicional-
mente, se evidencié que la concentracion de materia
organica (DBOs) del afluentese correlacioné positiva-
mente con la abundancia de KO asociados a la reduc-
cion desasimilatoria y asimilatoria de nitrato y, negativa-
mente con la abundancia de aquellos asociados con la
reduccién asimilatoria de sulfato. Por otra parte, se ob-
servo que la edad de lodos se relacioné negativamente
con la abundancia de KO de las rutas de reduccion
desasimilatoria de nitrato, nitrificacién y desnitrificacion
y solo positivamente con la abundancia de KO asocia-
dos con la reduccion asimilatoria de sulfato.

DISCUSION

La estabilidad funcional de sistemas biotecnolégicos
como las PTAR depende de la comunidad microbiana
que lleva a cabo la remocién de materia organica del
agua residual. En algunos estudios experimentales con
biorreactores se ha encontrado un rendimiento estable
del sistema a pesar de la variabilidad observada en la
composicion taxonémica de la comunidad bacteriana
(Fernandez-Gonzalez et al., 2016; Wang et al., 2011).
Este comportamiento podria explicarse por el fenémeno
conocido como redundancia funcional, lo cual implica
que diferentes especies pueden realizar una misma fun-
cion (Kuypers et al., 2018; Louca et al., 2018). Al comparar
la variacion en la composicion taxonémica y funcional de
la comunidad bacteriana del lodo activado se encontré
que la diversidad funcional fue mas estable a lo largo del
ano, mientras que la composicién taxonémica en enero-
febrero fue diferente a la de marzo-abril y a la de mayo,
septiembre y octubre (figura 1). Este comportamiento con-
cuerda con los resultados obtenidos por Chen et al. (2020)
y Fan et al. (2018) en otras PTAR, y apoya la idea de que
los cambios a nivel taxonémico no siempre conducen a
cambios a nivel funcional de la comunidad. Estos resulta-
dos sugieren que la composicion funcional de la comuni-
dad bacteriana del lodo activado podria ser un mejor pre-
dictor del funcionamiento del sistema de tratamiento. Por
lo tanto, el esfuerzo por entender los factores ambientales
y operacionales que pueden afectar el desempefio de los
sistemas de tratamiento de aguas residuales deberia enfo-
carse en explorar las relaciones entre dichos factores y

Andlisis funcional de la comunidad bacteriana del lodo activado

30



6 16
+ r
4
15 F
+
sk
-
_ 14}
z | L R
9 3 = = =
] pr +
5 4 + g B
E B =
Z = z
@ 2
H FERFYS
< 4
I
] e
o 2 g
g s 1}
£ g *
o a r
b4 10 | )
s
==
9|
L L L L L . . . . gl . n L . . n L L
Cne Feb Mar Apr May  Jun Agc  Sep Oct Ene Feb Mar Abr May  Jun Ago  Sep Oct
¢ D
16.5 - o
16.0 |

1551
]

— F
g = .
£ = 4 9 40 ¥
& sot o
2 2
g T
2145] -
< 2 2 =
c
. < =)
b & == ==
g 140} g
2 =l
3 2 5,
& g 20f
:
1351 —
25|
1o .
1250~ - - L L . 1 L 20 . . L . . L
Ene  Feb  Mar  Abr  May Jun  Ago Sep  Oct Ene Feb Mar Abr May Jun  Ago Sep  Oct
E F
05
0
27t
+ - 04
s == -
g H
] + &
ot 2
e FICELS
E 3
g 5 2 .
3 —
v 24 - ke +
= =
E=
8 - S 0z
o . g
E_ 23 g
o
o =
&— o
22 .
-
FINS
20 L . . . . . . 0.0l L L L L L L L L
Ere  Feb Mar  Abr  May Jun  Age Sep Oct Ere feb  Mar  &br  May jun  Ago Sep Ot

Figura 2. Patrones de variacién mensual de la abundancia relativa de los nimeros KO
relacionados con las rutas de los ciclos del nitrégeno y azufre (proporcién con respecto al
total de nimeros KO del metabolismo del nitrégeno y del azufre, respectivamente). A.
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aspectos funcionales de la comunidad bacteriana de los
lodos activados.

Los compuestos del nitrégeno, en especial el amonio,
son después de la materia organica carbonacea los com-
ponentes mas abundantes del agua residual municipal.
Curiosamente, aunque la PTAR estudiada no contaba en
ese momento con la configuracién necesaria para la
remocion de nitrégeno, se encontré un mayor porcenta-
je de nimeros KO asociados con las rutas anoxicas de
reduccion desasimilatoria de nitrato y desnitrificacion,
en comparacion con el proceso aerobio de nitrificacion.
Este resultado podria explicarse por la amplia distribu-
cion que tienen los genes asociados a estas rutas anoxi-
cas en diferentes grupos filogenéticos del dominio Bac-
teria (Kuypers et al, 2018). Adicionalmente, hay que
tener en cuenta que este estudio describe solamente el
potencial funcional porque se basa en una aproximacion
predictiva basada en los datos del gen ARNr 16S. Por lo
tanto, se desconoce hasta qué punto los genes de una u
otra ruta se estan expresando bajo las condiciones de la
PTAR. Sin embargo, se puede inferir que la comunidad
bacteriana de esta PTAR tiene el potencial metabdlico
necesario para realizar el proceso de desnitrificacion si
se dieran condiciones anoxicas.

Por otra parte, la forma mas oxidada del azufre, el ion
sulfato, estd comidnmente presente tanto en aguas resi-
duales industriales como domésticas (Delgado Vela et
al,, 2018; Hao et al., 2014). Teniendo en cuenta la dispo-
nibilidad de sulfato en el afluente y la configuracion ae-
robica del sistema de lodos activados de la PTAR, resulta
coherente el haber encontrado una mayor proporcion
de ndmeros KO asociados con la reduccién asimilatoria
del sulfato en comparacion con aquellos relacionados
con las reacciones desasimilatorias del mismo. Lo ante-
rior sugiere que la comunidad bacteriana de los lodos
activados de esta PTAR tiene un mayor potencial para
incorporar el sulfato en biomasa, que para respirarlo
anaerébicamente y producir sulfuro de hidrégeno me-
diante la reduccion desasimilatoria del sulfato.

El hecho de que el sistema de alcantarillado reciba apor-
tes de agua lluvia, expone a la comunidad microbiana
del lodo activado a cambios repentinos en el afluente,
que pueden alterar el proceso de depuracion del agua
residual (Amanatidou et al.,, 2016; Sato et al., 2016). En
este contexto, es interesante evidenciar como durante
los meses mas lluviosos (mayo, septiembre y octubre)
disminuyé la abundancia de genes relacionados con las
rutas de la reduccion desasimilatoria de nitrato y de la
nitrificacion (figuras 2A y 2C), pero aumenté el nimero
de genes asociados con el metabolismo del azufre
(figuras 2E y 2F). Lo anterior, concuerda con los patro-

nes opuestos que se observan en las correlaciones entre
la precipitacién y la abundancia de genes de ambos ti-
pos de rutas (figura 4). Adicionalmente, cabe notar el
comportamiento inverso que observamos en la relacion
entre la abundancia de genes asociados con la reduc-
cion desasimilatoria del nitrato y la concentracion de
materia organica (DBOs) en el afluente, en comparacion
con la correlacion con la precipitacion; en el caso de la
DBO:s la relacion es positiva, mientras que con la precipi-
tacion es negativa. Este mismo comportamiento inverso
se observo en las correlaciones que se obtuvieron con la
abundancia de genes asociados con la reduccién asimi-
latoria de sulfato; en este caso la correlacion de estos
genes con la precipitacion es positiva, pero negativa con
la concentracion de DBOs del afluente (figura 4). Esa
diferencia entre el efecto de la precipitacion y el de la
concentracion de materia organica en el afluente sobre
la abundancia de los genes podria explicarse por la aso-
ciacién que hay entre estas dos variables; el agua lluvia
al combinarse, en el alcantarillado, con el agua residual
causa una dilucion en la concentracion de materia orga-
nica del afluente. En cualquier caso, los resultados sugie-
ren que los niveles de precipitacion, en el drea de drena-
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je del sistema de alcantarillado de la PTAR, influencian
de manera diferencial el potencial funcional de la comu-
nidad bacteriana del lodo activado.

Teniendo en cuenta que la edad de lodos brinda una
idea del tiempo de retencion de los microorganismos en
el sistema, se espera que cambios en este parametro de
operacion en la PTAR tengan un efecto sobre la diversi-
dad funcional de la comunidad bacteriana estudiada
(Amanatidou et al.,, 2016; Pala-Ozkok et al., 2013). Por
lo tanto, el andlisis de correlacion revel6 que un incre-
mento en la edad de lodos favorece la abundancia de
los genes asociados a procesos como reduccién asimila-
toria de nitrato, a la vez que desfavorece la abundancia
de otros genes como aquellos relacionados con reduc-
cion desasimilatoria de nitrato, desnitrificacion y nitrifica-
cion (figura 4). Sin embargo, llama la atencién el encon-
trar una relaciéon negativa entre la edad de lodos y la
abundancia de genes relacionados con la nitrificacion,
pues se esperaria que un mayor tiempo de retencion
favoreciera la proliferacion de bacterias de crecimiento
lento como las nitrificantes (Siripong & Rittmann, 2007).
Por otra parte, se evidencié un efecto combinado entre la
edad de lodos y la precipitacion sobre la diversidad funcio-
nal de la comunidad bacteriana. Esta interaccién permite
explicar por qué la dindmica temporal de la abundancia
de genes es diferente para los meses de lluvia que difieren
en la edad de lodos (ver detalle en figura 2, septiembre-
octubre vs mayo). Esto lleva a plantear la necesidad de
realizar estudios posteriores, con datos que permitan ge-
nerar modelos de regresion mdltiple en donde se cuantifi-
que el efecto de las interacciones de los diferentes para-
metros sobre la diversidad funcional de la comunidad bac-
teriana de este tipo de sistemas.

CONCLUSION

A partir de la prediccion del metagenoma se logré des-
cribir la dinamica temporal de ciertas funciones de la
comunidad bacteriana del lodo activado a escala real.
Esta aproximacion permitié comparar las composiciones
taxonémica y funcional de la comunidad bacteriana;
con lo cual se evidencié que cambios a nivel taxonémi-
co no siempre conducen a cambios a nivel funcional.
Ademas, con el andlisis de la dindmica temporal de la
abundancia de genes relacionados con el ciclo del nitro-
geno y del azufre, se mostréo que la concentracion de
materia organica en el afluente tiene efectos opuestos
sobre estas funciones metabdlicas de la comunidad. Por
lo tanto, es importante profundizar en el andlisis de los
factores que influencian la dinamica de la composicion
funcional para entender mejor los mecanismos que favo-
recen el funcionamiento estable del sistema de lodos
activados.
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