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Resumen

Titulo: Analisis metagenomico e identificacion de microorganismos indicadores de la alteracion
de la calidad del agua en el Embalse de Bucaramanga.™

Autor: Jessica Andrea Gutierrez Portilla.

Palabras Clave: Bioindicadores, Comunidades microbianas, Abordaje metagenémico, Embalse

de Bucaramanga, Calidad del agua, Monitoreo ecologico.

Descripcion: El objetivo del presente estudio se centrd en establecer la composicion y abundancia
de las comunidades microbianas totales y de bioindicadores asociados a la alteracion de la calidad
microbiologica y fisicoquimica del agua en el embalse de Bucaramanga, utilizando un abordaje
metagenomico. Para ello Se realizaron muestreos mensuales durante tres meses en cuatro puntos
del embalse, recolectando 500 ml de agua por muestra. Las muestras fueron filtradas al vacio
mediante membranas de 0,2 pm y se extrajo el ADN utilizando un kit comercial. A partir del ADN
extraido se prepararon librerias compatibles con la quimica R10.4.1, secuenciandose 12 muestras
en un secuenciador MinION MK 1B, generandose un aproximado de 4 Gb de datos. Los datos
fueron analizados mediante el pipeline SqueezeMeta y procesados en R Studio con herramientas
bioinformaticas para su analisis grafico y estadistico. Se describi6 por primera vez la estructura de
las comunidades microbianas del Embalse de Bucaramanga, identificindose 675 géneros
microbianos dominados por bacterias y eucariotas, detectandose bioindicadores de alteracion
microbiolégica y fisicoquimica, destacando géneros como Escherichia, Pseudomonas,
Synechococcus y Chrysochromulina, que se encuentran asociados a infecciones emergentes de
interés en salud publica, floraciones toxicas de cianobacterias y algas. Se evidencid correlacion
estadisticamente significativa entre variables fisicoquimicas como el oxigeno disuelto,
concentracion de carbono organico total y la abundancia microbiana, destacando los géneros
Terrimonas y Anaerolinea como bioindicadores ambientales de este sistema de agua embalsada,
subrayando la utilidad del enfoque metagendmico para el monitoreo ecoldgico de fuentes hidricas.

* Trabajo de Grado
“*Universidad Industrial de Santander. Maestria en Microbiologia. Director: German Alexis Zafra
Sierra, PhD. Codirector: Andrés Almeyda Ortiz, Msc.
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Abstract

Title: Metagenomic Analysis and Identification of Indicator Microorganisms of Water Quality
Alterations in the Bucaramanga Reservoir”

Author: Jessica Andrea Gutierrez Portilla’™

Keywords: Bioindicators, Microbial communities, Metagenomic approach, Bucaramanga
Reservoir, Water quality, Ecological monitoring.

Description:

The aim of this study was to determine the composition and abundance of total microbial
communities and bioindicator taxa associated with microbiological and physicochemical water
quality alterations in the Bucaramanga Reservoir, using a metagenomic approach. Monthly
sampling was conducted over three months at four sites within the reservoir, collecting 500 mL of
water per sample. The samples were vacuum-filtered using 0.2 pum membranes, and DNA was
extracted using a commercial kit. Sequencing libraries compatible with R10.4.1 chemistry were
prepared from the extracted DNA, and 12 samples were sequenced on a Min[ON MK 1B platform,
generating approximately 4 Gb of data. Data analysis was performed using the SqueezeMeta
pipeline and further processed in R Studio with bioinformatics tools for graphical and statistical
analysis. For the first time, the microbial community structure of the Bucaramanga Reservoir was
described, identifying 675 microbial genera dominated by bacteria and eukaryotes. Bioindicators
of microbiological and physicochemical disturbance were detected, highlighting genera such as
Escherichia, Pseudomonas, Synechococcus, and Chrysochromulina, which are associated with
emerging infectious risks of public health concern, as well as toxic blooms of cyanobacteria and
algae. A statistically significant correlation was observed between physicochemical variables such
as dissolved oxygen, total organic carbon concentration, and microbial abundance, emphasizing
the role of Terrimonas and Anaerolinea as environmental bioindicators in this reservoir system.
These findings underscore the value of the metagenomic approach for ecological monitoring of
freshwater resources.

* Trabajo de Grado
“Universidad Industrial de Santander. Maestria en Microbiologia. Director: German Alexis Zafra
Sierra, PhD. Codirector: Andrés Almeyda Ortiz, Msc.
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Introduccion

El derecho al agua se entiende como el acceso de la poblacion a dicho recurso, necesario
para garantizar la vida, salud y satisfaccion de las necesidades basicas requeridas por el ser humano
(De Hoyos & Arzate, 2016). El pacto internacional de derechos sociales, econémicos y culturales
en el ambito de normativa puntualiza la calidad del agua como factor fundamental que debe darse
indistintamente de cualquier circunstancia, teniendo en cuenta que debe ser salubre y no ha de
contener microorganismos, sustancias quimicas o radioactivas que puedan representar una
amenaza para la salud de la poblacion (UN, 2003).

El agua es uno de los principales habitats naturales, que alberga la mayor diversidad
bacteriana y microbioldgica. En general, el papel de las bacterias en estos ecosistemas es critico,
ya que influyen en la regeneracién y movilizacion de nutrientes en las redes troficas, impulsando
transformacion y contribuyendo en los ciclos de la mayoria de los elementos biologicamente
activos en estos ecosistemas (Dai et al., 2015; Mostajir, B. et al., 2014). A pesar de que se reconoce
que los microorganismos tienen un papel destacado en los procesos llevados a cabo en los
ambientes acudticos, estos impactan directamente en la calidad del agua, pues pueden generar
cambios abruptos en el olor, sabor, concentraciéon de sustancias quimicas y pueden afectar
directamente la salud humana. Dicho esto, es de suma importancia que las empresas encargadas
de la potabilizacion y tratamiento de este recurso para el uso doméstico y consumo humano tengan
informacion maés detallada acerca de las condiciones microbiologicas de la fuente o fuentes
principales de captaciéon (OECD, 2020), ya que la mayoria de los microorganismos que componen
las comunidades microbianas y sus interacciones son ampliamente desconocidos (MAVDT, 2010;

Newton ef al.,2011).
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La caracterizacion de las comunidades microbianas en el agua es de suma importancia para
determinar los tipos de microorganismos que alli se encuentran, su abundancia y como sus
interacciones o actividad repercuten en el ambiente, y por ende en la salud de los seres humanos
(Regar et al., 2024; Tilman D., 2001). A pesar de que actualmente se cuenta con acceso a la
tecnologia pertinente para la caracterizacion de las poblaciones microbianas ambientales,
principalmente de los ecosistemas acudticos, los estudios que abordan el analisis de comunidades
microbianas que habitan fuentes de agua superficial, incluyendo rios, embalses, arroyos y lagos
son practicamente desconocidas (Jin et al., 2018; Garner, E et al., 2021). El reconocimiento de la
diversidad microbiana en los ecosistemas acudticos es clave, teniendo en cuenta el papel que los
microorganismos representan a nivel ambiental en el ciclo de nutrientes y mantenimiento del
equilibrio ecosistémico. Ademas de esto el agua representa un medio de transmision de infecciones
de importancia en salud publica, siendo vehiculo de organismos mas resistentes que actualmente
implican una amenaza para la salud de los seres humanos, relacionado al estrés ambiental al que
se encuentran sometidas muchas fuentes de agua (Wang Y. et al., 2022).

Existen diferentes técnicas para el monitoreo de la calidad de agua, que son ttiles en la
cuantificacion, caracterizacion y deteccion de las comunidades microbianas presentes alli.
Actualmente se han desarrollado enfoques moleculares, que han permitido analizar desde una
perspectiva detallada las comunidades microbianas establecidas en una matriz especifica en un
tiempo, espacio y condiciones determinadas. Durante los ultimos afios las metodologias
tradicionales dependientes del cultivo microbiologico han sido complementadas o incluso
reemplazadas por analisis metagenomicos basados en la secuenciacion masiva de los acidos
nucleicos directamente a partir de muestras ambientales (Kuroda et al., 2025), constituyendo una

herramienta valiosa y potente para el monitoreo activo de patdgenos y microorganismos
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bioindicadores ambientales del agua, asi como para conocer de manera detallada la composicion
de su microbioma (Malham et al., 2014).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se plante6 la siguiente pregunta de
investigacion: (Cual es la diversidad taxondmica, abundancia y estructura de las comunidades
microbianas totales y de bioindicadores asociados a la alteracion de la calidad del agua en el
embalse de Bucaramanga? De esta manera se busca determinar por primera vez la caracterizacion
del agua del embalse de Bucaramanga, para analizar las variaciones generadas a lo largo del tiempo

y su implicacién en la calidad del agua.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo General
Establecer la composicion y abundancia de las comunidades microbianas totales y de
bioindicadores asociados a la alteracion de la calidad microbiologica y fisicoquimica del agua en

el embalse de Bucaramanga, utilizando un abordaje metagendmico.

1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la composicion, abundancia y estructura de las comunidades
microbianas totales presentes en el agua del embalse de Bucaramanga utilizando un abordaje
metagenomico.

2. Establecer la presencia y abundancia de bioindicadores asociados a la alteracion de
la calidad microbiolégica y fisicoquimica del agua en el embalse de Bucaramanga.

3. Correlacionar la presencia y abundancia de bioindicadores con la calidad

fisicoquimica del agua del embalse de Bucaramanga.
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2. Marco conceptual y estado del arte.

2.1. Calidad del agua

La calidad del agua se refiere a las condiciones fisicoquimicas, hidrobiologicas y
microbiologicas de los cuerpos de agua que puedan o no presentar alteraciones debido a factores
ambientales, cambio climatico, o actividades humanas. (WHO, 2022b; Ideam,2023). La expansion
a gran escala en las actividades de uso de la tierra a nivel regional y mundial, como la urbanizacion
y agricultura ha conllevado al uso intensivo de nutrientes y otros productos quimicos, lo que afecta
significativamente la calidad de los ecosistemas acuaticos (Dong et al., 2022). Las escorrentias
agricolas son ricas en sedimentos, nutrientes y pesticidas, mientras que las provenientes de areas
urbanas suelen presentar altos niveles de metales pesados, hidrocarburos, carga organica y otros
contaminantes (Xu et al., 2019; Alvarez-Cabria ef al., 2015). Por otro lado, el cambio climatico,
incluidas las variaciones de los patrones de precipitacion y temperatura, es otro factor importante
que puede alterar significativamente la cantidad y la calidad del agua en las cuencas hidrograficas.
Estos cambios y/o alteraciones tienden a impactar generandose afectaciones en las condiciones
fisicoquimicas, y una subsecuente variacion en los patrones de abundancia de ciertos
microorganismos potencialmente patbgenos que no estan activamente monitorizados (Alvarez-
Cabria et al., 2015).

El agua es un componente esencial para el mantenimiento del equilibrio ambiental y
desarrollo humano, sin embargo, su calidad se ve afectada por practicas inadecuadas como los
vertimientos industriales, urbanizacion desmedida, las actividades agricolas no controladas y la
gestion deficiente de aguas residuales (Mendoza-Espinosa & Mojiri, 2024). Estas practicas

propician la introduccidon de contaminantes biologicos, generalmente microorganismos patdogenos
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que incluyen bacterias, hongos, virus y parasitos en las fuentes hidricas (Behnam, H. et al., 2013;
Rani et al., 2024). Esto representa una amenaza a la salud publica debido al aumento de incidencia
de enfermedades producidas por la contaminacién microbiologica del agua, para el afio 2021
aproximadamente 2000 millones de personas no contaban con acceso al recurso hidrico en
condiciones salubres y con indices de calidad aceptables (ONU, 2021), estimandose alrededor de
829.000 muertes anuales por EDA (enfermedad diarreica aguda) vinculada al agua contaminada
por microorganismos (OECD, 2020). Entre los agentes infecciosos mds comunes se encuentran
los patogenos transmisores del cdlera, hepatitis A, disenteria, fiebre tifoidea, enfermedad diarreica
aguda y poliomielitis, entre otros. En este contexto, el monitoreo integral de la calidad del agua
permite la gestion del recurso basada en la evidencia, la proteccion de los recursos hidricos, disefio
y monitoreo de sistemas de tratamiento y saneamiento del agua, generando un uso seguro del
recurso que protege al consumidor, esencial en gran medida para lograr varios objetivos de
desarrollo sostenible, incluidos agua limpia y saneamiento (ODS6) y buena salud (ODS3) (Bivins
etal., 2021). En cuanto a las consideraciones internacionales respecto organismos de interés en
salud publica estas incluyen microorganismos patogenos de alto impacto que pueden vehiculizarse
por el agua y generar graves infecciones en los seres humanos, esto teniendo en cuenta las
directrices dictadas por la OMS en materia de riesgos microbiologicos asociados al agua potable
(WHO 2022a; WHO, 2022b). En este contexto, la caracterizacion de fuentes de consumo humano
es fundamental, ya que permite identificar microorganismos patdégenos y evaluar su papel en la
transmision de genes de resistencia a antibidticos (Rolbiecki et al., 2025),

En Colombia la legislacion que aborda la calidad del agua se enmarca en estandares
internacionales, entre ellos las directrices de la Organizacion Mundial de la salud (OMS), los

objetivos de desarrollo del milenio, y los Objetivos de Desarrollo Sostenible (Pérez, C. S. 2017).
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Teniendo en cuenta lo anterior, la regulacion nacional respecto a los recursos hidricos destinados
a consumo humano se encontré inicialmente regida por el Decreto 1594 de 1984, consolidandose
posteriormente como marco regulatorio unico partir del afo 2014 en el Decreto 1076 de 2015,
conservando en este caso las metodologias de cultivo microbioldgico como el gold estandar
(ARTICULO 2.2.3.3.9.3) indicando dos grupos bacterianos de interés en salud publica a las
bacterias de tipo coliformes totales y termo tolerantes, como criterio de calidad del agua destinada
para consumo humano, puntualmente para fuentes de agua sometidas a tratamiento convencional,
como el agua del Embalse de Bucaramanga.

No obstante, el articulo 151 del Decreto 1594 de 1984 permite a las Entidades Encargadas
del Manejo y Administracion del Recurso (EMAR) adoptar técnicas actualizadas, como
bioensayos y métodos modernos de analisis. Esto fomenta la innovacion tecnoldgica en el
monitoreo y aseguramiento de la calidad del agua, tanto en cuerpos de agua lenticos como loticos

(Presidencia de la Republica de Colombia, 1984; MADS, 2015).

2.2. Patogenos y Bioindicadores del agua

Los microorganismos presentes en los ecosistemas acudticos desempefian funciones
fundamentales en los ciclos biogeoquimicos, no obstante, algunos de estos microorganismos que
se encuentran en este medio pueden afectar la salud humana, principalmente los que provienen del
tracto gastro intestinal de los mamiferos pueden representar un riesgo para la salud humana.
Organismos como protozoos, parasitos, hongos, virus y bacterias, pueden causar graves
infecciones en el ser humano, especialmente en personas inmunodeprimidas y neonatos, esto
debido principalmente a que no existen vacunas o farmacos eficaces para algunos de estos

patogenos, por tanto, a nivel de salud publica representan un problema, debido a que son
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responsables de los principales brotes de infecciones en humanos, tanto para los paises en vias
desarrollo como para los desarrollados (Toole et al., 2021; Arslan et al., 2021).

Escherichia coli ha sido consolidado como el principal patdégeno de referencia empleado
como indicador de contaminacion fecal a nivel mundial (Larrea J et al., 2013). Sin embargo, la
deteccion microbioldgica por cultivo de organismos presenta limitaciones, ya que se ha
demostrado que algunos patégenos en estado de célula viable no cultivable (CVNC), como
Legionella pneumophilia, E. coli enteropatogena, E. coli uropatogena y Sallmonella typhi, han
mantenido su patogenicidad incluso sin ser células metabolicamente activas al cien por ciento,
mediante la produccion de toxinas u otros factores de virulencia (Ayrapetyan & Oliver, 2016).

En ese sentido, el uso de bioindicadores permite evaluar el estado ecoldgico de un sistema
acuatico mediante la presencia o ausencia de ciertos organismos. Tradicionalmente los
macroinvertebrados han sido los organismos mas empleados, mediante el indice BMPW
(Biological Monitoring Working Party), que se basa en el analisis taxonémico a nivel de familia 'y
el grado de tolerancia a la contaminacion (Roldan Pérez., 2016). Asimismo, los microorganismos
como coliformes totales, termo tolerantes y protozoos intestinales se emplean como indicadores
de contaminacién fecal (Arcos Pulido et al., 2005).

Adicionalmente, debido a su rapida respuesta a cambios ambientales, tales como
eutrofizacion, alteraciones hidrologicas o contaminacion quimica, las algas y microalgas han sido
ampliamente reconocidas como bioindicadores eficientes. A su vez, poseen capacidad para
metabolizar contaminantes orgdnicos, inorganicos, metales pesados y compuestos radioactivos,
siendo utiles en la evaluacion integral de la calidad del agua (Bellinger et al., 2015; Ramos-Tapia

etal., 2023).
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Finalmente, los métodos moleculares basados en la secuenciacion del gen 16S han
mejorado la caracterizacion de las comunidades microbianas acudticas. Estos estudios han
permitido identificar filos bacterianos dominantes como Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Cyanobacteria, cuya composicion varia segiin factores como el pH, la posicion
geografica, el estado trofico y el tiempo de retencion del agua (Staley et al., 2014; Ghai et al.,

2011).

2.3. Metagenomica y caracterizacion de microbiomas

En los ultimos 20 afios se han alcanzado grandes avances en las metodologias e
investigacion referente al analisis de la filogenia procariota y sus comunidades ambientales. Hasta
la década de los 80 la unica forma de acercarse un poco mas al analisis de las comunidades
microbianas ambientales era por medio de estudios dependientes de los microorganismos que
podian ser aislados y cultivados de manera axénica (Zhang L. etal.,, 2021). Las primeras
aproximaciones se dieron a partir de técnicas de PCR y arboles filogenéticos basados en secuencias
del gen 16S-rRNA provenientes de cultivos puros, estas investigaciones permitieron obtener
informacion detallada acerca de la filogenia microbiana y ademas formar el primer paso en la
investigacion de biodiversidad ambiental (Rios-Tobon et al., 2017). Las técnicas de secuenciacion
independiente del cultivo y la microbiologia clasica han permitido dar un paso significativo en el
entendimiento de la ecologia microbiana, permitiendo mejorar ampliamente la comprension del
complejo ensamblaje de las comunidades microbianas en diversos entornos, poder examinar las
funciones que cumplen y como influyen dichas comunidades en el ecosistema (Imhoff JF., 2016)

La metagenomica se basa en los analisis gendmicos de una muestra extraida de un entorno

complejo, en donde se encuentra mas de un microorganismo, esta herramienta proporciona una
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perspectiva de la composicion de la muestra analizada. La perfilacion de genes como el 16S-rRNA
ha sido ampliamente empleado y es bastante comin en modelos para investigaciones en ecologia
microbiana, lo cual puede proporcionar estimaciones de diversidad y abundancia microbiana, pero
no genera informacion directa sobre los potenciales funcionales de los taxones encontrados, no
obstante en los Ultimos diez afios los avances en la secuenciacion del ADN y espectrometria de
masas permitieron llegar a la caracterizacion metagendmica y metatranscriptomica del potencial
funcional de material genético, aislado directamente de muestras que cuentan con una carga
elevada de microorganismos como las recuperadas a nivel ambiental (Amrane & Lagier, 2018).
Los analisis metagenémicos se pueden abordar desde dos enfoques diferentes:
metagendmica basada en marcadores, dirigido a regiones especificas altamente conservadas como
el gen 16S rRNA en bacterias y arqueas, ITS en hongos y 18S rRNA en eucariotas microbianos,
en el caso de la metagendmica por shotgun, que se conoce como metagendmica de escopeta, esta
metodologia consiste en la secuenciacion masiva de todo el ADN extraido de en una matriz
especifica, lo que permite determinar la identificacion taxondmica y el potencial funcional de los
organismos alojados en la muestra de interés (Scholz, M. et al., 2014). Los abordajes
metagendmicos tipo shotgun, reconocidos por su robustez, permiten obtener informacion genética
no dirigida de todos o la mayoria de los genes presentes en una muestra especifica (Saleem et al.,
2019). Este enfoque supera a la metagendmica basada en marcadores, ya permite abarcar el
contenido gendmico completo de los organismos en lugar de centrarse en una region seleccionada.
Ademas, evita posibles sesgos asociados a regiones hipervariables y elimina la necesidad de un

paso previo de amplificacion por PCR (Quince et al., 2017).
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2.6. Estado del arte

A nivel mundial los estudios metagendmicos con enfoque en el analisis de la dindmica
microbiana del agua se concentran en paises asidticos, principalmente en China, donde las
investigaciones indagan acerca de las variaciones en las comunidades microbianas a lo largo del
proceso de tratamiento de agua potable. Una tematica de interés destacada en investigaciones
recientes es la perfilacion molecular de la estructura de las comunidades microbianas y su
capacidad metabolica, asi como la identificacion de resistomas a partir de analisis metagenomicos
en aguas residuales y superficiales (Tang et al., 2021; Wang X. et al., 2025).

La explosion que han tenido los estudios de andlisis mediante el uso de herramientas
metagenomicas, que permiten la exploracion a fondo de ecosistemas microbianos unicos, que van
desde el microbioma intestinal de los seres humanos hasta el agua de fosas marinas muy profundas,
son una herramienta que ha tomado impulso lentamente con un niumero creciente de aplicaciones
y con enfoques que van mas alla del analisis clinico, como la vigilancia de los cambios en la calidad
de los microbiomas ambientales, puntualmente fuentes de agua, mediante el analisis de variaciones
porcentuales en la variabilidad microbiana o contaminacion de tipo bacteriano (Regar et al., 2024).
Dicha aplicacion de monitoreo que se esta empleando actualmente permite la deteccion de varios
indicadores microbianos, especialmente de patogenos. Por ejemplo, en India, a partir del analisis
metagendmico de diferentes rios que convergen en dos de los principales sistemas fluviales de la
region, se permitio caracterizar e identificar los diversos consorcios microbianos contenidos en las
fuentes, obteniendo como resultado el patrén de diversidad y potencial patogénico de diversas
especies de microorganismos encontrados en los sistemas fluviales analizados (Rajeev et al.,

2021).
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En el afio 2008, en el embalse de Saidenbach en Sajonia, Alemania se caracterizo la
composicion de organismos pertenecientes al dominio Bacteria y Archaea, empleando
secuenciacion de 16S rARN y utilizando bases de datos como el GenBank, produciendo
informacion amplia acerca de las proporciones demostradas por diversos microorganismos y su
variacion en diferentes niveles de sedimentacion (Roske et al., 2008). Este tipo de abordaje fue
empleado recientemente por Y. Wang et al. (2022), quienes, mediante secuenciacion de proxima
generacion (MiSeq, Illumina), evidenciaron la variacion en el estado trofico a partir del analisis de
la composicion de las comunidades microbianas en muestras de agua suprayacente recolectadas
en 15 lagos poco profundos de la provincia de Hubei (China).

En América, emergencias sanitarias tales como el brote de colera que se produjo en el afio
2010 producto del terremoto en Puerto Principe (Haiti), gener6é inquietud en la comunidad
cientifica, en cuanto a la contaminacion de sistemas hidricos por patégenos altamente transmisibles
por el agua, por lo cual mediante el uso un enfoque metagendmico se analiz6 la abundancia
microbiana de las aguas de los principales afluentes que son empleados para diversas actividades
por las comunidades (Roy et al., 2018). Adicionalmente se han desarrollado en estudios de
secuenciacion rapida por nanoporos para reconocer la “salud” de las cuencas hidrograficas,
investigando metagenomas de 11 rios en 3 continentes, teniendo en cuenta como base la gestion y
el monitoreo de los recursos hidricos utilizando métodos como el gradiente de condicion biologica
para monitorear los niveles de microorganismos de enfermedades transmitidas por el agua y genes
de resistencia a los antimicrobianos (RAM), lo que resalta la necesidad de incluir datos de la
comunidad microbiana en modelos de ecosistemas a gran escala (Reddington K. et al., 2020).

Andlisis sobre las relaciones entre diversas comunidades microbianas bacterias

indicadoras, patdogenos y ooquistes o quistes de parasitos, se han realizado teniendo en cuenta el
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componente climatico estacional con enfoques que van encaminados al campo de la agricultura,
donde es fundamental el uso de agua segura, para riego y manejo animal (Wilkes et al., 2009).
Desde el punto de vista de un abordaje de contaminacion ambiental con enfoque en la salud
publica, los analisis de tipo metagendmico permiten identificar las abundancias, caracterizar y
diferenciar las comunidades microbianas presentes en diferentes cuerpos de agua que, a partir de
la correlacion de analisis fisicoquimicos, permitieron encontrar particularidades en cada afluente,
lo que indica que cada cuerpo de agua podria tener un microbioma tnico (Alotaibi et al., 2022).
En Colombia se han desarrollado investigaciones en cuerpos de agua contaminados y con
elevados niveles de eutroficacion y que se encuentran afectados por las actividades antropogénicas
directamente, teniendo en cuenta potenciales funcionales como la resistencia a antibidticos y
factores de virulencia asociados (Rivera-Urbalejo et al., 2021; Urrea et al., 2022; Urrea et al.,
2024;). Es importante resaltar que a la fecha de esta publicacion no se han desarrollado estudios
metagendmicos por amplicones o por secuenciacion de shotgun para el control de calidad de aguas
destinadas a consumo humano en Colombia, las aplicaciones més relevantes se encuentran en el

campo de la bioprospeccion, biorremediacion y microbiologia ambiental.

3. Metodologia

3.1. Descripcion del area de estudio y metodologia de muestreo.

Se designd como area de estudio y recoleccion de muestras al proyecto de regulacion del
rio Tona - Embalse de Bucaramanga, ubicado en el municipio de Bucaramanga, departamento de
Santander (Colombia), a 12 kilometros del casco urbano, 600 metros aguas arriba de la confluencia

de los rios Tona y Surata, cuyas coordenadas geograficas corresponden a 7°09'13.6"N
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73°05'05.1"W. La recoleccion de muestras se realizd por muestreo manual de tipo puntual,
teniendo en cuenta las directrices de la norma ISO 5667-4:2016, estas se recolectaron en 4 puntos
de muestreo con ubicacion en la cola, centro, centro 15m y presa del embalse. Es importante
resaltar que los puntos de muestreo se seleccionaron considerando el flujo del agua en el sistema,
distribuyéndose en tres zonas principales: cola, centro y presa (Figura 1). Esta disposicion permitid
abarcar las dreas mas representativas del embalse y obtener un muestreo espacial integral.

Figura 1. Ubicacion geogrdfica de los puntos de muestreo en el Proyecto de Regulacion del rio
Tona Embalse de Bucaramanga.
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Fuente: Tomado de Google earth y modificado por el autor.

La recoleccion de muestras (1500 ml aproximadamente) fue realizada mediante un
procedimiento de recoleccion estéril, haciendo uso de contenedores de vidrio de 500 ml por

triplicados, esto empleando la metodologia de muestreo descrita en el apéndice A.
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Las muestras colectadas en cada uno de los muestreos realizados fueron transportadas al
laboratorio del grupo de investigacion en bioquimica y microbiologia (GIBIM), ubicado en el
edificio de investigacion en ciencias (EDIC) de la Universidad Industrial de Santander, bajo

condiciones de refrigeracion, los pardmetros de muestreo se aprecian en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros de muestreo de agua para andlisis metagenomico.

Tipo de Tipo de
Ubicaciéon Profundidad Nomenclatura de Muestreos
muestreo muestra
Cola Puntual Perfil de area 15-20cm (S) cola M1; colaM2; cola M3
Centro Puntual Perfil de area 15-20cm (S) centro M1; centroM2; centroM3
Perfil ~15m (P) centro_15mM1;
Centro 15m  Puntual
profundo centro_15mM2; centro 15mM3
Presa Puntual Perfil de area 15-20 cm (S) presa M; presaM?2; presaM3

Nota: S: Superficial; P: Profunda. M1: Muestras colectadas el dia 29 de agosto del 2024; M2: Muestras
colectadas el dia 30 de septiembre del 2024; M3: Muestras colectadas el dia 3 de noviembre del 2024

Es importante resaltar que, al tratarse de un estudio descriptivo de sistematica y ecologia
molecular, de investigacidon bésica y sin fines comerciales, no se implement6 la suscripcion de un
contrato de acceso a recursos genéticos y/o productos derivados con fines comerciales, industriales
o de prospeccion biologica de conformidad con lo establecido en el articulo VIII del decreto 309

del afio 2000 y el articulo 2 de la Resolucion 1348 de 2014.
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3.2. Analisis Fisicoquimico

El analisis fisicoquimico se llevo a cabo en el laboratorio de control de calidad de aguas del amb,
mediante técnicas analiticas de tipo volumétrico, colorimétrico y de absorcion atomica, teniendo
en cuenta lo contemplado en el articulo 38 del decreto 1594 de 1984 y parametros adicionales de
analisis ambiental, como son alcalinidad total; aluminio residual; amonio; calcio; COT; Cloruros;
Color verdadero; conductividad; Dureza total; Fluoruros; Fosforo reactivo; Hierro total; Magnesio;
Nitratos; Nitritos; pH; Potasio; Sodio; Sulfatos y turbiedad. Adicionalmente se analizd
conductividad y oxigeno disuelto como parametros In Situ, haciendo uso del equipo
multiparamétrico portatil HACH HQ 40D equipado con una célula de conductividad de grafito de
4 polos y una sonda Intellical de oxigeno disuelto (OD) optica. Los resultados obtenidos se

compararon con las lecturas de asignaciones taxonémicas generadas.

3.3 Extraccion de ADN gen6mico a partir de muestras de agua

Después de la recoleccion, las muestras se mantuvieron en refrigeracion y se procesaron dentro de
las 8 horas posteriores a su recoleccion. Se filtraron entre 400 - 500 mililitros de agua de cada
muestra a través de filtros de membrana estériles de 0,22 ym ¢ 47 mm (PALL) (APHA, 2023;
Sambrook et al., 2001). Posterior a la filtracion, las membranas fueron dispuestas en tubos de lisis
para la extraccion de ADN gendmico, para esto se empled el kit comercial DNeasy®
PowerWater® Kit. (QUIAGEN). Se realizéo una modificacion en el protocolo indicado por el
fabricante prolongando el tiempo de lisis en vortex a 15 minutos y adicionalmente se afiadieron 30
segundos a cada paso de centrifugacion. El ADN extraido se almacen¢ a -20 °C hasta su uso para

la preparacion de las librerias y la secuenciacion de proxima generacion ONT.
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3.4 Control de calidad ADN genomico de entrada.

Para la determinacién de la pureza del ADN gendmico extraido se empled un espectrofotometro
UV-VIS (Espectrofotometro UV-Vis de microvolumen Implen NanoPhotometer ™ NP-80). A
partir del material genético extraido de cada una de las muestras, se analiz6 la concentracion y
pureza del ADN en la relacion de absorbancias 230; 260 y 280 nm; con parametros de calidad
aceptables en los ratios de absorbancia con valores: A 260/280 ( > 1,8 - <2,2); A 260/230 (> 1,8).
Esto se tuvo en cuenta plenamente en el proceso de secuenciacidon, ya que podria impactar
significativamente en su ejecucion las concentraciones y relacion de absorbancias obtenidas se
documentaron en una tabla (ver Apéndice B). Adicionalmente se evalu6 la integridad de los acidos
nucleicos mediante electroforesis en gel de agarosa (ver Apéndice C), con el fin de evaluar algun

tipo de fragmentacion que indicara degradacion visible como material.

3.5 Secuenciacion de ADN metagenomico

La secuenciacion del ADN metagendémico de cada una de las 12 muestras de agua se realizé usando
la tecnologia de secuenciacion MinlON (Oxford Nanopore Technologies). Las librerias de ADN
se prepararon usando aproximadamente 200 ng de ADN por muestra mediante el Rapid Barcoding
kit SQK-RBK114.96 de la casa comercial Oxford Nanopore, que permite multiplexar hasta 96
muestras diferentes y se sigui6 lo indicado en el protocolo de preparacion de librerias (Oxford
Nanopore Technologies) disponible en linea. Cada secuenciacion se llevd a cabo mediante la
metodologia shotgun sequencing, libre de PCR, utilizando un minisecuenciador MinlON Mk1B
equipado con una celda de flujo FLO-MIN114R (R10.4.1), siguiendo el protocolo estandar del
fabricante mediante el software MinKNOW, que funge como la plataforma en la que se realiza la

adquisicion de datos, analisis en tiempo real, llamada de bases y la transmision de datos.
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3.6 Analisis de datos y asignaciones taxonomicas

Las secuencias crudas obtenidas a partir de la medicion directa se registraron y
demultiplexaron mediante la plataforma MinKNOW v 6.0.14, que por medio de la tecnologia de
Basecalling con redes neuronales proveida por el Basecaller DORADO v 0.8.3 permite generar el
llamado de bases en tiempo real y la demultiplexacion con los codigos de barras empleados
(Maghini et al., 2020). Las secuencias obtenidas en formato FASTQ fueron filtradas en la carpeta
de salida generada en el servidor en el que se llevo a cabo la secuenciacion.

El perfil taxondmico de las secuencias obtenidas se determind empleando el pipeline
SqueezeMeta, el cual permite un andlisis completo de los datos metagendmicos (Tamames &
Puente-Sanchez, 2019). Para las asignaciones taxondmicas se empled un algoritmo de ultimo
ancestro comun rapido (LCA) para analizar los resultados de las coincidencias obtenidas con el
alineador DIAMOND v2.0.7 (Buchfink et al., 2021), mediante la base de datos GenBank nr. Los
contigs se anotaron segiin un consenso del taxon al que pertenecen la mayoria de sus genes.

Finalmente, los resultados de SqueezeMeta v 1.6.5 se procesaron utilizando el software
estadistico R (Zirion-Martinez et al., 2024). Las estimaciones de biodiversidad para cada muestra
y la distribucion de las anotaciones a nivel de genero (diversidad alfa) se calcularon utilizando el
indice de Shannon-Wiener y Chaol empleando la herramienta virtual MicrobiomeAnalyst (Lu
et al., 2023); para el caso del calculo de riqueza se estimaron curvas de rarefaccion, mientras que
para determinar la similitud entre muestras (diversidad beta) se emplearan los indices de distancias
de Bray Curtis (Haffer, G et al., 2001). Los resultados de los analisis taxondémicos fueron
visualizados y analizados con los programas R STUDIO, MEGAN 6 Community edition (Huson
etal., 2016) y STAMP v2.1.352,53, usando la taxonomia definida por el arbol taxonomico del

NCBL



ANALISIS METAGENOMICO DE MICROORGANISMOS DEL AGUA 30

3.7 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos metagenomicos se llevd a cabo mediante Analisis de
Varianza (ANOVA), con los test post-hoc de Tukey Kramer y Welch; y como prueba de
comparacion multiple el test de Bonferroni (Parks et al., 2014). En cuanto a las correlaciones entre
los sets de datos metagendmicos y los andlisis fisicoquimicos llevados a cabo, para cada una de
las muestras recolectadas, y con la finalidad de analizar las posibles variaciones presentadas, se
integraron dos tipos de analisis multivariado que son pertinentes para este tipo de estudio, estos
hacen referencia a analisis de componentes principales PCA y/o analisis de coordenadas
principales PCoA (Ramette, 2007) soportado por andlisis de varianza multivariante permutacional
(PERMANOVA). Estos analisis se llevaron a cabo con los programas STAMP v2.1.3 (Parks et al.,

2014), MEGANG6 351, y MicrobiomeAnalyst.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Condiciones fisicoquimicas del agua del Embalse de Bucaramanga.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de las muestras colectadas a lo largo
del estudio llevado a cabo se analizaron las variables mencionadas en el numeral 3.2 del presente
documento, en estos resultados (Apéndice B) se puede observar caracteristicas generales agua
ligeramente alcalina con niveles de pH que se situaron entre 7,6 y 8,66, y levemente blanda con
durezas totales que fluctuaron entre 70,6 y 84,6 mg CaCOs/l demostrando que es un agua poco
mineralizada natural, la conductividad se present6 en niveles normales fluctuando entre 172 — 185
uS/cm, presentando niveles normales sin alteracion aparente.

La concentracion de carbono orgénico total COT permite estimar en cierto nivel la
cantidad de materia organica presente en este caso en un sistema de agua, estas concentracion se
mantuvo en valores entre 2,2 y 2,6 mg COT/I, con una muestra que supero estos niveles (3,4 mg
COT/1) que correspondi6 a la muestra analizada del centro a 15 metros de profundidad identificada
como centro_15m M2, este rango ligeramente elevado respecto al promedio pudo presentarse por
la concentracién aumentada de nutrientes de tipo limnético (Nitrégeno, Fosforo y clorofila) que se
podrian generar por el aumento en las lluvias presentado dias previos al muestreo, lo que genera
movilizacion de sedimentos en la columna de agua (Yin et al., 2024; Mendonga, R et al 2017).
Las concentraciones de oxigeno disuelto fueron considerablemente menores en todas las muestras
colectadas a una profundidad de 15 metros, respecto a las muestras que fueron colectadas en el
perfil superficial del sistema, esto podria ser congruente con una transicion a la eutroficacion del
cuerpo de agua, ya que se presenta una mayor disponibilidad de oxigeno a nivel superficial y

disminuye con la profundidad (Pérez & Restrepo, 2008).



ANALISIS METAGENOMICO DE MICROORGANISMOS DEL AGUA 32

Los pardmetros como aluminio residual, amonio, nitratos y nitritos se presentaron en
concentraciones inferiores al limite de deteccion, por lo que no representaron variabilidad. En
cuanto a los metales el hierro total (Fe) fluctu6é en concentraciones < 0,060 — 0,25 mg Fe/l, se
observo un leve aumento en la concentracion de Fe de la muestra “centro_15m M2”, esto se ha
reportado previamente debido a que este compuesto puede ingresar a los lagos como particulas
minerales suspendidas, especialmente durante periodos de alto caudal, teniendo relacion con el
aumento de lluvias exhibido en este muestreo (Bjorneras et al., 2021). El magnesio (Mg) se ubico
en concentraciones 3,4 — 3,7 mg Mg/l, presentando niveles minimos de este elemento, con
fluctuaciones poco representativas; el calcio (Ca) también presentd concentraciones minimas y de
poca fluctuacion ubicandose entre 22,6 — 29,8 mg Ca/l. Respecto a las sales las concentraciones
de sodio (Na) se presentaron entre 4,5 — 5,5 mg Na/l, siendo caracteristico de un reservorio de agua
dulce, en lo que respecta al potasio (K) este vari6 entre 1,1 — 1,4 mg K/I, encontrandose dentro de

concentraciones normales para este tipo de sistemas.

4.2 Parametros de calidad secuencias obtenidas.

La secuenciacion shotgun del material genético obtenido de las muestras del embalse de
Bucaramanga, genero aproximadamente 1,6 millones de lecturas crudas. con un Q score entre 9 y
23. De ellas, 1.344.348 lecturas cumplieron con los parametros de calidad y alrededor de 275.830
lecturas fueron clasificadas como fallidas, generando un total de 4 GB de datos ttiles para los
analisis subsecuentes. A partir del procesamiento con el software SqueezeMeta, se obtuvo un
promedio de 108.455 lecturas por muestra analizada, con una longitud entre 199 pb y 605.427 pb

con valores de N50 se enmarcaron en un promedio de 4.378 pb por muestra.
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En cuanto a la anotacién taxondmica, aproximadamente el 62,17% de los ORFs
presentaron coincidencias (hits), y se logré un promedio de 10.601 ORFs con asignacion
taxonomica a nivel de género. No se alcanzé la resolucion a nivel de especie debido a las
limitaciones inherentes a la asignacion taxondémica basada en datos metagenémicos obtenidos por
secuenciacion shotgun, debido a que SqueezeMeta genera asignaciones taxondmicas a nivel de
contigs, generando tablas de abundancia con base en estas anotaciones. La resolucion taxondmica
depende de la calidad de los datos y de la cobertura de las bases de datos de referencia; esto
significa que los resultados debian superar un nivel minimo de identidad de aminoécidos para su
asignacion a una especie en especifico empleando el algoritmo de Last Common Ancestor (LCA),
lo que no fue posible dentro de los sets de datos analizados (SqueezeMeta, sf., 2019). Esta
limitacion se acentia por la falta de genomas completos de aislados o secuencias MAG de alta
calidad, lo que genera una homologia variable entre muestras o genes, producto de la anotacion

conservadora que emplea el pipeline.

4.3 Diversidad de las comunidades microbianas presentes en el embalse de Bucaramanga.
Para estimar la cobertura taxonémica en los muestreos, se realizo un analisis de rarefaccion
a partir de las asignaciones taxonomicas obtenidas (ver Apéndice D). La mayoria de las curvas
tienden a estabilizarse exhibiendo una meseta en la acumulacion de nuevas especies en la mayoria
de las muestras, lo que indica que se logrd capturar aproximadamente el 95% de la diversidad
microbiana presente en cada muestra analizada. Esta alta cobertura sugiere que el muestreo del
ecosistema analizado fue representativo, cubriendo adecuadamente las variaciones espaciales.
Estos resultados son consistentes con estudios metagendmicos previos en cuerpos de agua con

caracteristicas similares, como lagos de uso recreativo (Mahi M. et al., 2017).
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La diversidad taxondmica estimada mediante el indice de Shannon destacé que todas las
muestras colectadas presentan una diversidad relativamente alta a nivel de géneros microbianos
por muestra (figura 2A), lo que representa una equitatividad moderada a alta entre los organismos
encontrados en las aguas embalsadas, sugiriendo que la mayor parte de los individuos evaluados
en dicho nivel taxonémico no se encuentran dominados excesivamente por uno solo (Chen et al.,
2019; Obieze et al., 2022). Esto es especialmente relevante en lagos de agua dulce, tanto naturales
como artificiales, ya que se ha documentado previamente que la disminucion de la diversidad alfa
en estos ecosistemas puede reflejar la pérdida de biodiversidad (Siallagan, Z.L et al., 2024).
Ademas, es util como un indicador del estado trofico, principalmente de la tendencia a la
eutroficacion, debido a la relacion entre la disponibilidad aumentada de nutrientes en el medio, lo
que propicia la dominancia de organismos que tienen potencial de afectar la calidad del agua

(Congmin Zhu et al., 2021; Yi Wang et al., 2022).

Figura 2. Indices de diversidad en el Embalse de Bucaramanga.
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En cuanto a la evaluacion de la diversidad beta (figura 2B), se pudo evidenciar una clara
diferenciacion de las muestras respecto a la profundidad a la que se realizaron los muestreos,
indicando que los organismos que se encuentran alrededor de 15 metros de profundidad
(hipolimnion) son diferentes a los que se encuentran en la superficie (PERMANOVA, p < 0.005).
Esto fue un factor determinante en la estructura de las comunidades de microorganismos evaluados
a nivel de género, lo que puede deberse en gran medida a los factores fisicoquimicos del medio,
principalmente la concentracion de oxigeno, disponibilidad de luz y nutrientes. Lo anterior, genera
una variacion significativa en los organismos en la columna de agua, propiciando una

especializacion microbiana en este estrato.

4.3.1 Composicion y estructura de las comunidades microbianas presentes en el agua del
Embalse de Bucaramanga.

A partir del analisis de las 12 muestras se identificaron 675 unidades taxonomicas
operativas (OTUs), que fueron clasificadas hasta el nivel de género. Estos resultados se obtuvieron
posterior al filtrado de los singletons, teniendo en cuenta que pueden ser artefactos en la
secuenciacion (Betiku et al., 2021;). En la figura 3 se aprecia la composicion taxondmica del agua
del Embalse captado por muestra a nivel de dominio, dénde se evidencio una abundancia inferior
al 1% de los dominios Archaea y Virus. En cuanto a los organismos Eucariotas, estos presentaron
una mayor abundancia en las muestras colectadas a nivel superficial (15 — 30%), a diferencia de
las muestras del centro tomadas a quince metros de profundidad, en donde representaron
aproximadamente el 5%, siendo consistente para todas las muestras analizadas en ese punto en
especifico. El dominio Bacteria fue el mas abundante en todas las muestras del Embalse de

Bucaramanga, con abundancias relativas entre el 70 y 98%, indicando que los organismos que
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componen este super reino son los mas abundantes en el cuerpo de agua, lo que es consistente con
diversos estudios realizados en sistemas lacustres y de agua dulce, donde las bacterias son los
organismos predominantes debido a su capacidad de adaptacion a diferentes condiciones
ambientales (Wei et al., 2022). Adicionalmente los organismos que conforman el dominio Bacteria
son fundamentales en la regulacion de diversos procesos de modulacion de tipo ecoldgico en los
ecosistemas acudaticos (Alotaibi et al., 2022).

En el patron de abundancia por dominio se destaca la diferencia marcada entre las muestras
colectadas en la superficie y a 15 metros de profundidad, lo que refleja cambios en la estructura
de las comunidades presentes a lo largo de la columna de agua. Esta variacion presentada esta
determinada principalmente por las diferencias en la disponibilidad de luz, concentracion de
oxigeno, condiciones moduladas por el caracter de este ecosistema como un lago artificial de poca
profundidad, influenciado por una intensa actividad antrépica y un aporte considerable de

nutrientes (Howe et al., 2022; Wang et al., 2024).

Figura 3. Estructura y abundancia relativa de las comunidades microbianas en el agua del
Embalse de Bucaramanga a nivel de dominio.
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4.3.2 Composicion y estructura de las comunidades Procariotas en el agua del Embalse de
Bucaramanga.
Los filos Pseudomonadota (mayor 90%), Cyanobacteriota (2 a 5%) y Actinomycetota
(aproximadamente 5%) se identificaron como los mas abundantes, dentro de las comunidades
bacterianas (Figura 4A), siendo consecuente con resultados similares que se han obtenido
previamente en otros ambientes acudticos como lagos de alta montafia y aguas superficiales
urbanas (Jin et al., 2018; Wei et al., 2022). Estos filos se presentan en proporciones relativamente
similares en todas las muestras, observandose una leve diferenciacion en las muestras colectadas
en el centro del embalse a 15 metros de profundidad donde las proporciones de abundancia del filo
Cyanobacteriota (menos del 1% al 1%) fueron sustituidas por el filo dominante Pseudomonadota
(mayor a 95%). Esto se presenta debido a que los organismos que pertenecen a este filo exhiben
un metabolismo mediado por fotosintesis oxigénica, y teniendo en cuenta la concentracion de
oxigeno disuelto (Apéndice C) y poca o nula disponibilidad de luz en este punto de muestreo,
tienden a ser menos abundantes bajo estas condiciones (Erratt et al., 2023; Sweetlove et al., 2025).
La prevalencia del filo Pseudomonadota en todas las muestras analizadas, se asocia a la notable
adaptabilidad a ambientes oligotroficos y su rol en la dindmica trofica, como bacterias de vida libre
con alta capacidad metabdlica (Gupta et al., 2016). Esto es una caracteristica comtn en sedimentos
como en aguas marinas, caracterizdndose por participar activamente en procesos biogeoquimicos
de ecosistemas lacustres o marinos (Saleem et al., 2019).

En cuanto a los principales géneros bacterianos identificados (figura 4B), destacaron por
su abundancia los géneros Synechococcus (1 a 32%), Candidatus Fonsibacter - Ca. Fonsibacter (1
a 30%), Polynucleobacter (1 a 12%), Cyanobium (1% a 9%), Methylocystis (menor de 1% a 8%)),

Limnohabitans (1% a 6%), Candidatus Methylopumilus - Ca. Methylopumilus (1 a 5%),
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Methylomonas (menos de 1% a 10%), Roseomonas (2 a 5%) y Phenylobacterium (menor de 1% a
9%).

Figura 4. Estructura y abundancia relativa de las comunidades bacterianas en el agua del
Embalse de Bucaramanga.
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Las cianobacterias Synechococcus 'y Cyanobium (Cyanobacteriota) dominaron el
picofitoplancton del embalse, especialmente ubicandose en el epilimnion, donde por su actividad
fotosintética son favorecidas por la incidencia de luz (Pagels et al., 2023). Estos géneros
contribuyen significativamente a la produccion primaria, de hasta el 85% en sistemas de agua
dulce (Gin et al.,, 2021; Jakubowska & Szelag-Wasielewska, 2015). Especies del género
Cyanobium presentan adaptaciones notables exhibiendo tolerancia a compuestos toxicos como el
arsénico, haciéndolas organismos utiles en bioensayos de ecotoxicidad y procesos de
biorremediacion en aguas naturales contaminadas (Pérez-Portilla et al., 2021; Yamagishi, T et al.,
2018). La proliferacion de cianobacterias representa un riesgo potencial de floraciones toxicas, tal
como se ha registrado en grandes reservorios de agua como el lago El lago Taihu en China y el El

lago Erie en Estados Unidos de América (EUA), debido principalmente al aumento de la
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temperatura de los cuerpos de agua y concentraciones de nutrientes elevadas como nitrogeno y
fosforo (Huisman et al., 2018).

Candidatus Fonsibacter (Pseudomonadota), miembro dulceacuicola del clado SARI11
(Henson et al., 2018). Estas bacterias, Uinicas en su linaje, estdn adaptadas estrictamente a
ambientes dulceacuicolas, caracterizadas principalmente por su gran abundancia en el planeta,
encontrandose principalmente en capas eutroficas de cuerpos acudticos lenticos principalmente
con mayores abundancias en temporadas calidas (Tsementzi et al., 2019; Chen et al., 2019). Son
ubicuas en este tipo de ecosistemas ya que representan especializacion en la asimilacion de
compuestos organicos de bajo peso molecular (Salcher et al., 2011). Su mayor abundancia en las
capas superficiales del agua embalsada se relaciona con su metabolismo aerobio estricto y la
disponibilidad de oxigeno. Este patrén se mantuvo en todas las épocas de muestreo, sugiriendo
una actividad constante en la transformacion de materia organica disuelta, como se reportd en
estudios de caracterizacion taxonoémica de este organismo (Henson et al., 2018).

El género Polynucleobacter (Pseudomonadota) representa bacterias de vida libre con gran
adaptacion a diversos hébitats y condiciones en ecosistemas de agua dulce, principalmente en
ambientes ricos en sustratos y con buena adaptacion a sistemas anoxigénicos (Betiku et al., 2021;
Hahn et al., 2017). En cuanto a las condiciones propias del agua embalsada, la presencia de este
tipo de organismos puede ser util al momento de detectar cambios y variaciones ambientales ya
que se han estudiado como organismos con caracteristicas de bioindicador ambiental (Ballesteros
et al., 2023) debido a su capacidad de adaptacion, lo que les permite ocupar nichos diversos en
cuerpos de agua dulce (Hosen et al., 2017; Wu Q. L. & Hahn, 2006).

Las bacterias metanotroficas fueron abundantes especialmente en las muestras capturadas a

profundidad (hipolimnion) del Embalse de Bucaramanga, representadas por los géneros
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Methylocystis (tipo 1) y Methylomonas (tipo I) (Pseudomonadota). Las bacterias del género
Methylocystis tienen la capacidad metabolica de utilizar el metano como unica fuente de carbono
y energia (Borrel et al., 2011; Dedysh et al., 2007). Estudios realizados mediante el ensamblaje de
genomas por metagenomas (MAG’s) y metatranscriptomica revelaron la capacidad superior que
exhiben particularmente los metanotrofos tipo II del género Methylocystis, destacando su
capacidad de metabolizar metano, carbono y fosforo, ademas de tener un papel en procesos como
la oxidacion de sulfuro, la oxidacion de tiosulfato y la reduccién de arsénico en cuerpos de agua
embalsados (Wang et al., 2024). Por su parte, el género Methylomonas, muestra adaptacion a
condiciones con baja concentracion de oxigeno, utilizando nitrato como aceptor electronico
alternativo (Sang et al., 2024), lo que podria explicar su predominancia en las muestras colectadas
a profundidad (centro 15m). Este hallazgo es de relevancia pues estos microorganismos
estuvieron presentes en todas las muestras, destacando en mayor proporcion y abundancia en el
hipolimnion, lo que podria relacionarse con sus funciones metabolicas y la posible relacion con la
oxidacion del metano en este estrato, comparado con la superficie (Reis et al., 2024). Ademas, la
prevalencia de metanotrofos de tipo I fue registrada previamente en sedimentos de lagos de agua
dulce (Lyautey et al., 2021; Reis et al., 2024), lo que es compatible con lo hallado en estas aguas
que fueron el objeto de este estudio, indicando su papel crucial en procesos de equilibrio ambiental
en la columna de agua.

Entre las bacterias pelagicas relevantes destaco el género Ca. Methylopumilus
(Pseudomonadota), con una distribucion homogénea en la columna de agua durante todos los
muestreos (M1, M2 y M3). Estos organismos metilotroficos destacan por su capacidad para utilizar
compuestos de un solo carbono derivados de la descomposicion organica, jugando un papel crucial

en el ciclo del carbono especialmente en zonas donde se acumulan subproductos de productores
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primarios (Salcher et al., 2015). Finalmente, las especies clasificadas dentro del género
Phenylobacterium (Pseudomonadota), se caracterizan por metabolizar compuestos heterociclicos
fenolicos como fuente de carbono (Bacek et al., 2019). Sin embargo, algunas especies poseen un
espectro metabolico méas amplio y pueden ser aerobias estrictas o anaerobias facultativas, lo que
amplia su adaptabilidad (Wang N. et al., 2024; Zhang et al., 2024). Su mayor presencia en el
epilimnion, particularmente en la época con menor precipitacion, podria asociarse con una mayor
concentracion de compuestos fenolicos debido a la menor dilucion del sistema (Pérez & Restrepo,
2008).

El dominio Archaea presenta un papel destacado en los ecosistemas acuaticos, aunque su
distribucion ha sido documentada principalmente en aguas marinas, lacustres salobres y sistemas
geotermales, dado a que estos organismos presentan caracteristicas extremofilas (Francis et al.,
2005). Este género representd menos del 1% de la abundancia de los organismos identificados en
el agua del embalse de Bucaramanga, sin embargo, los filos asociados al dominio Archaea en el
agua Embalsada fueron Thermoproteota, Euryarchaeota y Nitrososphaerota, los cuales se
distribuyeron en todas las muestras, en algunos casos siendo dominantes al 100% (figura SA).

Como se observa en la figura 5B, se destaca la dominancia del género Ignisphaera
(Thermoportheota) cuya presencia se ha reportado principalmente en lagunas termales, debido a
que son organismos heterotroficos hipertermofilos, anaerobios estrictos (Allioux et al., 2022;
Podosokorskaya et al., 2024). Hasta el momento no se ha registrado presencia de estos organismos
en sistemas de agua dulce o lagos, lo cual debe investigarse a fondo comparando estos datos con
ensamblajes metagendmicos existentes, con el fin de generar un andlisis filogenético basado en la

secuenciacion del gen 16S que permita corroborar este particular estos hallazgos.
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Figura 5. Estructura de comunidades Arquéales en el agua del Embalse de Bucaramanga.
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La presencia de metandgenos es relevante en los sistemas lacustres y en aguas embalsadas,
destacando para este caso los géneros Methanoregula y Methanothrix detectados principalmente
en las muestras del hipolimnion. Estos organismos se encuentran vinculados a la produccion activa
de metano y otros gases de efecto invernadero, favorecida por la disponibilidad de sedimentos en
este estrato. El género Methanoregula, se reconoce como una de las comunidades con mayor
influencia en el flujo de metano (Borrel et al., 2011; Liu et al., 2025), con un dominio considerable
en cuencas hidrograficas predominantemente boscosas, donde tienden a presentarse mayores
abundancias relativas (Juottonen et al., 2020), lo cual concuerda con la microcuenca del rio Tona,
donde los bosques han sido ampliamente preservados. Por su parte Methanothrix, se identificd
exclusivamente en la muestra denominada centro_15M2, con una abundancia relativa del 100%.
Este género se ha reportado principalmente en condiciones anoxigénicas, desempefiando un papel
importante en las emisiones globales de metano en diversos ambientes naturales y artificiales;
ademds, estos organismos presentan capacidad documentada de realizar metanogénesis

acetoclastica, a partir de acetato (Zhou et al., 2023).
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Otro importante ciclo biogeoquimico es el ciclo del nitrogeno, este proceso requiere de la
participacion de microorganismos en cualquier ecosistema. Los organismos oxidadores del
amoniaco cumplen un papel fundamental en el mantenimiento del equilibrio de la concentracion
de amoniaco, este es un compuesto nocivo para la ictiofauna y los seres humanos, por lo que la
oxidacion del amoniaco mediado por arqueas y su transformacion en depositos de nitritos es muy
importante en los reservorios de agua (Klotz et al., 2022; Qin et al., 2017b). En el agua del Embalse
de Bucaramanga los géneros arquéanos oxidadores de amoniaco (AOA) identificados fueron
Nitrosopumilus y Nitrosarchaeum.

Estos organismos han sido asociados principalmente a cuerpos de agua salobres, sin
embargo, se han reportado especies como Nitrosopumilus limneticus, en el hipolimnion de lagos
oligotroficos (Qin et al., 2017a), no obstante, como se puede ver en los resultados obtenidos, este
género se presentd en el epilimnion de las muestras tomadas en el mes de noviembre de 2024
(muestreo M3), y la muestra tomada en el mes de agosto de 2024 denominada centro M1, a pesar
de que la concentracion de nitritos no varid en dichas muestras, teniendo en cuenta que son
organismos poco dominantes esto indica que podrian ser variaciones en concentraciones con baja
o nula significancia en el cuerpo de agua. Las especies Arquéales que componen al género
Nitrosarchaeum se caracterizan por ser aerobios mesofilos, autdtrofos y oxidantes de amoniaco
que habitan en ambientes no marinos como de baja salinidad (Bollmann et al., 2024; Jung et al.,
2018; ), su presencia en el agua del embalse fue limitada, presentandose en la muestra centro M3
y centro 15 M1, esto no indicaria cambios considerables en la concentracion de nitrogeno
amoniacal en el agua embalsada, lo que no representaria variaciones significantemente bioldgicas,

que generen una variacion en la dinamica de las comunidades.
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4.3.3. Composicion y estructura de las comunidades Eucariotas en el agua del Embalse de
Bucaramanga.

En el embalse de Bucaramanga las comunidades de organismos eucariotas se encontraron
representadas principalmente por los filos Haptophyta (60% a 85%), Chlorophyta (5% a 22%),
Ciliophora (2% a 5%), Streptophyta (2% a 15%), Arthropoda (2% a 15%) y Rotifera (1% a 10%)
(figura 6A). Es importante destacar que las muestras del centro tomadas a profundidad de 15
metros (hipolimnion) tuvieron una menor abundancia de organismos eucariotas y
proporcionalmente menor diversidad, debido a las condiciones de hipoxia y baja luminosidad
caracteristica de este estrato lo que limita la proliferacion de estos organismos.

Dentro de los principales géneros microbianos eucariotas identificados (figura 6B)
destacaron Chrysochromulina (menor de 1% a 80%), Scenedesmus (1% a 6%); Tetradesmus
(menor de 1% a 6%); Chlorella (1% a 17%), Daphnia (< 1% a 15%); Brachionus (< 0,1% a 7%);
Halteria (menor de 1% a 2%), Stylonychia (menor de 1% a 18%) y Guillardia (menor de 0,1% a
2%). Se observo un claro predominio en el agua los microorganismos eucariotas pertenecientes a
géneros de microalgas, componentes esenciales del fitoplancton por su papel como productores
primarios, estabilizadores del ciclo de nutrientes y actores clave en las redes troficas (Deodato
etal., 2019). Estos organismos representaron entre el 45 y el 80% del total de los organismos
eucariotas identificados en el agua del Embalse de Bucaramanga, siendo particularmente
abundantes Chrysochromulina, Scenedesmus, Tetradesmus, Chlorella y Guillardia. Este hallazgo
es relevante, debido al papel que juegan los organismos eucariotas unicelulares como productores
primarios su importancia para el sistema evaluado como sustento de la red trofica (Cuvelier et al.,

2010).
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Figura 6. Estructura y abundancia relativa de las comunidades eucariotas en el agua del Embalse
de Bucaramanga
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A nivel ambiental las algas verdes son de gran importancia como organismos
bioindicadores, principalmente de eutroficacion de un sistema acudtico. Salo & Salovius-Laurén
(2022) demostraron una relacion entre la tasa de absorcion de nutrientes y la eutroficacion de
lagunas costeras, ademas de probar la capacidad de estos organismos de acumular diferentes
contaminantes, como metales pesados, por lo que el estudio a fondo de este tipo de organismos
abre un camino interesante a nivel de investigacion.

En la zona superficial, destacd la dominancia del género Chrysochromulina (Haptophyta),
mayormente asociado a ecosistemas marinos y estuarianos, pero cuya capacidad de adaptacion le
permite colonizar con éxito ambientes lénticos continentales, como lagos y embalses (Deodato
etal., 2019; S. Zhang et al., 2024). Siendo esto consecuente con lo exhibido en la prevalencia de
este tipo de microalgas en el epilimnion del agua embalsada, sugiriendo un papel relevante como
productor primario, lo que se ha documentado principalmente en ecosistemas oceanicos (Zhang

et al., 2024). La capacidad de Chrysochromulina para prosperar en este entorno podria estar
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favorecida por las condiciones templadas y la disponibilidad de nutrientes del embalse, factores
que suelen ser determinantes para este grupo de microalgas.

Por su parte, el género Scenedesmus (Chlorophyta), con abundancia relativa cercana al 8%,
mostrd una distribucion heterogénea en el agua. Este género de algas verdes plantonicas destaca
por su tolerancia a concentraciones elevadas de nutrientes y se caracterizan por su alta produccion
de biomasa en fase estacionaria, (Rocha et al., 2017; Silambarasan et al., 2022). Son organismos
con alta eficiencia en la eliminacion de nutrientes, con potencial de aplicacion en biotecnologia y
biorremediacion (Dubey et al., 2024), por ejemplo, son empleadas ampliamente en el tratamiento
de aguas residuales, con potenciales aplicaciones en biorremediacion, procesos industriales y
biotecnoldgicos (Amorim et al., 2020; Thangam et al., 2021), por lo que su presencia podria
vincularse a zonas con mayor carga trofica dentro del embalse. Similarmente Tetradesmus
(Chlorophyta) fue detectado principalmente en el epilimnion, relacionandose a las zonas con
mayor concentracion de oxigeno disuelto (Ver apéndice E). Algunas especies como Tetradesmus
obliguus BR003, exhiben gran capacidad de adaptacion a diferentes condiciones de estrés celular
(Cesario et al., 2021), distinguiéndose también por su potencial en la produccion de acidos grasos
saturados, como acido palmitico, linoleico y oleico, que son relevantes a nivel industrial (Bravo
et al., 2024; Pérez-Barradas et al., 2023). Su localizacion superficial sugiere una preferencia por
ambientes bien oxigenados y de mayor luminosidad, favoreciendo su metabolismo fotoautotréfico.

Un patrén distinto fue presentado por el género Chlorella (Chlorophyta), ya que se detecto
en todas las muestras, con especial abundancia en el hipolimnion (centro 15MT1), donde fue el
unico género de microalgas identificado. Este hallazgo es coherente con su capacidad fotosintética,
rapido crecimiento (Zou et al., 2022) y adaptabilidad a condiciones extremas les posicionan como

organismos versatiles y adaptables dado a su mixotrofia (Safi et al., 2014), ttiles en procesos de
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fitorremediacién, por su habilidad metabolica de sintetizar compuestos organicos € inorganicos
como amonio y fosforo (Lavrinovics et al., 2022). La presencia predominante de este género en el
estrato profundo (hipolimnion) podria indicar la acumulacién de compuestos como como
nitrégeno, fosforo y carbono organico en esta capa, lo cual resulta relevante para inferir procesos
de mineralizacion y almacenamiento de materia organica (Narayanan et al., 2021).

Guillardia (Chryptophyta) se registr6 en la mayoria de las muestras superficiales,
especialmente en los puntos de cola y centro del embalse. Como nanoflagelado mixotréfico con
capacidad bacterivora, Guillardia cumple un rol esencial en la transferencia de materia organica
disuelta hacia niveles troficos superiores (Grujcic et al., 2018). Estas microalgas se encontraron
distribuidas en la mayoria de las muestras tomadas en el estrato superficial del embalse,
particularmente en los muestreos de cola y centro, esto es consecuente con lo reportado
previamente donde el filo Chrytophyta se encontré en mayor proporcion bajo condiciones calidas,
con capacidad de adaptacion a diversos estratos analizados (Shi et al., 2023), sin embargo, en el
caso puntual no se identificé su presencia en el hipolimnion del embalse.

Finalmente, el zooplancton también tuvo representacion significativa dentro de las
comunidades encontradas. Estos organismos destacan por su rol ecoldgico, fundamentalmente en
este tipo de ecosistemas, actuando como regulador de la abundancia de las comunidades
fitoplanctonicas, sirviendo como filtros naturales, que controlan la sobrepoblacion de algas y
posibles floraciones toxicas en lagos y embalses (Pinto et al., 2025) destacando su importancia en
el equilibrio del ecosistema. Entre los géneros mds destacados se encontraron Daphnia,
Brachionus, Halteria y Stylonychia, los cuales se encontraron exclusivamente en las muestras

correspondientes al epilimnion.
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Los protozoarios ciliados Halteria y Stylonychia (Ciliophora), representaron entre el 1% y
3% (figura 6B) de los eucariotas identificados. Destacados por su participacion como un enlace
critico entre los organismos procariotas y el zooplancton eucariota presente en los ecosistemas
pelagicos, se consideran cruciales en el flujo de energia, biomasa y nutrientes a través de la red
trofica (Moschos et al., 2024). Los organismos del género Halteria fungen como bacterivoros y
virovoros de importancia en lagos mesotréficos y eutroficos (DeLong et al., 2022; Moschos et al.,
2024; Simek et al., 2000). Mientras Stylonychia, representado por especies de vida libre como la
especie S. lemnae, son utilizados como modelo en biologia celular, debido a la presencia de un
macronucleo (MAC) y microntcleo (MIC), estructuras utiles en estudios sobre teldmeros,
cromatina y citotoxicidad ambiental en aguas contaminadas (Aeschlimann et al., 2014; L. Wang
et al., 2020). Los resultados obtenidos evidencian una comunidad eucariota diversa y estructurada,
con presencia de géneros representativos de distintos grupos filogenéticos, lo que refleja la
heterogeneidad ambiental del embalse de Bucaramanga, que se sustenta en el balance de las redes

troficas en el sistema.

4.3.4. Composicion y estructura de las comunidades virales en el agua del Embalse de
Bucaramanga.

Las entidades biologicas con mayor abundancia en diversos ecosistemas son los virus, ya
que se encuentran asociados a células viables en su entorno, puesto requieren la maquinaria
molecular para su proliferacion, los bacteriofagos son los mas abundantes en ecosistemas acuaticos
(Jain et al., 2023; Kellogg, 2010; Wu S. et al., 2020). Teniendo en cuenta que la metodologia de
extraccion de ADN no se encontraba dirigida a el analisis del viroma completo del agua embalsada,

se recuperaron pocas secuencias compatibles con viroplancton que conformé las comunidades
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microbianas representando menos del 1 % de la abundancia relativa de las secuencias identificadas
(figura 3).

Los OTUs virales asociaron unicamente con los filos Nucleocytoviricota (30% - 100%) y
Uroviricota (12% - 70%) (figura 7A) relacionandose principalmente al epilimnion del embalse.
Dos de las doce muestras no presentaron secuencias compatibles con virus (“centro 12 M2” y
“centro_15 M3”). El filo Nucleocytoviricota se caracteriza por presentar un taxén monofilético
comprendido por géneros cuyas particulas virales de ADN se establecen como grandes y gigantes,
como los Pandoravirus, cuyo tamafio se compara al de algunas bacterias y su genoma tiene mayor
complejidad que el de algunos organismos eucariotas (Belhaouari et al., 2022; Philippe et al.,
2013). Miembros de este grupo taxondmico se han identificado como patégenos de diversos
organismos como algas, protistas, invertebrados y vertebrados (Witt et al., 2024), sin embargo,
estudios previos han demostrado que la infectividad de estas particulas en el ambiente se dirige
principalmente a células eucariotas por complejos de entrada — fusion multiproteica, por lo que no
presentan patogenia demostrada en humanos (Hong et al., 2024; Kao etal., 2023). El filo
Uroviricota se ha relacionado a bacteriofagos de cola larga, presentan gran abundancia en aguas
residuales, principalmente destacandose por la transferencia de genes metabolicos auxiliares
(AMQ), estos mecanismos se detectaron por metodologias de Metatranscriptomica, viéndose
activos este tipo de genes en procesos cruciales para bacterias y arqueas como la sintesis de

vitaminas (Hong et al., 2024; Zhang J. et al., 2024)
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Figura 7. Estructura y abundancia relativa de las comunidades virales en el agua del Embalse de
Bucaramanga.
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Los géneros virales detectados mas relevantes (figura 7B) fueron Prymnesiovirus
(Nucleocytoviricota), cuya unica especie documentada es el virus PW1 Chrysochromulina
brevifilum que infecta principalmente a algas haptofitas, reportandose principalmente en
ecosistemas marinos (Mirza et al., 2015). Esto es consecuente con los hallazgos en el embalse
teniendo en cuenta que el género de haptofitas mas abundante fue Chrysochromulina.

El género Sokavirus se ha reportado como ciandfago del género bacteriano Synechococcus,
que fue el microorganismo mas abundante en el agua embalsada. Estos virus representan una tasa
de infeccion calculada en alrededor del 80% de la masa celular y se consideran como canales
cruciales en la liberacion de carbono orgéanico fijado por fotosintesis en materia organica
particulada a depdsitos de materia orgéanica disuelta mediante el ciclo litico, mostrando influencia

en los ciclos biogeoquimicos (Jiang T. et al., 2020).
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4.3.5 Estructura espaciotemporal de las comunidades microbianas totales presentes
en el agua del embalse de Bucaramanga.

El agua del embalse de Bucaramanga mostré una composicion taxondmica de
microorganismos que tiende a ser homogénea en un mismo punto de muestreo a través del tiempo,
con una minima diferenciacion presentada en el analisis PCoA (ver Apéndice F). Sin embargo, si
se observd una marcada diferenciacion de las muestras de acuerdo con la profundidad y
localizacion espacial de muestreo. Por ejemplo, en las muestras superficiales (epilimnion),
especialmente durante los muestreos M2 y M3, se observo una fuerte influencia del género
bacteriano Synechococcus, cianobacteria del picoplancton conocida por su papel clave en la
produccion primaria. Esta dominancia sugiere una contribucion significativa al sustento del
bacterioplancton y otros componentes de la red troéfica microbiana, particularmente bajo
condiciones de mayor pluviosidad que podria haber favorecido la entrada de nutrientes al sistema
(Parli et al., 2021). Se evidenci6 también una marcada dominancia espacio-temporal del género
eucariota Chrysochromulina en las muestras colectadas en superficie, lo cual es relevante dada la
importancia de los microorganismos eucariotas, ya que cumplen funciones fundamentales en los
ecosistemas acuaticos debido a su estrecha relacion con las bacterias, principalmente en la
regulacion de las redes troficas, desempefiando roles como productores primarios, consumidores
secundarios y parasitos en los sistemas de agua dulce (Cuvelier et al., 2010; Keck et al., 2020;
Sweetlove et al., 2025). Este género fue dominante a lo largo del tiempo, indicando su
estabilizacion en el agua, lo que concuerda con registros en aguas templadas o estacionalmente
calidas (Perneel et al., 2024; Shi et al., 2023), y sugiere que la concentracion de biomasa
fitoplanctonica estaria relacionada en mayor medida con microalgas haptofitas estabilizadas en

este entorno.
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En contraste, el género Ca. Fonsibacter se asocia principalmente a las muestras
superficiales del muestreo M1, recolectadas durante el periodo de menor pluviosidad. Esta
distribucion podria estar vinculada a la mayor temperatura del agua y mayor concentracion de
compuestos organicos solubles caracteristicos de estos eventos, lo que sugiere una alta
adaptabilidad de este taxon a condiciones mas calidas y oligotréficas. Su presencia refuerza la
hipotesis de una respuesta ecologica microbiana ante las fluctuaciones ambientales del sistema
(Tsementzi et al., 2019).

La diferenciacion observada entre muestras superficiales y profundas, aun en un nimero
limitado de géneros visualizados, confirma una especializaciéon microbiana influenciada por
gradientes ambientales verticales (tales como luz y oxigeno disuelto, entre otros). Esto coincide
con lo reportado en estudios que destacan como la estratificacion en embalses favorece la
diversificacion funcional de los microorganismos en la columna de agua (Wang et al., 2024; Wood
et al., 2024).

Los andlisis realizados permitieron detectar una comunidad microbiana diversa y
estructurada de acuerdo con la estratificacion del embalse, dominada por géneros microbianos
como Synechococcus, Chrysochromulina y Ca. Fonsibacter, en consonancia con estudios
realizados en otros ecosistemas tropicales. La composiciéon de las comunidades microbianas
observada sugiere una especializacion funcional asociada a condiciones troficas locales, aspecto
que no habia sido previamente reportado para este tipo de cuerpos de agua, teniendo en cuenta su
relevancia. La composicion observada sugiere una especializaciéon funcional asociada a

condiciones tréficas locales, aspecto que no habia sido previamente reportado para este sistema.
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4.4 Bioindicadores asociados a la alteracion de la calidad microbiologica y fisicoquimica del

agua en el Embalse de Bucaramanga.

4.4.1 Abundancia de bioindicadores de alteracion microbiologica de la calidad del
agua identificados en el Embalse de Bucaramanga.

Con base en la normatividad colombiana vigente, se observd una minima abundancia de
OTUs relacionados con microorganismos patégenos y potencialmente patdégenos transmitidos a
través del agua. No se identificaron secuencias compatibles con géneros tales como Citrobacter
y Enterobacter (coliformes totales), y dentro del grupo de los coliformes, se detectaron secuencias
compatibles con el género Escherichia en 8 de 12 muestras, y Klebsiella en 4 de las 12 muestras
analizadas (Apéndices G y H).

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria reconocida ampliamente por su alta patogenicidad
Cepas como E. coli O157:H7 enterohemorragica han sido identificadas en brotes a nivel mundial
en sistemas de agua potable y residual, representando infecciones gastrointestinales de alto
impacto (Mogessie et al., 2024), ya que son microorganismos que presentan dosis infectivas de
alrededor de 10 células (Mogessie et al., 2024; Zhu et al., 2025). Estudios previos demuestran que
su supervivencia en el ambiente se sustenta fundamentalmente por organismos nativos en los
sistemas en que prolifera, ademas de la concentracion de nutrientes, por lo que este tipo de
patogenos de importancia en salud publica se han visto favorecidos por ambientes con dominancia
de procariotas patogenos, que interactian favoreciendo la proliferacion y resiliencia celular (Zhang
N. et al., 2023).

Dentro del género Klebsiella, destaca la especie Klebsiella pneumoniae. Este patdgeno se

encuentra de forma ubicua en diversos ecosistemas, sin embargo, su deteccion en el ambiente
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puede deberse a cargas de tipo antropogénico (Araujo et al., 2024). Este tipo de organismos
representan gran importancia a nivel clinico, teniendo en cuenta que son bacterias caracterizadas
por generar un amplio rango de enfermedades en el ser humano, ademés cuentan con capacidad
de expresar genes de resistencia a antibioticos estudiados ampliamente a nivel clinico (De Oliveira
et al., 2020). El estudio de este tipo de patdgenos y la expresion de genes de resistencia a nivel
ambiental, principalmente en aguas, es un campo en desarrollo, teniendo en cuenta que se ha
reportado la diseminacion de cepas multi-drogoresistentes (MDR) en aguas residuales y naturales
(Araujo et al., 2024; Denissen et al., 2023; Rolbiecki et al., 2025). Esto ha adquirido relevancia,
debido a que es una de las diez amenazas en salud publica declarada por la OMS, por su gran
adaptabilidad y movilizacién de genes de resistencia a antibioticos (Murray et al., 2022;), por lo
que su identificacion y estudio a nivel ambiental es destacado.

El género Mycobacterium fue considerado un indicador de alteracién microbiologica del
agua, destacando por su presencia en todas las muestras analizadas. Se observd un numero
acumulado de secuencias considerable en comparacidon con otros organismos indicadores,
especialmente en la muestra “centro 15 M1”, donde se identificaron 80 secuencias afiliadas a este
género, la mayor cantidad registrada en las 12 muestras analizadas. Ademas, su presencia se
evidencio tanto en el epilimnion como en el hipolimnion del embalse.

Dentro de este género destacan las micobacterias no tuberculosas como Mycobacterium
avium, cuyo aislamiento en aguas naturales ha sido documentado y se ha vinculado a infecciones
pulmonares por consumo de agua potable derivada de fuentes de agua superficial con
concentraciones elevadas de estos microorganismos, principalmente con presencia de turbiedades
altas y mayor concentracion de solidos suspendidos (Dowdell et al., 2019). Este tipo de bacterias

se caracteriza por ser oportunista, infectando principalmente a pacientes con enfermedades
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cronicas de base o inmunocomprometidos. Ademas, exhiben una notable y bien documentada
resistencia a los procesos de desinfeccion en sistemas de tratamiento convencional (Dowdell K. S.
et al., 2024; Kotlarz et al., 2019). Este tipo de resistencia fue comprobada hace décadas haciendo
uso de cultivos puros, donde se demostrd que son requeridas dosis de desinfectante hasta 2000
veces mayores a las necesarias para eliminar organismos como Escherichia coli (Kotlarz et al.,
2019; Taylor et al., 2000). Este hallazgo es particularmente relevante, considerando la creciente
importancia de estos microorganismos en aguas naturales y en sistemas de distribucion de agua
potable. La baja deteccion de este género en las muestras analizadas no debe subestimarse, ya que
la extraccion de ADN y su identificacion mediante métodos de secuenciacion puede resultar dificil,
dadas las caracteristicas morfofisiologicas y gendémicas particulares que presentan estas células
bacterianas (Haig et al., 2018).

En linea con las perspectivas internacionales sobre el control de calidad en sistemas de
agua potable, se destacan los organismos considerados de riesgo emergente. Esta preocupacion se
debe, principalmente, a los cambios ambientales derivados de diversas actividades humanas, los
cuales pueden afectar las fuentes de agua natural y, por ende, impactar directamente la calidad del
recurso. Es fundamental reconocer a los microorganismos patogenos que pueden contribuir al
deterioro de las fuentes hidricas o servir como indicadores de este proceso, especialmente en
reservorios de agua (Piegdon & Tchorzewska-Cieslak, 2025).

Por esta razon, se filtraron los géneros presentes en el agua del Embalse de Bucaramanga
que han sido senalados por la OMS como una “problematica emergente” en salud publica, al
presentar evidencia de transmision a través del agua potable. Su presencia en los sistemas de
captacion puede orientar los objetivos de los Planes de Seguridad del Agua (PSA), mediante la

caracterizacion integral de las fuentes hidricas y la identificacion de riesgos potenciales en cada
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etapa del proceso de tratamiento, incluyendo captacién, pretratamiento, tratamiento,
almacenamiento y distribucion (Parra et al., 2025). En este contexto, la informacion recopilada en
esta investigacion es de gran valor, ya que revela caracteristicas microbiologicas relevantes en el
sistema de captacion mas importante de la ciudad de Bucaramanga, reflejando las condiciones
actuales del reservorio.

En este caso en los Apéndices J y K se pueden apreciar los géneros con evidencia de
transmision por agua potable identificados en el agua embalsada, destacando por la acumulacion
de secuencias los géneros Aeromonas y Pseudomonas. En el caso del género Aeromonas, este
presentd la mayor acumulacion de secuencias en 11 de 12 muestras analizadas, la muestra con
mayor acumulacion de secuencias estuvo representada por la muestra denominada “centro M1”,
este tipo de bacterias son ubicuas en el estrato superficial y profundo en diferentes cuerpos de agua
y suelo, reportandose incluso en agua clorada, son oportunistas con capacidad de causar
infecciones gastrointestinales, meningitis, osteomielitis, ulceras, infecciones oculares, septicemia
o la muerte, con dosis infectivas reportadas en brotes de gastroenteritis de 1 — 10* UFC/ 100 ml
(Botero et al., 2023; Carusi et al., 2023).

La especie Aeromonas hydrophila es un patdogeno emergente que puede encontrarse en
aguas naturales con capacidad de alterar la calidad del agua de consumo humano, su prevalencia
en agua potable se debe a su descrita habilidad de generar biopeliculas en diversas superficies
biologicas o inertes como tuberias y sistemas de almacenamiento, generando potencialmente
resistencia a la cloracion y cloro residual (Li Q. et al., 2021), exhibiendo adicionalmente genes de
resistencia a antimicrobianos como factor de virulencia de importancia en salud publica (Carusi
et al., 2023; Figueira et al., 2011; Li Q. et al., 2021), paises como Estados Unidos han establecido

en sus politicas sanitarias la inclusion de Aeromonas hydrophila en la lista de contaminantes
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microbioldgicos candidatos, esta lista generada en el afo 2022, por la Agencia de Proteccion
Ambiental, plantea contaminantes no regulados pero que presentan evidencia necesaria y
potencial para encontrarse en sistemas de agua potable (EPA, 2022).

Las bacterias que pertenecen al género Pseudomonas son organismos ubicuos en suelo,
plantas y en fuentes de agua natural. Para el caso del agua del Embalse de Bucaramanga se
reportaron secuencias con afiliacion a este género en todas las muestras analizadas, destacando la
acumulacion de secuencias en las muestras tomadas en el centro en el estrato profundo denominada
“centro_15 M2”, donde se detectaron 145 secuencias compatibles con este género.

En materia de indicadores de alteracién microbioldgica del agua, la especie Pseudomonas
aeruginosa, un bacilo Gram negativo no fermentador (BGNNF) notable por su capacidad de
produccion de pigmentos como piocianina, pioverdina y piomelanina. Se considera un patdégeno
emergente de importancia en salud publica, que ha sido aislado en sistemas de tratamiento de agua
potable (Behzadi etal., 2021). Su presencia en este tipo de ambientes se explica por su
adaptabilidad, ampliamente documentada, y especificamente por su capacidad para formar
biopeliculas en diversas superficies. Esta estrategia brinda una destacada proteccion frente a
ataques del sistema inmune del hospedero, asi como frente al efecto de antibioticos, bactericidas e
incluso desinfectantes como el cloro (Shahab et al., 2025). Esto favorece el desarrollo de células
en un estado viable pero no cultivable, que demuestran resiliencia celular y pueden recuperar su
virulencia en condiciones adecuadas (Horikian et al., 2024). Estos microorganismos afectan
principalmente a pacientes inmunocomprometidos siendo las Unidades de Cuidados Intensivos un
entorno donde estos patdogenos suelen encontrarse, y su circulacion podria estar asociada con la

contaminacion proveniente del agua (Turban et al., 2024; Zhou Q. et al., 2024).
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En conjunto, estos hallazgos reflejan una comunidad microbiana con baja abundancia de
patogenos reconocidos en la mayoria de las muestras, aunque con presencia de géneros de
importancia en salud publica que justifican un monitoreo continuo. Estos resultados constituyen
una base técnica de valor para fortalecer los Planes de Seguridad del Agua (PSA) en el sistema de
abastecimiento de Bucaramanga, priorizando la vigilancia de microorganismos emergentes y
resistentes que podrian representar riesgos futuros bajo cambios en las condiciones ambientales o

en la presion antropica sobre el embalse.

4.4.2 Bioindicadores de alteracion fisicoquimica de la calidad del agua identificados
en el Embalse de Bucaramanga.

La alteracion fisicoquimica del agua derivada de procesos bioldgicos representa una
preocupacion creciente en salud publica. Estas alteraciones afectan directamente los procesos de
tratamiento de agua, tales como la coagulacion y filtracion, y también la calidad del agua
modificando sus caracteristicas organolépticas, por ejemplo, el sabor y olor (WHO, 2022b).
Ademas, pueden generarse compuestos quimicos no regulados con potencial impacto negativo
sobre la salud de humana y la fauna (WHO, 2022a)

Al analizar la abundancia de los microorganismos encontrados en el embalse de
Bucaramanga se encontrd una dominancia marcada de cianobacterias, (figura 8), donde el género
Synechococcus fue el organismo que presentd mayor prevalencia, lo que fue consecuente con la
abundancia relativa presentada de 15- 30% aproximadamente principalmente en las muestras del

epilimnion del embalse (figura 4B).
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Figura 8. Microbioma central del agua del Embalse de Bucaramanga.
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La dominancia de cianobacterias en el fitoplancton representa un problema ambiental y
sanitario creciente, principalmente por la ocurrencia de floraciones toxicas asociadas a estos
organismos (Lefler etal., 2025). Estos eventos suelen desencadenarse por variaciones
fisicoquimicas, como el aumento de la temperatura, la concentracion de nutrientes, la luz y el pH
del agua, que favorecen tanto a su proliferacion como al estrés celular. Como resultado, se ve
comprometida la calidad del recurso hidrico, su sustentabilidad y sus posibles usos, debido a la
capacidad documentada de las cianobacterias para producir toxinas como microcistinas,
cilindrospermopsinas, anatoxinas-a y saxitoxinas (Krausfeldt et al., 2024; Mao et al., 2022).

Aunque las cianobacterias del género Symechococcus no han sido tradicionalmente
relacionadas con la generacion de floraciones toxicas, Gin et al. (2021) describieron la capacidad
de ciertos aislamientos de Synechococcus sp. provenientes de un cuerpo de agua dulce para

producir cilindrospermopsina (CYN) y anatoxina-a (ATX). Ademas, considerando la notable



ANALISIS METAGENOMICO DE MICROORGANISMOS DEL AGUA 60

adaptacion de estos organismos a condiciones de estrés ambiental, se plantea la posibilidad de que,
en el futuro, puedan originar floraciones toxicas (Bukowska et al., 2017; Sim, Z. et al., 2023).

La contaminacion de los cuerpos de agua por cianotoxinas es un problema de salud publica
que puede acarrear complicaciones para la salud humana (WHO, 2020a). La cilindrospermopsina
(CYN), producida por varios géneros de cianobacterias, presenta una alta persistencia ambiental,
estabilidad quimica y baja tasa de degradacion. La intoxicacion aguda por CYN afecta
principalmente al higado y los rifiones, alterando el metabolismo de proteinas y colesterol, ademas
de provocar modificaciones en los eritrocitos y coagulopatias (Martinez A., 2021; Mutoti et al.,
2023). Teniendo en cuenta la toxicidad demostrada en modelos animales, la OMS establecio
valores de alerta para el agua destinada al consumo humano: 0,7 pg/L para exposicion cronica y 3
ug/L para exposicion aguda (WHO, 2022a).

En referencia a la neurotoxina de tipo alcaloide ATX, este tipo de toxina es un agente
bloqueador neuromuscular despolarizante postsinaptico, agonista de los receptores nicotinicos en
las uniones neuromusculares, ganglios autonomos y otras partes del sistema nervioso (Lovin et al.,
2024; Mutoti et al., 2023). La intoxicacion con esta sustancia puede generar una estimulacion
colinérgica con sintomas como salivacién, temblor muscular, convulsiones e insuficiencia
respiratoria por su accion en la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa. La principal via de
exposicion a este tipo de cianotoxina es el consumo de agua potable proveniente de fuentes
afectadas por floraciones toxicas de cianobacterias (WHO, 2022a). Plata-Calzado et al. (2023)
demostraron en ensayos In vitro de analisis de microntcleos que la combinacion de CYN y ATX
presentd genotoxicidad en la linea celular L5178Y Tk+/—; lo que podria estar relacionado con

efecto de tipo carcinogénico por la exposicion prolongada (Rajput et al., 2024).
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Otra alteracion documentada que pueden generar las cianobacterias es la produccion de
compuestos responsables de olor y sabor, los cuales afectan la calidad del agua superficial y pueden
percibirse en el agua potable. La geosmina (GSM) y el 2-metilisoborneol (MIB) son compuestos
olorosos cominmente detectados en embalses alrededor del mundo. El MIB, en particular, es
producido principalmente por cianobacterias (Su et al., 2014; Clercin et al., 2021; Zhangsun et al.,
2024). Se ha reportado la produccion de 2-metilisoborneol en embalses por parte de varios géneros
de cianobacterias, siendo Cyanobium uno de los principales productores de MIB en cuerpos de
agua (Zhangsun et al., 2024). Este género fue el segundo més abundante dentro del microbioma
central del embalse (Figura 8), por lo que, en épocas de sequia intensa, podria favorecerse un
aumento de olores en el agua embalsada. Este hallazgo es relevante, ya que permite anticipar y
gestionar eventos similares, como el ocurrido en el lago Erie, en Toledo (Ohio), donde una
floracion de cianobacterias gener6 toxinas en el sistema de captacion de agua, afectando a mas de
450.000 usuarios del acueducto local. Este caso demostro la vulnerabilidad ante fendmenos de esta
magnitud y la necesidad de implementar soluciones basadas en innovacion tecnoldgica para
mejorar la gestion del riesgo asociado a las cianobacterias (Alliance for the Great Lakes, 2019;
Erratt et al., 2023; Wang N. et al., 2024).

Como se observa en el microbioma central del agua del embalse de Bucaramanga (Figura
8), el segundo grupo microbiano dominante fue el género de haptofitas Chrysochromulina, con
presencia en 11 de las 12 muestras analizadas y una abundancia relativa por muestra entre el 45 %
y el 80 %, aproximadamente. Si bien este tipo de microalgas destaca por su papel fundamental
como productores primarios en la red tréfica, también tienen la capacidad de alterar el medio en
el que se desarrollan, principalmente por su potencial de generar floraciones algales nocivas (FAN)

(Erdner et al., 2008). Este tipo de fendmenos, caracterizados por la proliferacion exacerbada de
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algas, pueden causar graves dafios ambientales, afectar la ictiofauna y representar riesgos
potenciales para la salud humana (Anderson et al., 2021). Las especies con capacidad nociva, por
su produccion de toxinas, generan un aumento en la biomasa descontrolado, causan agotamiento
de la concentracion de oxigeno y reduccion de la biodiversidad en la columna de agua, afectando
las condiciones troficas del cuerpo de agua (Anderson et al., 2021). Esto no se observo en el
Embalse de Bucaramanga, debido a que la diversidad exhibida por las comunidades microbianas
es considerablemente alta y no se presenta un desequilibrio ecologico de las comunidades
microbianas, expresado por la dominancia de un organismo en particular.

Las FAN se han reportado en cuerpos de agua del norte de Europa, ocasionando pérdidas
considerables en la industria piscicola de esta region. En 2019, se registro una FAN causada por
la especie Chrysochromulina leadbeateri, que provocod la muerte de aproximadamente 14 mil
toneladas de peces en las costas y fiordos noruegos, siendo la floracion mas devastadora conocida
en la zona. Este fendmeno estuvo influenciado por la concentracion de nutrientes, el aumento de
la temperatura del agua y la disminucion de la salinidad (Wang X. et al., 2024). El incremento en
la concentracion celular de microalgas se ha asociado con la produccion de compuestos bioactivos
citotoxicos, que han demostrado tener actividad litica y efectos nocivos sobre el tejido epitelial de
las branquias de los peces. Ademas, el alto contenido de acidos grasos libres generado durante una
floracion puede interactuar con especies reactivas de oxigeno (ROS), dando lugar a compuestos
potencialmente perjudiciales para la salud humana (Fon et al., 2025).

Dentro de la comunidad microbiana identificada en el microbioma central del Embalse de
Bucaramanga, destaco un patron de diversidad relativa homogénea (entre el 3 % y el 12 %) en las
secuencias correspondientes a géneros bacterianos presentes en todas las muestras analizadas.

Entre ellos, sobresalio Polynucleobacter, un género bacteriano documentado como indicador de
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eutrofizacidon e impacto antropogénico. Hosen et al. (2017) lo describen como altamente abundante
en arroyos urbanizados, donde represento el 1,65 % de las secuencias, en comparacion con solo el
0,58 % en arroyos forestados. Este grupo bacteriano también fue identificado en humedales
colombianos con distintos grados de carga antropogénica, evidenciandose su predominancia en
sistemas con elevada intervencion humana (Ballesteros et al., 2023). Ecoldgicamente,
Polynucleobacter se clasifica como una ultramicrobacteria oligotréfica, con capacidad de
adaptacion y descomposicion de materia organica. Por estas caracteristicas, este género podria
representar un bioindicador potencial de las condiciones troficas y de acumulacion de materia
organica en el agua del Embalse de Bucaramanga, asi como en otros cuerpos de agua de la region
con distintos niveles de impacto antropico, lo que es importante en el monitoreo y conservacion
de las fuentes de agua a nivel regional.

El agua del Embalse de Bucaramanga alberga grupos microbianos con potencial impacto
de la calidad del agua y la salud publica. La dominancia de cianobacterias del género
Synechococcus, junto con la abundancia de Cyanobium, sugiere riesgo de produccion de
cianotoxinas y/o compuestos organolépticos que afectan el sabor y olor del agua derivados de
floraciones de cianobacterias. Asimismo, la prevalencia de haptofitas del género
Chrysochromulina, con antecedentes de floraciones nocivas, resalta la importancia de vigilar
posibles cambios ambientales que favorezcan este tipo de eventos. La deteccion de
Polynucleobacter, indicador de eutrofizacion e impacto antropico, refuerza la necesidad de
monitoreo permanente para prevenir desequilibrios ecoldgicos y garantizar la calidad y seguridad

del recurso hidrico.
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4.5 Correlacion de la calidad fisicoquimica del agua del Embalse de Bucaramanga con la
presencia y abundancia de bioindicadores.

Los procesos bioldgicos y quimicos estdn estrechamente relacionados en todos los
ecosistemas del planeta. Los microorganismos requieren diversos elementos para su crecimiento
y reproduccion celular; ademas, su capacidad adaptativa puede reflejar variaciones significativas
en ambientes especificos; por lo tanto, los parametros fisicoquimicos desempefian un papel crucial
en la interaccion entre los microorganismos y su entorno. La comparacion entre los patrones
taxonoémicos y los analisis fisicoquimicos de las muestras extraidas del Embalse de Bucaramanga,
realizada mediante pruebas de Welch con correccion de Bonferroni usando la herramienta
estadistica STAMP (Parks et al., 2014), permitid identificar géneros microbianos con potencial
como bioindicadores asociados a variaciones fisicoquimicas.

Se encontré una relacion positiva estadisticamente significativa (IC del 95% y p-valor
corregido < 0,05) entre la concentracion de oxigeno disuelto y la abundancia de algunos géneros
microbianos, tales como Anaerolinea, Thiobacillus y Caldilinea, 1os cuales presentan una relacion
positiva a condiciones hipdxicas con concentraciones de oxigeno menores a 5,0 mg O2/1. Por otra
parte, los géneros Haliscomenobacter, Rhynchospora, Brachionus y Terrimonas se relacionaron
positivamente con concentraciones de oxigeno mayores a 5,0 mg O2/1 (figura 9A), evidenciandose
la influencia directa que tiene la concentracion de oxigeno en la estructura de las comunidades
microbianas encontradas en el embalse. Lo anterior se relaciona con las diferencias observadas
entre las muestras de la superficie y profundidad, explicandose aproximadamente el 57% de la
variacion microbiana de las comunidades, respecto a este parametro en especifico con una

relevancia estadistica significativa (figura 9B).
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Figura 9. Relacion de parametros fisicoquimicos y abundancia de géneros microbianos en el agua del Embalse de Bucaramanga
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En cuanto a la relacion a la materia orgénica y los datos taxondmicos del metagenoma del
embalse de Bucaramanga se logrd observar una relacion positiva estadisticamente significativa
(IC del 95% y p-valor corregido < 0,05) entre la abundancia de ciertos géneros microbianos y la
concentracion de carbono organico total (COT) que representa la fraccion organica de los
compuestos presentes en el agua (figura 9C): Por ejemplo, los géneros Desulfovibrio,
Desulfibulbus, Anaerolinea y Brucella presentaron una correlacion positiva con concentraciones
de COT superiores a 2,5 mg COT/l, mientras que Ignisphaera, Chryseobacterium y Terrimonas
evidenciaron una relacién positiva estadisticamente significativa con concentraciones de COT
inferiores a 2,5 mg COT/l. La figura 9D muestra la ordenaciéon multivariada asociada a la
concentracion de COT en el agua, explicando alrededor del 34% de la variacion total de las
comunidades microbianas detectadas en el agua del Embalse (P < 0,05), demostrando que la
concentracion de materia organica representa un factor importante en como se conforman y
establecen las comunidades microbianas.

Las especies bacterianas de la familia Anaerolineaceae han sido aisladas de sistemas de
digestion anaerobica, donde exhiben un metabolismo fermentativo basado en el uso de
carbohidratos, compuestos proteicos y fuentes de azufre bajo condiciones anaerobias (Mcllroy et
al., 2017; Hu et al., 2024; Pu et al., 2024). Ademas de su papel en la metilacion del mercurio en
suelos agricolas y en la nitrificacion de sedimentos costeros (Pu et al., 2024; You et al., 2023), la
mayoria de los géneros asociados a esta familia son bacterias termofilas. Anaerolinea, por ejemplo,
incluye especies representativas como Anaerolinea thermophila, cominmente asociadas a
ambientes con alta concentracion de materia organica, como biorreactores de plantas de
tratamiento bioldgico de aguas residuales (PTBAR) (Hu et al., 2024). Esto se evidencio en el

presente estudio mediante una correlacion positiva estadisticamente significativa (p < 0,05) entre
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la abundancia del género Anaerolinea y la concentracion de carbono orgéanico total (COT) (Figura
9C), lo que sugiere su potencial como bioindicador de eutrofizacién en lagos o embalses y del
aumento en la contaminacion de cuerpos de agua.

El género Terrimonas mostr6 una relacion positiva con condiciones oxigénicas (> 5,0 mg
0O2/1) y concentraciones bajas de materia organica (< 2,5 mg COT/1). Estas bacterias desempenan
un papel clave en los procesos de desnitrificacion en suelos rizosféricos, y también han sido
identificadas en microbiomas asociados a sistemas de tratamiento de aguas residuales,
participando tanto en las fases aerdbicas como anaerdbicas del proceso (Wang H. et al., 2021;
Zhang Y. etal., 2024). La especie Terrimonas aquatica fue aislada por primera vez en un manantial
de agua dulce en Taiwan, y se describié como una bacteria aerobia e inocua en estos ambientes
(Sheu et al., 2010).

La desnitrificacion aerobia constituye un proceso esencial en cuerpos de agua como lagos
y embalses, debido a la eutroficacion generada por la acumulacion de nitrégeno, teniendo en cuenta
que en ambientes oligotroficos la relacion de carbono/nitrogeno no es lo suficientemente alta para
ofrecer energia y un fuerte flujo de electrones para el crecimiento celular y la desnitrificacion
biologica (Deng et al., 2020; Di et al., 2025; Kou et al., 2024). Esto resulta en bajas tasas de
transformacion del nitrogeno total, generando una acumulacién a largo plazo, ocasionando un
aumento progresivo de la eutroficacion, lo que en embalses significa condiciones de afectacion del
ecosistema acudtico (Di et al., 2025), aumento de costos en el tratamiento de agua para consumo
humano y disminucién de la vida util del embalse (Pérez & Restrepo, 2008).

Larelacion positiva presentada entre el género Terrimonas con concentraciones de oxigeno
disuelto elevadas y COT bajas (oligotrofia), posiblemente por su papel como organismo

desnitrificador aerobio en el sistema, el aumento de la abundancia de este tipo de organismos puede
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emplearse como un indicador de agua bien oxigenadas con poco impacto, como manantiales o
lagunas de alta montafia.

Los resultados evidencian que las condiciones fisicoquimicas, como oxigeno disuelto y el
carbono orgénico total, influyen de manera determinante en la estructura y composicion de las
comunidades microbianas de un entorno determinado, permitiendo identificar géneros con
potencial como bioindicadores de calidad del agua y grado de eutrofizacion. La asociacion de
Anaerolinea con ambientes hipdxicos y altos niveles de materia organica sugiere su utilidad como
marcador de procesos de contaminacién y enriquecimiento tréfico, mientras que Terrimonas,
destacd como un organismo relacionado con condiciones oxigenadas y bajas concentraciones de
carbono, podria indicar aguas de mejor calidad y menor intervencion antropica. Estos hallazgos
resaltan la importancia de integrar analisis metagendmicos con parametros fisicoquimicos para

mejorar el monitoreo y la gestion de ecosistemas acuaticos.
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5. Conclusiones

En este estudio se logro identificar por primera vez las comunidades microbianas presentes
en el Proyecto de Regulacion Hidrica del rio Tona - Embalse de Bucaramanga, el reservorio de
agua mas importante del nororiente colombiano. Mediante un enfoque metagendémico innovador
basado en secuenciacion masiva tipo shotgun mediante la tecnologia de secuenciacion de
nanoporos, se identificaron 675 géneros microbianos dominados principalmente por organismos
bacterianos y eucariotas, destacando filos tales como Pseudomonadota, Cyanobacteriota y
Actinomicetota. La estructura de las comunidades microbianas encontradas en el embalse es
compleja y diversa, con una dindmica significativa asociada a la estratificacion del embalse y a las
interacciones con la red trofica, demostrando asi una posible especializacion funcional y ecologica
en el cuerpo de agua establecida a lo largo del tiempo.

Se establecio la presencia y abundancia de bioindicadores de alteracion de la calidad
microbiologica conforme a la legislacion colombiana y normativas internacionales vigentes. Se
identificaron géneros bacterianos clave tales como Escherichia, Klebsiella, Mycobacteriym,
Aeromonas y Pseudomonas, los cuales poseen potencial documentado para afectar la salud de los
seres humanos incluso con bajas dosis infectivas, y estan asociados a brotes infecciosos en la
comunidad como es el caso de Escherichia coli O157:H7 enterohemorragica. Asimismo, se
detectaron organismos oportunistas con mecanismos de resistencia a los desinfectantes estudiados,
asi como microorganismos considerados como contaminantes emergentes con potencial de
comprometer la calidad del agua potable lo cual destaca la necesidad de su monitoreo e
investigacion constante no solo en las fuentes de agua, sino también en la red de distribucion de

agua potable.
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En relacion con los bioindicadores asociados a la alteracion de la calidad fisicoquimica del
agua, se identificaron los géneros Symechococcus, Cyanobium y Chrysochromulina, cuya
proliferacion desmedida podria dar lugar a floraciones algales nocivas, asi como a la alteracion de
las propiedades organolépticas del recurso hidrico, con posibles repercusiones a gran escala. Estos
eventos representan una amenaza directa a la calidad del agua del embalse, por su potencial de
disminucion de la vida util dado por la eutroficacion, aumento de los costos de tratamiento y
pueden afectar la salud humana; por lo tanto, su monitoreo constante es fundamental para detectar
patrones de alteracion temprana y mitigar riesgos asociados.

Se observé una correlacion positiva y estadisticamente significativa entre la abundancia de
ciertos bioindicadores y la calidad fisicoquimica del agua, destacandose los géneros Terrimonas 'y
Anaerolinea como indicadores microbianos representativos de condiciones ambientales
contrastantes, particularmente en relacion con las concentraciones de oxigeno disuelto y carbono
organico total. El género Terrimonas mostrd asociacion con niveles altos de oxigeno disuelto y
baja concentracion de materia organica, posicionandolo como un posible bioindicador de
condiciones oligotroficas; por otra parte, el género Anaerolinea se asoci6 a condiciones hipdxicas
y alto contenido de materia orgénica, lo que lo convierte en un potencial bioindicador de deterioro
ambiental. Esto refleja la influencia que representan las variables fisicoquimicas y la estructura
microbiana, siendo este andlisis muy util para el monitoreo ecoldgico del Embalse y cuerpos de

agua similares en el pais.
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Apéndices
Apéndice A. Protocolo de Muestreo de agua Embalse de Bucaramanga.

1. Objetivo

Obtener muestras representativas de agua superficial del Proyecto de Regulacion Hidrica Embalse de
Bucaramanga para su posterior analisis metagendmico, siguiendo procedimientos estandarizados que
aseguren la integridad microbioldgica y genética de las muestras.

2. Seleccion del sitio de muestreo

De acuerdo con ISO 5667-4:2016:

e Se seleccionaron puntos de muestreo que representen diferentes zonas del cuerpo de agua, en este
caso los muestreos se realizaran en las principales zonas del embalse (cola, centro y presa)

e Se evito el muestreo cerca de la orilla inmediata para reducir el riesgo de contaminacion externa.

e Se realizé un muestreo en la zona fética (10 — 15 metros de profundidad) de la zona de transicion
del embalse o también llamada centro.

3. Equipamiento y material

e Botellas de vidrio borosilicato de 500 ml estériles, resistentes a acidos y libres de ADNase/RNase.

e Guantes estériles, pinzas y material auxiliar esterilizado.

e Nevera portatil con acumuladores de frio para transporte.

e Registro de condiciones ambientales (conductividad y oxigeno disuelto).

e Registro GPS del punto exacto de muestreo.

e Controles de campo (Triplicados).

4. Procedimiento de muestreo

e Se empled un protocolo de muestreo estéril bajo condiciones asépticas para minimizar la
contaminacion cruzada.

e En cada punto de muestreo, se recolectaron tres réplicas independientes (triplicado bioldgico)
utilizando botellas de 500 ml, totalizando aproximadamente 1500 ml por sitio.

e El muestreo se realizé entre 20 y 50 cm bajo la superficie del agua (cola, centro y presa) y en la
zona fotica del centro del embalse (15 metros), evitando el contacto con sedimentos o la capa
superficial, de acuerdo con la norma.

e Las muestras colectadas en el punto centro en la zona fotica (15 metros) se tomaron mediante
muestreo automatico empleando muestreador de agua horizontal Wildco® Beta Plus

e Las muestras fueron mantenidas en condiciones de refrigeracion (4 + 2 °C) inmediatamente tras su
recoleccion y transportadas al laboratorio GIBIM UIS en un plazo maximo de 2 horas.

¢ Se evito la exposicion a la luz solar directa y a cambios bruscos de temperatura.

5. Conservacion y pretratamiento

e En el laboratorio, las muestras fueron filtradas en condiciones estériles utilizando filtros de
membrana de 0,22 ym ¢ 47 mm (PALL) para la captura del ADN microbiano.

e Los filtros fueron procesados inmediatamente después del proceso de filtracion para extraccion de
ADN.

6. Control de calidad

e Se incluyeron controles negativos (agua ultrapura estéril) en campo y laboratorio para detectar
posibles contaminaciones.

e Todo el material utilizado fue previamente esterilizado y manipulado en cabina de bioseguridad
clase II, cuando fuese necesario.
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Apéndice B. Control de calidad extraccion ADN muestras Embalse de Bucaramanga.

Muestra Concentracion Unidades A260/A280 A260/A230

Cola (M1) 90,200 ng/ul 1,881 1,120
Centro (M1) 82,800 ng/ul 1,882 2,407
Centro_15m (M1) 60,550 ng/ul 1,904 1,852
Presa(M1) 54,200 ng/ul 1,895 1,068
Cola (M2) 93,150 ng/ul 1,911 2,202
Centro (M2) 109,05 ng/ul 1,915 2,291
Centro_15m(M2) 40,250 ng/ul 1,863 1,551
Presa (M2) 104,10 ng/ul 1,893 2,103
Cola (M3) 156,20 ng/ul 1,893 2,014
Centro (M3) 108.95 ng/ul 1,903 2,190
Centro_15m (M3) 46,700 ng/ul 1,902 1,084
Presa (M3) 126,10 ng/ul 1,902 2,262

Nota: M1: Muestras colectadas el dia 29 de agosto del 2024; M2: Muestras colectadas el dia 30 de
septiembre del 2024; M3: Muestras colectadas el dia 3 de noviembre del 2024
* Relacion de absorbancias 260/230 indica baja pureza del ADN.
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Apéndice C. Electroforesis en gel de agarosa al 1% ADN gendmico.

Nota: Gel de agarosa al 1% coloreado con SYBR safe (Life Technologies), marcador de peso molecular DM 2100 100 bp leader (SMOBIO)
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Apéndice D. Resultados fisicoquimicos emitidos por el laboratorio de control de calidad de aguas del amb, de las muestras colectadas
en el Embalse.

Resultados
29-ago-24 30-sep-24 S-nov-24 Limite
Parametro Unidades decreto ~ MZétodo analitico
Cola Centro C(le :It;)o Presa| Cola Centro ((31e ::;;) Presa| Cola Centro ((jle ::IS) Presa| 1594/84
Alcalinidad Total mgCaCO3/L 78 76,8 80 772 748 152 96 748 18 778 826 81 - Titulométrico
Aluminio Residual mgAVL  <0,040 <0,040 <0040 <0,040 <0,04 <0040 <004 <0040 <0040 <004 <004 <004 - Eriocromo Cianina R
Amonio mg NH4+L <025 <025 <025 <025 <025 <025 <025 <025 <025 <025 025 <025 - A. A. Electrotermal
Calcio mg Ca/L 26 231 258 23 253 252 256 247 28 266 298 258 - A. A. Electrotermal
CoT mg COT/L 234 228 2,6 232 241 23 341 229 228 214 213 216 - Colorimétrico
Cloruros mg CHL 2,1 2,1 <21 2,1 <21 21 <21 <21 21 2,1 <21 <21 250 Potenciométrico
Color verdadero Unidades Pt-Co 11,5 10 25 10 82 128 20,8 78 74 78 125 73 75 Espectrofotométrico
Conductividad pS/cm 172 1712 176 172 176 175 177 176 177 177 185 179 - Electrométrico
Dureza total mg CaCO3/L 706 718 786 712 768 7712 80 776 8 83 846 824 - Volumétrico con EDTA
Floruros mg F-/L 013 013 <013 013 02 024 026 0,19 03 03 03 035 - Sustrato Enzimatico
Fosforo reactivo mgPO4-3/L <004 <004 <004 <004 0112 <004 <004 <004 <004 <004 006 0,04 - Absorcion Atomica
Hierro Total mg Fe/L 0,063 <0060 <0060 <0060 006 <0060 025 <0060 <006 <006 011 <006 - Absorcion Atomica
Magnesio mg Mg/L 34 34 3,5 34 33 34 3,5 3,7 24 3,6 3,6 3,7 - A. A. Vapor Frio
Nitratos mgNO3-/L <040 <040 <040 <040 <040 <040 <040 <040 <040 <040 <040 <040 443 Espectrofotometria UV
Nitritos mgNO2-/L <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 33 Colorimétrico
pH Unidades de pH 8,55 8,66 859 859 759 172 7,6 768 763 792 791 799 50-90 Potenciométrico
Potasio mg K/L 12 1.2 13 12 14 11 13 1,3 13 13 13 13 - A. A. Electrotermal
Sodio mg Na/L 5 5 45 5 54 53 47 54 55 5,5 49 5,5 - Cromatografia Ionica
Sulfatos mg SO42-/L. 10 10,3 105 103 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 400 Turbidimétrico
Turbiedad NTU 24 2,1 2,7 2 2,7 2 14 19 1.8 23 197 16 - Nefelométrico

Nota: Esta tabla es una imagen adaptada del archivo original, teniendo en cuenta las dimensiones del documento.



ANALISIS METAGENOMICO DE MICROORGANISMOS DEL AGUA 111

Apéndice E. Pardametros medidos In Situ en los muestreos realizados en el Embalse de Bucaramanga.

Resultados
29-ago-24 30-sep-24 5-nov-24
Paramet Unidad
arametro maades Cola Centro ((:f;ts) Presa Cola Centro ((:f;l:;)o Presa Cola Centro C(le;lg)o Presa
M1 M1 M1 M1 M2 M2 M2 M2 M3 M3 M3 M3
Oxigeno mgO2/L 732 7,6 2,5%* 798 632 7,78 3,04 687 7,06 688 264* 6,59
Disuelto

Conductividad uS/cm 191,3 181,8 189,7 183.8 176,6 174,7 176,3 175 174,77 175,3 180,2 1822

Nota: * Los parametros se encuentran fuera de lo establecido en el Decreto 1076 de 2015 para aguas dulces frias para el mantenimiento de
flora y fauna y la resolucion 1096 de 2000
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Apéndice F. Andlisis de rarefaccion y riqueza de las asignaciones taxonomicas a nivel de géneros microbianos por muestra.
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Nota: Las curvas de rarefaccion se encuentran discriminadas por localizacion de los muestreos realizados.
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Apéndice G. Patron de agrupamiento de las muestras del embalse de Bucaramanga respecto a

la composicion de géneros microbianos.

centra_13 M2

centre_135 M3

centra_13 Ml

‘uﬁ;ﬁi B @ rs

cola M2 reza MI
(] cola A3

L

centro M1

@ cola M1

presa M1

M cola M1

[ cola M2
Mcola M3

[ centro M1

W centro M2

M centro M3
[Mcentro_15 M1
[ centro 15 M2
[Tcentro 15 M3
M presa M1

M presa M2

M presa M3



ANALISIS METAGENOMICO DE MICROORGANISMOS DEL AGUA 114

Apéndice H. Presencia de secuencias compatibles con bioindicadores en el agua del Embalse de Bucaramanga.
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Nota: A. Bioindicadores de alteracion de calidad microbiologica del agua encontrados en las muestras tomadas en la cola del embalse. B.
Bioindicadores de alteracion de calidad microbioldgica del agua encontrados en las muestras tomadas en el centro del embalse
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Apéndice 1. Presencia de secuencias compatibles con bioindicadores en el agua del Embalse de Bucaramanga.
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Nota: A. Bioindicadores de alteracion de calidad microbioldgica del agua encontrados en las muestras tomadas en el centro a 15 metros de
profundidad en el embalse. B. Bioindicadores de alteracion de calidad microbiologica del agua encontrados en las muestras tomadas en la presa del
embalse
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Apéndice J. Presencia de secuencias compatibles con microorganismos con potencial patogénico y alteracion microbiologica en el

agua del Embalse.
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Nota: A. Potenciales patdgenos encontrados en las muestras tomadas en el centro a 15 metros de profundidad en el embalse. B. Potenciales

patogenos encontrados en las muestras tomadas en la presa del embalse
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Apéndice K. Presencia de secuencias compatibles con microorganismos con potencial patogénico y alteracion microbiologica en el

agua del Embalse.
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Nota: A. Potenciales patdgenos encontrados en las muestras tomadas en el centro a 15 metros de profundidad en el embalse. B. Potenciales

patdgenos encontrados en las muestras tomadas en la presa del embalse.



