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RESUMEN

La intensificacidn en el uso del agua ha llevado a la pérdida de calidad de este recurso dando
lugar a serios problemas ambientales, de salud y econdmicos en todo el mundo. A causa de la
eutrofizacién ocurren episodios de floracién potencialmente tdxicas en cuerpos de agua dulce y
estuarios. Por lo tanto, es relevante estudiar el efecto de cambios espaciotemporales en las
comunidades bacterianas y su correlacién con factores ambientales fisicos y quimicos. La
secuenciacion masiva constituye una herramienta muy utilizada para el estudio de muestras
ambientales, aunque esto representa muchas veces un desafio. En los ultimos anos la
secuenciacion que emplea primers con secuencias barcodes ha sido ampliamente utilizada dada
sus ventajas en costo y tiempo frente a la preparacion de librerias o ligacidon de barcodes a
posteriori. Escasos estudios han evaluado ambas estrategias y/o considerado el posible efecto
del agregado estas secuencias en los resultados. Por lo tanto, conocer el costo-beneficio del uso
de barcodes resulta relevante. El objetivo de este estudio fue conocer la diversidad bacteriana
en muestras de agua en el gradiente ambiental rio Uruguay-Rio de la Plata utilizando 8 muestras
tomadas en la costa durante marzo 2013-2014, a partir de la puesta punto de una metodologia
basada en secuenciacién masiva de lon Torrent PGM del gen ARNr 16S. Se ensayaron ambas
estrategias de secuenciacién en 3 muestras de extremos del gradiente. Se identificd un sesgo de
los primers con barcode hacia un bajo nimero de OTUs que fueron mas abundantes en las
muestras que utilizaron primers con secuencias barcode. Adema3s, solo la mitad de la riqueza
obtenida fue congruente cuando se utilizaron ambas estrategias para una misma muestra. Por
otro lado, se caracterizd la diversidad microbiana de muestras de agua tomadas en el gradiente
estuarino (rio, estuario, zona externa del estuario) utilizando la secuenciacidon con primes sin
barcode. La comunidad de todo el gradiente compartié menos del 1% de las OTUs. La comunidad
bacteriana parecid seguir el patrén del gradiente salino y de temperatura, pudiendo estas actuar
como un filtro ambiental, aunque por baja representatividad no se obtuvo una correlacion
significativa entre el agrupamiento de OTUs de los sitios y estas variables. La presencia de
cianobacterias podria actuar favoreciendo a la colonizacion de especies raras que ocupan nichos
especializados dada su interaccién con la comunidad heterétrofa. Finalmente, en este primer
acercamiento, este trabajo no recomienda el uso de barcodes para el estudio de comunidades
en muestras de agua.



INTRODUCCION

Ecosistemas acudticos y floraciones de cianobacterias toxicas

El agua es un recurso natural imprescindible para todos los seres vivos, por lo que su pérdida da
lugar a problemas de salud, econémicos y ambientales en todo el mundo. La contaminacién de
estuarios ocurre, entre otras causas, debido a flujos derivados de aguas residuales no tratadas
o inadecuadamente tratadas (Chalar, 2006; Schreiber et al., 2015; Wu et al., 1999). La presencia
de potenciales agentes de enfermedades en el agua (bacterias, virus y protozoarios) es una de
las mayores preocupaciones en cuanto a asuntos de calidad de agua en todo el mundo (Eiler &
Bertilsson, 2004; Malham et al., 2014).

La estructura de la comunidad bacteriana nativa de los cuerpos de agua tiene una gran
importancia, ya que constituye un elemento clave para la mineralizacién de la materia orgdnica
y la circulacion de nutrientes en ambientes acuaticos (Kaevska et al., 2016). Dentro de la misma
se encuentran las cianobacterias, microrganismos procariotas fotosintéticos que habitan el agua
en La Tierra desde hace 3500 millones de afios. Las cianobacterias forman parte del fitoplancton
y son ubicuas en la naturaleza, habitando nichos ecolégicos diversos como desiertos, aguas
termales y ambientes helados (Rastogi et al., 2015). Son un grupo diverso que incluye niveles de
organizacion bioldgica unicelular, colonial y filamentoso siendo el ultimo nivel el que cuenta con
mayor niumero de especies en el plancton. Por esta razén, existen especies de cianobacterias en
un amplio rango de tamafios, desde especies de 0,5 um como por ejemplo Prochlorococcus spp.
hasta otras que forman colonias macroscépicas de varios milimetros de didmetro como
Microcystis spp. (UNESCO, 2009). Ademas, son organismos con una alta plasticidad fisioldgica,
lo que los convierte en competidores eficaces del plancton. Tienen una alta afinidad por la
asimilacion de nutrientes esenciales como el nitrégeno (N) y el fosforo (P), la cual es mayor a la
de otros organismos fotosintéticos. Por lo tanto, en condiciones limitantes de nitrégeno y
fosforo pueden competir con otros organismos del fitoplancton. Asimismo, dada su alta
asimilacidn nutritiva las cianobacterias tienen una importante capacidad de almacenamiento de
fésforo (Uveges et al., 2012).

En los ultimos tiempos ha ocurrido un cambio en la matriz productiva a nivel mundial, lo cual
repercute en cambios en el uso del suelo debidos a un incremento acelerado de la extension
dedicada a monocultivos y el aumento en la ganaderia intensiva de engorde a corral (feedlots),
entre otros. Esto ha incrementado el ingreso de N, P y diferentes compuestos contaminantes a
los cursos de agua. En particular, el N y el P son responsables de la eutrofizacién o
enriquecimiento de nutrientes en los ecosistemas acuaticos (Weber, 1907). Este fenédmeno
ocurre debido al uso excesivo de fosfato soluble y nitrégeno como fertilizantes, y es agravado
por practicas tales como exponer el suelo desnudo a las precipitaciones, ya que ocurren
procesos de lixiviacidn y escorrentias pluviales, ocasionado que una porcién sustancial de dichos
nutrientes llegue a los cursos de agua (Kato et al., 2009). Otra fuente importante son también
las aguas residuales municipales no tratadas y efluentes industriales provenientes de industrias
de procesamiento de alimentos tales como mataderos, o de extraccidn de minerales, las cuales
pueden ser importantes emisoras, en particular de fosfatos. A estas causas de la eutrofizacion
deben sumarse las modificaciones fisicas del ambiente como el represamiento, la canalizaciény
la desaparicidn de la vegetacion ribereia, que cambian el régimen hidroldgico y re-estructuran
el ecosistema (Graham et al., 2009).



En aguas eutrofizadas, ocurre un aumento de la densidad de fitoplancton, lo cual conduce a una
alta turbidez y baja disponibilidad de luz y oxigeno en el agua. El crecimiento de las
cianobacterias se ve favorecido en estas condiciones, ya que poseen adaptaciones que le
permiten una eficiente utilizacion de la luz (desplazamiento en la columna de agua) y captacion
de nutrientes (Graham et al.,, 2009). Como consecuencia, ocurren episodios de crecimiento
explosivo de determinadas especies de cianobacterias en cortos periodos de tiempo, fendmeno
denominado floracidn (Kruk et al., 2015; Martinez de la Escalera et al., 2017a). En la figura 1 se
esquematizan los factores claves para la ocurrencia de floraciones, como el impacto
antropogénico, la eutrofizacién, el aumento de luz y temperatura debido al calentamiento global
y otros factores bidticos y abidticos incidentes (Rastogi et al., 2015).
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Figura 1. Factores claves para la ocurrencia de floraciones de cianobacterias. Adaptado desde Rastogi et al., (2015).
CC:Cambio Climatico, CFC:Cloroflucarbonos, DBO:Demanda Bioldgica de Oxigeno.

La alta concentraciéon de materia orgdnica, principalmente componentes ricos en nitratos y
fésforo pueden por lo tanto ser utilizados rapidamente por las cianobacterias para crecer de
manera explosiva. Sin embargo, la capacidad de algunas cianobacterias para fijar el N
atmosférico les otorga una ventaja competitiva en ambientes acuaticos donde la relacion de N
con respecto al P es baja y la disponibilidad de N es limitante para el crecimiento del
fitoplancton. Existe una tendencia de los lagos mas eutréficos a presentar estas condiciones,
siendo una de las razones por la cual las cianobacterias tienden a dominar el fitoplancton de los
mismos. Asi, las legislaciones que regulan el ingreso de nutrientes al agua y las recomendaciones
a los administradores de fertilizantes se han centrado en la reduccién del uso de P debido a su
ingreso a los cuerpos de agua por fuentes difusas (escorrentias) (Aubriot, 2018; Dolman et al.,
2012).

La incidencia creciente de floraciones es de gran preocupacién actual en Uruguay y el mundo,
ya que no solamente alteran la calidad del agua, modificando el color, olor y el sabor de la



misma, sino que también afectan a la biodiversidad. Ademas, las cianobacterias tienen la
capacidad de producir metabolitos que son tdxicos para los animales y el ser humano
(cianotoxinas) (Chorus & Bartram, 2003; Ferrdo-Filho & Kozlowsky-Suzuki, 2011; Kruk et al.,
2015). Cada especie de cianobacteria puede producir mas de un tipo de cianotoxina y su
produccién varia con las condiciones ambientales, ademas del estado fisioldgico de las células,
entre otros factores (Kruk et al., 2015; Claudia Piccini et al., 2011). Han sido clasificadas en:
hepatotoxinas, neurotoxinas y dermotoxinas considerando los sintomas que producen en
humanos y otros vertebrados. Diversas especies de cianobacterias planctdnicas de los Ordenes:
Chroococcales, Oscillatoriales y Nostocales, producen floraciones potencialmente téxicas en
cuerpos de agua de todo el mundo (UNESCO, 2009).

Entre las especies de cianobacterias que forman floraciones mas cominmente encontradas en
Uruguay se encuentran las pertenecientes al género Microcystis (Orden Chroococcales).
Microcystis spp. forma densas floraciones y puede producir microcistinas (Martinez De La
Escalera et al., 2015). Las microcistinas son cianotoxinas producidas por una gran variedad de
géneros (Planktothrix, Oscillatoria, Anabaena, Nostoc, Anabaenopsis, Aphanocapsa), siendo la
hepatotoxina que aparece mas frecuentemente en floraciones. Estas toxinas generan necrosis
hepatica en pocas horas o dias cuando son administradas en dosis letales, mientras que a dosis
bajas el efecto es crénico y acumulativo (Chorus & Bartram, 2003; Martinez De La Escalera et
al., 2015; UNESCO, 2009).

No existe aun consenso sobre las causas que estimulan la produccién de toxinas, aunque la
mayoria de las cianotoxinas se han descrito como metabolitos secundarios. Esto significa que no
son utilizadas por las cianobacterias en su metabolismo primario, almacendndose
intracelularmente (Holland & Kinnear, 2013). Se ha descrito que la produccién de toxinas estaria
relacionada con factores ambientales como temperatura, luz, nutrientes, salinidad, CO, y pH, o
que podrian ser moléculas de comunicacion quimica con otros organismos (Chorus & Bartram,
2003; Martinez de la Escalera et al., 2017a). Actualmente, en nuestro pais existe una capacidad
restringida de detectar cianotoxinas y la deteccion de la presencia de cianobacterias se realiza
mediante microscopia, la cual insume un tiempo considerable y requiere de personal altamente
capacitado en taxonomia. Ademas, la aparicion de determinadas especies problema no es
condicidn suficiente para la presencia de toxinas en el agua y la deteccién en base a
caracteristicas ambientales es dificil (Codd et al., 2005).

Las cianobacterias pertenecientes a los géneros Cylindrospermopsis y Microcystis se han
detectado con creciente frecuencia en diversos sistemas acudticos de nuestro pais,
especialmente de agua dulce, donde desarrollan floraciones potencialmente téxicas (Kruk et al.,
2015). Esto constituye un problema para la potabilizacién del agua, ya que algunas de estas
floraciones se han detectado en cursos de agua utilizados por el ente auténomo Obras Sanitarias
del Estado (OSE) para suministro de agua potable (Rio Santa Lucia y la Laguna Blanca) (Kruk et
al., 2013).

Muchas metodologias de deteccién de cianobacterias toxicas se basan en los clusters de genes
principales codificantes para las toxinas, como es el caso del cluster mcy (Martinez de la Escalera
et al., 2017b). El desarrollo de métodos de deteccion rapidos, sensibles y accesibles o modelos



de prediccién resulta imprescindible para entender y prevenir los efectos negativos de las
floraciones.

Interacciones entre cianobacterias y la comunidad bacteriana heterotrofa
La diversidad bacteriana en el agua estd relacionada con la presencia de floraciones de
cianobacterias y existen también marcadas diferencias entre comunidades microbianas
marinas, estuarinas y de agua dulce (Berg et al., 2009; Eiler & Bertilsson, 2004). Las algas,
bacterias heterdtrofas y arqueas son los principales productores y descomponedores
respectivamente, siendo los pilares estructurales del ecosistema. La mayoria de los tipos de
interacciones entre cianobacterias y bacterias en la zona plancténica son escasamente
estudiadas, debido a la dificultad de aislar cultivos axénicos de cianobacterias y mantenerlos,
debido a laimportancia de la asociacidn natural y que su fisiologia y metabolismo son diferentes
en condiciones aisladas (Beliaev et al., 2014; Ramanan et al., 2016).

Se ha reportado que en ambientes acudticos ocurren importantes interacciones en base al
intercambio de nutrientes y metabolitos, y alimentacién cruzada (cross-feeding). La fijacion de
carbono organico mediante la fotosintesis por parte de las cianobacterias puede provocar una
respuesta quimiotactica que da lugar a asociaciones con otros microrganismos. Dichas
respuestas varian dependiendo al origen y cantidad de los compuestos involucrados, los cuales
pueden ser intermediarios fotosintéticos por ejemplo glicolato, osmolitos, acidos grasos y
polimeros extracelulares o productos de la lisis celular como azlcares, proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (Beliaev et al., 2014).

También se ha reportado la biodegradacién de cianotoxinas por parte de organismos del gupo
Betaproteobacteria, y mayormente por Alfaproteobacterias del género Sphingomonas (Berg,
2009) en cultivos de M. aeruginosa (Briand et al., 2016). Otro tipo de interacciones consiste en
qgue, en una floracion de M. aeruginosa, las bacterias pueden adherirse directamente al
exopolisacarido (EPS) de la matriz extracelular (formado por glucosa, fructuosa, xilosa, galactosa
y/ rhamnosa, dependiente de especie) de las cianobacterias o permanecer asociadas a la
floracion, pero no adheridas. Esta asociacién podria brindar proteccidn mecdnica a las bacterias
heterdtrofas (Berg et al., 2009). Se ha descrito también que, con el aumento en la concentracion
de cianobacterias en una floracién, aumenta también la biomasa de bacterias circundantes, y la
comunidad heterétrofa cambia. Este fendmeno en conjunto con secreciones del polisacarido
extracelular induce a la formacién de colonias en M. aeruginosa. Diferentres comportamientos
de agregaciéon de M. aeruginosa en distintas fases de crecimiento se han relacionado positiva o
negativamente con la comunidad bacteriana heterotréfica asociada durante las diversas fases
de crecimiento (Shen et al., 2011).

Algunas cianobacterias son capaces de fijar nitrégeno de la atmadsfera, por lo que lo convierten
de manera indirecta en formas accesibles a otros microrganismos de la comunidad (Berg et al.,
2009). Ha sido reportado que las comunidades bacterianas asociadas a cepas formadoras de
heterocystos cultivadas en deficiencia de nitrogeno (Aphanizomenon—Dolichospermum)
presentaron diferencias significativas en la composicién y la habilidad de utilizar diversas fuentes
de carbono, en comparacidon a aquellas asociadas a cepas no formadoras de heterocystos
(Planktothrix—Microcystis) (Zhu et al., 2016). Ademads, Meyer et al (2013) reportaron que las
comunidades bacterianas asociadas a EPS tienen una baja abundancia de Actinobacteria, pero



mostraron diferencias significativas en los niveles de OTUs (Unidad Taxondmica Operacional).
Esto sugiere una fuerte influencia del metabolismo de la cianobacteria y el medio en Ila
comunidad bacteriana circundante; y es muy importante, teniendo en cuenta la ocurrencia de
floraciones con presencia de mas de una especie de cianobacteria, las cuales difieren en su EPS.

Se ha visto entonces que la presencia de bacterias circundantes varia segun el género que forma
la floracidon en un mismo cuerpo de agua, y que, por ejemplo, el filo Proteobacteria es dominante
en presencia de una floracidon de Microcystis o de Anabaena en agua dulce. Ademas, se observo
que la clase B-Proteobacteria fue mds abundante en las fracciones asociadas directamente a la
floracién, probablemente por su alta eficiencia en la degradacion de materia organica.
Inversamente, se observd que el filo Actinobacteria se encontraba ausente en ambas fracciones
estudiadas (Louati et al., 2015).

Los géneros Prochlorococcus y Synechococcus que habitan aguas ocednicas interactlian con
grupos de bacterias heterdtrofas, siendo fundamentales para el ciclo del carbono marino y otros
nutrientes. Se ha reportado el intercambio especifico de metabolitos durante el co-cultivo de
una cepa de Shewanella sp. y cianobacterias del género Synechococcus en respuesta al estrés
oxidativo mediante transcriptomica. Se observé la co-localizacion durante el co-cultivo, y que,
en dichas condiciones, los niveles de transcripcién de genes implicados en el estrés oxidativo
disminuyeron en la cepa de Shewanella sp., al igual que las vias de eliminacién de compuestos
reactivos del oxigeno (ROS). Es decir que algunos fotoautétrofos podrian proporcionar
proteccion a la comunidad bacteriana contra el estrés oxidativo (Beliaev et al., 2014). Otros
estudios realizados para el género Prochlorococcus plantean que son las bacterias heterétrofas
quienes acttuan disminuyendo el estrés oxidativo en co-cultivo (Morris et al., 2002).

En cuanto a la comunidad heterdtrofa, se ha descrito la presencia de bacterias potencialmente
patdgenas relacionadas a las floraciones. Por ejemplo, asociaciones con el género Aeromonas,
Vibrio (Berg, 2009), Acinetobacter y Pseudomonas (Ward & Cohan, 2005). Si bien varios estudios
de los riesgos asociados a las floraciones de cianobacterias se han enfocado en las cianotoxinas,
muchos de los problemas de salud humana detectados con efectos dermatolégicos o
gastrointestinales podrian ser causados por bacterias heterdtrofas asociadas a una floracion.

Debido a lo anteriormente mencionado, existe la necesidad de desarrollar herramientas que por
un lado, contemplen los mecanismos ecoldgicos que controlan el funcionamiento de las
comunidades, y que a su vez permitan la deteccién de las cientos de especies de fitoplancton
que pueden ocurrir simultdneamente (UNESCO, 2009). Estudios basados en secuenciacion
masiva del gen para el ARNr 16S de muestras de playas del Rio de la Plata mostraron que la
contaminacidon antropogénica del agua y del sedimento induce cambios en la comunidad
bacteriana heterétrofa que pueden ser detectados por esta metodologia (Piccini & Garcia-
Alonso, 2015).
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Caracterizacion de comunidades microbianas en agua

Para estudiar y entender a la comunidad microbiana en una muestra de agua deben responderse
asuntos claves como a)- que tipo de microorganismos estan presentes, b)- cuan abundantes son,
y cédmo sus actividades repercuten en el ambiente y en otros organismos, incluyendo posibles
efectos en la salud humana; c)- cdmo influencia el ambiente en la estructura y funcién de los
microorganismos presentes (Tilman, 2001). Existen numerosas técnicas utilizadas para la
deteccidn, cuantificacidn y caracterizacidn de comunidades microbianas en muestras de agua
para el monitoreo de la calidad de la misma (Figura 2). A pesar de su utilidad, muchas de estas
técnicas tienen limitaciones y s6lo muestran una proporcion relativamente pequeiia del total de
la diversidad de las muestras de agua (menor al 1%) (Riesenfeld et al., 2004). A pesar de las
limitaciones mencionadas, las metodologias dependientes de cultivo son el requisito regulador
actual utilizado para el monitoreo rutinario del agua en empresas y laboratorios analiticos,
incluida la deteccidn de contaminacion fecal.

Muestra s/tratar Muestra fijada Extarccion de acidos nulceicos Biomasa y Actividad total
Métodos Citometria de Flujo Huella genética/ ATP, AOC
basad?s X i Perfil de comunidad Metagenémica
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de membrana) ARDRA lllumina, tomica Protedmica
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Figura 2. Diferentes técnicas disponibles para caracterizar las comunidades microbianas en sistemas de distribucidn
de agua potable. ATP= Adenosin Trifosfato, AOC= Carbono Orgdnico Asimilable. Adaptado desde Douterelo et al.,
(2014).

Recientemente, los enfoques moleculares han superado estas limitaciones, permitiendo
obtener una imagen mas detallada de la comunidad microbiana en un tiempo y espacio dado.
Por lo tanto, un estudio en mayor profundidad abalado por las metodologias tradicionales
permitiria entender cambios en la comunidad de manera mas especifica. Las técnicas genémicas
recientes como la secuenciacidn masiva de Uultima generacién (NGS - Next Generation
Sequencing) han aumentado el conocimiento de las comunidades bacterianas y constituyen
potentes herramientas para el monitoreo de patdégenos ambientales en el agua (Alvarenga et
al., 2017; Shokralla et al., 2012). El monitoreo activo y eficaz no sélo sirve de base para la
vigilancia, sino que también es Util para la rapida identificacion y trazabilidad de las fuentes de
contaminacion, haciendo posible la prevencion y el tratamiento eficaz de enfermedades
(Malham et al., 2014).
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Algunos microorganismos presentes en el agua, generalmente asociados a sedimentos y fléculos
(Malham et al., 2014) son causantes de toxicidad o patologias severas en humanos y animales.
Por esta razén, el monitoreo de cepas bacterianas resulta fundamental para lograr la deteccién
temprana, el control y el manejo de fuentes de contaminacién. Posibles vias de transmision de
enfermedades incluyen el uso directo de las aguas superficiales (actividades recreativas), o la
ingestidon de alimentos del mar o alimentos crudos regados con aguas contaminadas (Schreiber
et al., 2015; Wu et al., 1999).

El estudio de la ecologia microbiana, particularmente en plantas potabilizadoras, se basa
tradicionalmente en la toma de muestras de agua y el subsiguiente cultivo de microorganismos,
de manera de estudiar la comunidad presente (Douterelo et al., 2014a). Sin embargo, cultivar
bacterias patdgenas es una tarea laboriosa, ya que requiere el enriquecimiento y el crecimiento
en medio selectivo con el objetivo de separar uno o un conjunto de cepas o especies especificas
del contexto bacteriano existente en la muestra (Handelsman, 2004). Ademas, muchas
bacterias, incluyendo importantes patdégenos humanos, responden al estrés ambiental
generando formas que son viables, pero no cultivables (VPNC). En algunos casos, como en
Helicobacter pylori y Vibrio cholerae, la formaciéon de VPNC hace imposible su deteccion en
cultivos. Entre los patégenos que entran en estado VPNC se encuentran Campylobacter spp.,
Escherichia coli (incluyendo cepas enterohemorragicas, EHEC), Francisella tularensis,
Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, M. tuberculosis,
Pseudomonas aeruginosa, varias cepas de Salmonella spp. y Shigella spp., asi como numerosas
cepas de Vibrio spp. (Oliver, 2010).

Los patdgenos bacterianos son responsables de mas del 50% de las enfermedades infecciosas
emergentes, mientras que los patégenos virales son los siguientes mas comunes (Malham et al.,
2014). Las enfermedades transmitidas por el uso del agua causan en el mundo mas de 2,2
millones de muertes por afio y gran numero de casos dia a dia de enfermedades
gastrointestinales y sistematicas. Por lo tanto, constituyen una preocupacién importante de la
salud publica en todo el mundo, no sélo por la morbilidad y la mortalidad que causan, sino por
el alto costo que representa su prevencién y tratamiento. Como se menciond anteriormente,
estas enfermedades estdn directamente relacionadas con el deterioro ambiental y la
contaminacion y eutrofizacion de los cursos de agua (Ramirez-Castillo et al., 2015).

Aplicaciones de secuenciacion masiva en estudios de ecologia microbiana
acudtica

En los ultimos afios, el empleo de técnicas de secuenciacién masiva ha sido fundamental para el
estudio de comunidades en ecologia microbiana, posibilitando explorar con mayor precision la
riqueza de especies, la abundancia y el total de la diversidad en variados ecosistemas. A
diferencia de otras técnicas, la secuenciacidén masiva permite la deteccién de miembros de una
comunidad presentes en muy baja abundancia (Xue et al., 2018). Esto resulta clave considerando
que por ejemplo, aquellos organismos muy poco abundantes son frecuentemente los
principales responsables de procesos centrales en el ciclado de nutrientes en los sistemas
acudticos (Bertoglio, 2016). La secuenciacidon de proxima generacion (NGS, next generation
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sequencing) refiere a las tecnologias de secuenciacion de ADN de alto rendimiento han
evolucionado a partir de la secuenciacién Sanger, permitiendo que millones o miles de millones
de hebras de ADN pueden secuenciarse en paralelo, dando un mayor rendimiento y
minimizando la necesidad de los métodos de clonacién que requiere la secuenciaciéon del tipo
Sanger (Tremblay et al., 2015). Ademds, avances en las técnicas de secuenciacién han permitido
alta profundidad y amplitud, surgiendo la secuenciacion mdultiple o multiplex como una
estrategia popular para la secuenciaciéon en paralelo de un nimero de muestras diferentes
(Berry et al., 2011). Estas tecnologias de alto rendimiento han facilitado avances importantes en
nuestra comprension de la ecologia microbiana (Kemp & Aller, 2004; Langille et al., 2013).

La tecnologia de secuenciacion masiva lon Torrent PGM (Personal Genome Machine) funciona
mediante la utilizacidn de un material semiconductor capaz de transformar el cambio local de
pH generado por la liberacidn del protén cuando la ADN polimerasa adiciona un nucleétido en
la replicacién del ADN, en una sefial eléctrica dirigida al procesador. El primer paso para utilizar
dicha tecnologia es generar una biblioteca de fragmentos de ADN flanqueados por adaptadores
especificos y secuencias cddigo de barras o barcodes (Life Technologies, 2012). Un identificador
Unico y especifico de cada muestra o “barcode”, permite la secuenciacién multiple de varias
muestras, para identificar el origen de las secuencias una vez que las mismas son secuenciadas,
y permitir su ordenacién mediante la deteccion de esta secuencia en el meta-andlisis
(procesamiento downstream).

Generalmente son agregadas durante los pasos de construccién de libreria previo a la
secuenciacion a través de pasos de ligacion. Sin embargo, recientemente se han reportado
estudios que utilizan primers ligados a dichas secuencias adaptadoras durante la reaccién de
PCR utilizando la muestra de estudio como molde (bcPCR), de manera de ingresar dichos
productos a el procesamiento previo a la secuenciacién sin la necesidad de construir librerias
(Claesson et al., 2009; Milani et al., 2013). Por lo tanto, la construccién de librerias se puede
hacer ligando los adaptadores a los productos de PCR durante la construccion de la libreria o
agregando las secuencias del adaptador durante la PCR mediante el disefio de primers con las
secuencias del adaptador en el extremo 5' (Figura 3). Por ejemplo, durante la secuenciacidn
unidireccional, uno de los dos primers tendra la region adaptadora A seguida del extremo
proximal de la regidn target (Primer forward) y el otro el adaptador P1 en el extremo distal de
la misma (Primer reverse).
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Preparacion
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Figura 3. Representacion esquematica de la generacion de bibliotecas de amplicones en lon Torrent PGM. Plantillas
resultantes para la secuenciacién unidireccional mediante la seleccidn apropiada de cebadores y la amplificacion
especifica del ADN target mediante la ligacién de adaptadores y secuencias barcode (A) o mediante el uso de
cebadores con adaptadores y barcode durante la amplificacion (B). Adaptado desde Life Technologies, (2012).

Dichos fragmentos son mezclados con micro-esferas o lon Sphere Particles (1SPs) para dar lugar
a un PCR en emulsién. Se calcula una proporcién especifica de manera que un solo fragmento
se une a cada micro-esfera y este se replique in situ logrando la preparacion del molde (Figura
4). Las micro-esferas tienen secuencias especificas para la union del primer fragmento y de otros
generados durante la PCR en emulsidn. Una vez esto, cada esfera estard cubierta de copias del
ampicdn inicial unidas a ella mediante secuencias adaptadoras. Las esferas se incuban con ADN
polimerasa y se colocan en un micro-chip, de manera que cada esfera sea depositada en uno de
los pocillos del mismo. Una vez alli, se realiza la secuenciacién por sintesis dentro de cada pocillo
del chip. A medida que ocurre la reaccién de amplificacidn y el material semiconductor recibe la
sefial de cambio de pH cuando ocurre la polimerizacién, emitiendo una sefial eléctrica al
procesador (Figura 4). Una vez que se generan los datos en el secuenciador, dicho conjunto de
datos obtenidos es procesado mediante métodos computacionales para su andlisis (Life
Technologies, 2012).
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Figura 4. Representacidon esquematica de la amplificacion por PCR en emulsion (arriba) y secuenciacion en el chip
semiconductor (abajo) en lon Torrent PGM. Los fragmentos de la biblioteca se incuban con microparticulas esféricas
PCR en emulsidn (emPCR). Luego, dichas particulas se aplican al chip correspondiente y se depositan en los pocillos
del mismo mediante una breve etapa de centrifugacion. Finalmente, el chip se coloca en el equipo lon Torrent
Personal Genome Machine (PGM) para que ocurra la secuenciacidn por sintesis. Adaptado desde Life Technologies,
(2012).

Durante el estudio de comunidades microbianas mediante secuenciacién masiva, luego del
analisis bioinformatico, cada secuencia se correspondera con una Operational Taxonomic Unit
(OTU), unidad de categorizacidon de microorganismos en base a la similitud de secuencia. Asi,
por ejemplo, el analisis de amplicones de 16S puede resultar en millones de reads y estas
corresponderse a miles de OTUs (Nguyen et al., 2015).

Complejas comunidades de microorganismos estdn presentes en casi todos los ambientes,
incluidos aquellos que estan estrechamente asociados a humanos, animales y plantas (Yarza et
al., 2014). El analisis gendmico de las mismas se ha convertido en una herramienta importante
para entender la evolucidn y biodiversidad funcional y ecoldgica en muestras complejas. Estas
tecnologias son mas rapidas y evitan la necesidad de cultivar y/o aislar organismos en muestras
ambientales tipicas como suelo, agua, sedimentos o contenido intestinal (Shokralla et al., 2012).
Estas tecnologias también presentan una serie de limitaciones como el manejo del elevado
volumen de datos generado la necesidad de infraestructura computacional adecuada y la
ausencia de bases de datos y recursos -dmicos (Lopez de Heredia, 2016). Sin embargo, la
amplificacion por PCR del gen codificante para la subunidad pequefia de ARN ribosomal o ARNr
16S produce varios cientos de miles de nuevas secuencias al afo y ha revelado una gran
diversidad previamente oculta (Yarza et al., 2014).
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En cuanto al andlisis de comunidades bacterianas en muestras de agua ambientales, se han
reportado estudios mediante secuenciacidn masiva en plantas potabilizadoras de agua
(Douterelo et al., 2014b; Perrin et al., 2019) en aguas residuales (Hu et al., 2012) asi como
también en el mar y estuarios (Wang et al., 2017). Esto ha permitido conocer las comunidades
microbianas en un tiempo y espacio determinado, Sin embargo, escasos estudios se han
centrado en cambios espaciotemporales de las comunidades bacterianas y su correlacion con
factores fisicos y quimicos del medio ambiente (Kaevska et al., 2016)

Si bien la secuenciacion del gen codificante para el ARNr 16S es un método popular para al
analisis de comunidades microbianas, los protocolos que se utilizan varian considerablemente
segln los primers utilizados para la amplificacidn, secuenciacién o la tecnologia de
secuenciacion, la calidad del filtrado y el agrupamiento o clustering (Tremblay et al., 2015).
Ademas, la precisidn de los resultados obtenidos depende del método de extraccion de ADN
utilizado, las condiciones en las que se guarda la muestra problema, la seleccion del primery las
condiciones de PCR (Laursen et al.,, 2017). Como fue mencionado anteriormente, la
secuenciacion 16S puede ser realizada ya sea ligando secuencias adaptadoras y de barcode a los
amplicones obtenidos realizando la PCR con primers convencionales (Meyer et al., 2008), o de
manera mas simple, mediante el uso de oligonucleétidos de mayor tamaiio que ademas de los
primers convencionales hacia el extremo 3’ incluyen secuencias barcode (Berry et al., 2011;
Binladen et al., 2007; Kennedy et al., 2014). En cuanto al desarrollo de esta técnica, la PCR con
barcodes asume de manera implicita que el adaptador y la secuencia de nucleétidos del barcode
adyacentes al primer especifico de la secuencia blanco no interactia con la misma de manera,
promoviendo una amplificacion selectiva (Berry et al., 2011). Algunos estudios plantean que
modificar el primer agregando estas secuencias ademas podrian contribuir a un menor sesgo en
la secuenciacion de microARNs (transcriptomas) (Alon et al., 2011; Kennedy et al., 2014).

Debido a que el presente estudio involucra la generaciéon de una tecnologia de estudio y
deteccién de comunidades microbianas, esto no se tomard como premisa, sino que se realizaran
pruebas para el estudio de la comunidad presente en muestras ambientales mediante ambos
métodos. Por un lado, la secuenciacidon de muestras amplificadas con primers convencionales y
por otro de muestras amplificadas con primers unidos a etiquetas o barcodes.
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Antecedentes especificos y justificacion

Debido a la intensificacion del uso de actividades que afectan la calidad del agua, es imperiosa
la necesidad de alcanzar buenas condiciones ecolégicas en los cursos de agua, para su uso
saludable y sustentable. Si bien la eutrofizacién (que trae como consecuencia floraciones
téxicas) y la contaminacién con sustancias como pesticidas, metales pesados e hidrocarburos,
causan cambios en la estructura comunitaria de las bacterias heterdétrofas, estos cambios son
poco conocidos. También son desconocidos los efectos combinados de la eutrofizacion y la
contaminacidn, que constituyen un riesgo potencial al que nuestros ecosistemas acuaticos mas
importantes y explotados estan cada dia mas expuestos.

Los estuarios son areas dindamicas de alta productividad en la transiciéon entre un rio y el
ambiente marino. Junto con las zonas costeras son fuente de procesamiento de grandes
cantidades del agua, la cual se mueve a través de una cuenca. Son areas que soportan recursos
vitales, siendo habitat de fuentes de alimento para el consumo humano (peces, bivalvos), areas
de turismo, recreacidn, entre otros servicios ecosistémicos. Debido a esto, ocurre el vertido
constante de sodlidos y liquidos contaminantes al estuario, desde aguas residuales y fuentes
difusas como escorrentias urbanas y agricolas. Esto representa histéricamente una gran
preocupacién tanto a nivel ecolégico como econdmico (Malham et al., 2014; Pandey et al.,
2014). Estudios previos identificaron marcadas diferencias en la abundancia y a la composicion
de las comunidades bacterianas a lo largo del gradiente de salinidad, encontrandose una mayor
diversidad microbiana en la zona media del estuario (zona frontal) (Alonso et al., 2010). Es
ampliamente discutido en ecologia microbiana, si la distribucién de las comunidades se ajusta a
patrones biogeograficos como los que explican la distribucién de las comunidades
macroscépicas. Por otro lado, si bien las bacterias poseen ciertos atributos fisioldgicos y
morfoldgicos que les otorgan altas tasas de evolucidn y dispersidn, algunos autores sugieren que
su gran capacidad de dispersién y colonizacion de diversos ambientes estaria condicionada
Unicamente por el filtro ambiental (Bertoglio, 2016). En los ecosistemas acuaticos por ejemplo,
estd bien documentado que existen diferencias en la composicion de las comunidades
bacterianas a nivel de clase dados por la salinidad del agua y su temperatura (Andersson et al.,
2010; Eiler et al., 2014). Segun lo reportado por Alonso et al., (2010) se han visto diferencias en
la dominancia de ciertas clases segun la zona del estuario, por ejemplo las Alfaproteobacterias
dominan la zona de mayor salinidad, las Betaproteobacterias en la zonas con menor salinidad
(agua dulce), y las Flavobacterias se han observado asociadas a las zonas de maxima turbidez en
estuarios.

En el marco del proyecto “Herramientas para el monitoreo de floraciones de cianobacterias
nocivas” o Proyecto FAN (ANII LATU 2012-2014) dirigido por las Dras. Claudia Piccini y Carla Kurk
(Kruk et al., 2015), estudio el estuario del Rio de la Plata con el objetivo de analizar aquellas
variables ambientales bidticas y abidticas del gradiente estuarino en presencia y ausencia de
floraciones de cianobacterias tdxicas durante un afio. Se reportd la dindmica de las poblaciones
de productores primarios en general y de las poblaciones tdxicas de los mismos en particular
(Figura 5) (Martinez de la Escalera et al., 2014, 2017b).
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Figura 5. Antecedentes A. Numero de células téxicas de Microcystis spp./mL (evaluado por gqPCR de genes
involucrados en la sintesis de microcistinas) para distintos sitios de muestreo en el afio 2013 (SA=Salto Grande,
FB=Fray Bentos, CA=Carmelo, CO=Colonia, MO=Montevideo, PE=Punta del Este). B. en muestras de Marzo (MA) 2014
(14) y 2013 (13) JA13=Enero 2013, JU=Julio 2013, OCT=Octubre, DIC=Diciembre. C. Variables explicativas de la
presencia de células téxicas de Microcystis spp (WT=Temperatura del agua, K=Salinidad, Tur=Turbidez, Wl=Intensidad
de viento, TN=Nitrégeno total, TP= Fésforo total). Adaptado desde Martinez de la Escalera et al., (2017a).

Esta propuesta se enmarca un proyecto de mayor escala titulado “Generacién de un método
basado en secuenciacidon masiva para detectar microorganismos nocivos en muestras de agua”
(FMV_1_2014_1_104673), el cual se encuentra en marcha dirigido por el Dr. José Sotelo con la
colaboracidn de la Dra. Claudia Piccini, el Dr. Andrés Iriarte y el Dr. Pablo Zunino en el Instituto
de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE). Dicho proyecto tiene como objetivo el
desarrollo de una herramienta basada en secuenciacién masiva y bioinformatica, que permita
el estudio de la comunidad bacteriana mediante secuenciacion de ARNr 16S en muestras
ambientales de agua, asi como la presencia de islas de patogenicidad y toxicidad tipicas de
dichos grupos.

En los ultimos afios la secuenciacidn utilizando barcodes ha sido ampliamente utilizada, ya que
ofrece ventajas de costo y tiempo (Kennedy et al., 2014). Sin embargo, es de nuestro interés
evaluar los resultados obtenidos en comparacién con los mismos primers sin estas secuencias
adaptadoras, de manera de seleccionar una estrategia a ser utilizada para secuenciacion del
ADNTr 16S en las muestras de agua. Una vez obtenidos los datos, es posible realizar estudios de
diversidad de las comunidades microbianas presentes. Dichos estudios se realizardn en base a
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la implementacién de técnicas de secuenciacién masiva en muestras del gradiente Rio Uruguay
— Rio de la Plata.

A partir de lo mencionado anteriormente, establecemos dos hipdtesis principales y sus
predicciones:

1. la introduccién de secuencias barcode en los primers empleados para amplificar el gen del
ARNr 16S interfiere con la reaccidn en cadena de la polimerasa, aumentando o disminuyendo la
eficiencia de amplificacién de determinadas secuencias. Esto genera un sesgo en los productos
obtenidos que se reflejard en la estructura comunitaria obtenida.

2. dado que el gradiente ambiental estudiado (rio Uruguay-Rio de la Plata) involucra grandes
variaciones de conductividad (empleada aqui como proxy de salinidad) y de temperatura, éstas
son las principales variables que estructuran a las comunidades bacterianas en dicho gradiente.
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OBJETIVO GENERAL

Conocer la diversidad bacteriana en muestras de agua en el gradiente ambiental rio Uruguay-
Rio de la Plata a partir de la puesta punto de una metodologia basada en secuenciacion de
amplicones del gen ARNr 16S y usando la tecnologia lon Torrent PGM (Life Technologies)
(Independiente de kits comerciales).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar si el empleo de primers con barcodes es adecuado para amplificar por PCR el
gen del ARNr 16S y estudiar la estructura comunitaria de las bacterias acuaticas.

2. Estudiar la diversidad de comunidades del gradiente estuarino y obtener una
aproximacién del estudio de estas en relacion con las variables ambientales que
muestran mayor cambio a lo largo del gradiente ambiental.

ACTIVIDADES

1. Obtener ADN gendmico de muestras de agua tomadas en campafias de muestreo
realizadas durante el periodo marzo 2013 y marzo 2014.

2. Amplificar y secuenciar la regién V4 del gen codificante para el ARNr 16S bacteriano
mediante PCR a partir del ADN obtenido, utilizando primers con vy sin barcodes.

3. Secuenciar los productos de amplificacién mediante la tecnologia lon Torrent PGM (Life
Technologies) y comparar los resultados obtenidos de utilizar ambos tipos de primers.

4. A partir de los resultados obtenidos en 3, seleccionar la mejor estrategia de
amplificacion para evaluar la estructura de la comunidad bacteriana en el rio Uruguay y
en el Rio de la Plata.

5. Analizar a partir de la base de datos obtenida la estructura de las comunidades
bacterianas en el contexto ambiental del gradiente agua dulce-estuario.

En la figura 6 se presentan los tres pasos claves en los que se desarrolla el presente estudio.

Secuenciacion masiva
de la region V4 del
ADNr16S utilizando
primers cony sin
adaptadores.

Analisis comparativo
de OTUs y seleccidn
de estrategia de
amplificacion

Estudio de
comunidades en el
gradiente estuarino

Figura 6. Diagrama de flujo de trabajo.
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Metodologia
Muestreo

En este trabajo se utilizaron 8 muestras del rio Uruguay y del Rio de la Plata obtenidas en el
marco del proyecto FAN (Kruk et al., 2015) durante el mes de marzo de los afios 2013 y 2014 en
puntos localizados en Salto Grande, Fray Bentos, Carmelo, Colonia, Montevideo y Punta del Este.

Dentro del pool de muestras disponibles, se seleccionaron aquellas tomadas en estaciones de
muestreo en costa (CO) (Figura 7). Se cuenta con informacién en dichos sitios recabada por de
distintas variables ambientales tales como: intensidad del viento (ms?), intensidad de la luz
medida con fotoradidmetro (umol fotén m?seg?), temperatura del aire (°C) y profundidad de la
columna de agua (m) medida con ecosonda. También se registraron en superficie y fondo la
temperatura (°C), conductividad (mScm™), oxigeno disuelto (OD, mglL?), turbidez (NTU) y
salinidad del agua. Ademas, se utilizé informacién acerca del registro visual de la presencia o
ausencia de floraciones, definidas como manchas verdes, y la presencia de colonias de
cianobacterias en un volumen de 20 L de agua superficial observado en un recipiente de color
blanco. Se determind ademas la concentracién de nutrientes (NH*, nitrégeno total, fosforo total
(PT)), alcalinidad (silicatos), y biovolumen total de cianobacterias (mm?3/L) (Kruk et al., 2015;
Martinez de la Escalera et al., 2017a).
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Figura 7. Mapa de los sectores del Rio Uruguay y del Rio de la Plata cuyas muestras correspondientes al mes de marzo
se analizardn en este proyecto.

Es importante resaltar que se selecciond el mes de marzo ya que fue cuando se registré la
presencia de una floracidn de cianobacterias de la especie Microcystis aeruginosa en el embalse
de la represa de Salto Grande (Kruk et al., 2015). Esto nos permitié estudiar la influencia de la
floracion de cianobacterias en la diversidad de la comunidad heterétrofa. Se incluyeron dos
muestras del mes de marzo del afio 2014, (MAR14SACO y MAR14PECO), ya que correspondian
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a los extremos del gradiente, pero en ausencia de floracién en ese afio. EIl ADN gendmico
correspondiente a estas Ultimas fue provisto por la Dra. Gabriela Martinez De La Escalera.

Extraccion de ADN genomico de muestras de agua

Se realizd la extraccion de ADN gendmico de las muestras de agua tomadas a lo largo del
gradiente estuarino durante el mes de marzo en el afio 2013 y parte del 2014, en estaciones de
costa (Tabla 1). Se partio de filtros de membrana de celulosa de 0.2 um de tamafio de poro, a
través de los cuales habian sido filtrados entre 250-300 mL de agua de muestra. Los filtros se
encontraban almacenados en placas de Petri estériles a -20 °C. La extraccién se llevé a cabo
utilizando un método fisico puesto a punto y descripto por Gabriela Martinez de la Escalera et
al., (2017a). Se colocé medio filtro dentro de un tubo de lisis al cual se agregd buffer de
extraccién (Tris-HClI 100 mM (pH 8.0), EDTA 100 mM (pH 8.0), Na-P 100 mM (pH 8.0), NaCl 1.5
M, 1% Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)). A continuacién, se colocaron los tubos
dentro del homogeneizador Fast-Prep (MP Biomedicals) durante 40 segundos. Luego, se
centrifugaron a 12000g durante 1 minuto, y se transfirid el sobrenadante a tubos estériles. A
continuacién, se realizé una extraccion utilizando cloroformo y alcohol isoamilico (24:1),
mezclando y extrayendo la fase acuosa a nuevos tubos estériles. Dicho paso se repitid dos veces.
Finalmente se realizd un paso de precipitacidn del ADN utilizando isopropanol, homogeneizando
moderadamente e incubando los tubos a temperatura ambiente durante 24 horas. Se
centrifugaron los tubos a 25.000 g durante 1 hora. Se descartd el sobrenadante y se lavo el
pellet con etanol al 70%. Los pellets fueron secados a temperatura ambiente durante 30 minutos
y se re-suspendidos en agua desionizada. EI ADN obtenido fue cuantificado por
espectrofotometria a 260 nm en Nanodrop (Thermo-Fisher). La concentracién de ADN de cada
muestra fue estandarizada a aproximadamente 25 ng/uL, mediante el secado de las muestras
en el Speedvac (Thermo-Fisher) (Martinez de la Escalera et al., 2017a).

Tabla 1. Sitios de referencia y coordenadas correspondientes de las estaciones muestreadas.

Distancia a Profundid

Localidad Codigo de muestra Mes Sitio de referencia  Latitud Longitud Costa (km) ad (m)

Entre Punta Piedras y

Carmelo MARCACO Marzo 2013 34°00' 58°23' 2,4 6,5
muelle
MAR14PECO Marzo 2014
Punta del Este Playa Mansa 31°11° 57°52' 0,1 14,0
MARPECO Marzo 2013
MAR14SACO Marzo 2014
Salto (RU) Brazo Itapebi 34°55' 54°58' 0,5 7,0
MARSACO Marzo 2013
Colonia MARCOCO Marzo 2013 Ensenada de la Colonia 34°27' 57°51' 0,01 2,0
Montevideo MARMOCO Marzo 2013 Playa Pocitos 34°55' 56°08' 0,03 2,3
Fray Bentos MARFRAYCO Marzo 2013 Al S de la PNN 33°10' 58°21' 0,02 1,5

Estrategia de amplificacion del gen ADNr 16S por PCR (Reaccidn en cadena
de la polimerasa)
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Se utilizd una estrategia de amplificacidn que incluyd el uso de primers cony sin barcode para el
analisis de la comunidad de tres muestras seleccionadas. Dichas muestras se seleccionaron en
base a su lugar de origen, correspondiendo a los extremos del gradiente. De esta manera se
contemplaron las condiciones ambientales extremas, una muestra de rio, en presencia y
ausencia de floracién (MARSACO y MAR14SACO respectivamente) y una muestra de la zona
externa del estuario (MARPECO). Se evalud por un lado el uso de primers con barcode seguido
de la secuenciacion en lon Torrent, y por otro lado primers sin estas secuencias, incluyendo
previo a la secuenciacién un paso de ligacidon de secuencias barcode y adaptadores (construccion
de libreria). El flujo de trabajo realizado para el procesamiento de las muestras y el analisis
comparativo de la comunidad microbiana mediante secuenciacién masiva se ilustra en la figura
8.

Extraccién ADN @@D
gendmico a partir de
muestras de agua

Puestaa punto

PCR gen ARNr
16S
e PCR gen ARNr 165 PCR gen ARNr 16S =
- con primers sin con primers con =
o barcode barcode (Bc) "
N

Construccién ik
de librerias

A
AR
AR
AR
A
A
A

Secuenciacion
masiva lon Torrent

@ & &k

(PGM) PREPARACION CORRIDA DE ANALISIS
DE MOLDE SECUENCACION DE DATOS

Figura 8. Flujo de trabajo para el ingreso de los productos de amplificacién al secuenciador lon Torrent PGM.

Se amplificd por PCR la regidn V4 del gen codificante para el ARNr 16S (Figura 9), utilizando dos
pares de primers especificos universales (520F,802R), uno de los cuales contiene secuencias
identificadoras o barcodes y secuencias adaptadoras ya incorporadas (520Fbc, 802Rbc) (Milani
et al.,, 2013) (Tabla 2). Los mismos fueron gentilmente cedidos por Jorge Wenzel y Claudia
Etchebehere (comunicacién personal).
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Tabla 2. Primers utilizados en este trabajo para la amplificacién de la regién V4 del ADNr 16S.

Tag barcode

Nombre Secuencia adaptadora Key Codigo de barras Secuencia GAT Secuencia del primer (5'-3') Ref.
520Fbc CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TGAGCGGAAC GAT AYTGGGYDTAAAGNG Milani et al 2013,
Claesson et al 2009
802Rbc CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT TACNVGGGTATCTAATCC
520F AYTGGGYDTAAAGNG RDP database,
= o o ° http://pyro.cme.msu.edu
802R TACNVGGGTATCTAATCC Vel elnlap

Debido a que dichos primers fueron reportados en un estudio que no fue realizado en una matriz
acuatica, los mismos fueron testeados en la base de datos de RNA Silva utilizando la herramienta
TestPrime (https://www.arb-silva.de/search/testprime), permitiendo 0 bases en discrepancia o
mismatches. Hasta el momento dichos primers se encuentran reportados para el andlisis de

microbiota intestinal y fecal de humano (Claesson et al., 2009; Milani et al., 2013). Sin embargo,
utilizando la base de datos de SILVA alinearon con el 88.7% de las bacterias y un 13.7% de las
archaeas reportadas. De esta manera los primers se consideraron aptos.

Se ensayaron diversas preparaciones para PCR (mix) tanto comerciales como no comerciales, asi
como también distintas temperaturas de annealing y ciclados que permitieran la amplificacion
del fragmento deseado utilizando ambos pares de primers. El mejor el protocolo de PCR
empleado fue el que utilizé una mix puesta a punto previamente en el laboratorio para muestras
ambientales y el mismo se utilizé para los primers 520F, 802R y 520Fbc, 802Rbc (Primers 10 uM,
1 pL cada uno, Buffer Taq 2,5 pL, Taq 5U/ uL (Invitrogen) 0.2 pL, MgCl2 1.75 uL, dNTPs 10 Mm
0,5 uL, BSA 30 mM 0.5 pL (0,6 mM finales), ADN molde 10-50 ng 2 uL, H20 a completar 50 puL).
Se amplificd por triplicado en un volumen de 50 pL el ADN gendmico extraido de las muestras
correspondientes al mes de marzo, MARSACO, MAR14SACO y MARPECO, MARFRACO,
MARCACO, MARCOCO, MARMOCO, MAR14PECO utilizando los primers con y sin barcode para
evaluar el posible sesgo presentado por el uso de barcodes (Tabla 3). El ciclado consistid en una
etapa inicial de desnaturalizacién 95°C 5 min, seguida de 30 ciclos de 94°C30s, 50°C30sy 72°C
30 s y una extensidn final 72°C, 7 min. Los productos se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1,8%, buffer TBE, y se visualizaon a través de la tincidon con el agente intercalante
GelRed (Biotium). A continuacion, se enviaron a secuenciar solamente las muestras
especificadas en la Tabla 3.
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Figura 9. Esquema de la estructura secundaria del ARN 16S de Escherichia coli y clasificado en 6 fragmentos R de
aproximadamente 250 nucledtidos designados de acuerdo a las regiones V. R1 incluyendo las regiones V1y V2; R2 la
region V3; R3 la region V4; R4 las regiones V5 y V6; R5 las regiones V7 y V8 y R6 la region V9 (Yarza et al., 2014). Las
flechas sefialan la posicion de los primers utilizados.

Tabla 3. Primers empleados para amplificar la regién V4 del ADNr 16S y muestras secuenciadas.

Amplificada con Amplificada con primers
Cédigo de primers sin barcode con barcode Secuenciada
muestra 520F, 802R 520Fbc, 802Rbc
(A) (B)

MAR14PECO X X A

MARPECO X X A
MAR14SACO X X A

MARSACO X X A
MARFRACO X X A

MARCACO X X A
MARCOCO X X A
MARMOCO X X A
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Procesamiento de muestras previo a la secuenciacion

Todos los productos de PCR obtenidos se purificaron utilizando el kit AMpureTM (lon AmpliSeq
Library Kit 2.0) y cuantificaron utilizando QubitTM 2.0 (ThermoFisher). El kit fue recomendado
por Zimmerman and Fuscoe, 1991, y elimina dimeros de primers y productos remanentes de la
PCR utilizando particulas paramagnéticas que unen al ADN reversiblemente a una matriz de PEG
(Poli-eliten-glicol) y sal (Life Technologies, 2012). Los productos obtenidos utilizando los primers
520Fbc, 802Rbc se cargaron directamente al chip lon 318TM con previo enriquecimiento de las
esferas (PCR en emulsién). Los productos obtenidos utilizando los primers 520F, 802R se
utilizaron para la construccién de librerias. Se ligaron a las secuencias adaptadoras y barcode
especificas para la secuenciaciéon mediante el protocolo descripto para la construccion de
librerias de lon Torrent y puesto a punto por Rafael Fort (comunicacién personal) en el Servicio
de Secuenciacion del IIBCE. Una vez lograda la amplificacion de las muestras de agua
ambientales, estas fueron secuenciadas utilizando lon Torrent PGM.

Andlisis de resultados de secuenciacion en lon Torrent

Andlisis de secuencias crudas, obtencion de OTUs (OTU picking) y asignacion de
taxonomia.

Se realizo la secuenciaron en la plataforma de secuenciacion lon Torrent PGM (Life Technology)
del IIBCE, seguido por el andlisis de los resultados segun se indica en la figura 10. Dicho analisis
se realizé con el objetivo de comparar 1- La comunidad bacteriana obtenida utilizando primers
con barcodes y sin ellos, 2- La comunidad bacteriana presente en el gradiente de estudio y en
presencia y ausencia de floracion.

;: NCBI Figura 10. Esquema de flujo de trabajo
GreenGenes para el analisis de secuencias crudas, OTU
myRDP picking, asignacién de taxonomia
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Se procedioé al analisis de acuerdo al diagrama de flujo mostrado en la figura 11. Los reads
obtenidas de la secuenciacion de las muestras se guardaron en un archivo FASTA (.fna) los cuales
fueron procesados mediante el uso de pipelines de programa QIIME 2.0 (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010). Se convirtio el archivo a Fastq (quality score file,
el cual contiene un score para cada base de cada secuencia), se realizd el de-mutiplexado
(asignacién de cada lectura a una muestra segun su barcode) y se eliminaron los primers y
secuencias barcode de los extremos de cada secuencia, secuencias de baja calidad o ambiguas,
con errores y/o carencia de la secuencia barcode, primers y adaptadores, en base a un score de
calidad 225 vy wuna longitud de 200-300 pb (Quality filtering, trimming tool,
http://qiime.org/scripts/split libraries.html). Se realizé la deteccidn vy filtracion de secuencias
quimeras utilizando el programa VSEARCH y la base de datos de referencia UCHIME
(https://docs.qgiime2.0rg/2017.12/plugins/available/vsearch), junto con la base de datos de
secuencias de ARN 16S Silva con taxones definidos segiin un 97% de identidad de secuencia
(SILVA_123.1_SSURef_Nr97_tax, https://www.arb-silva.de). Stackebrandt & Goebel, 1994
reportaron que un 97% de similitud de las secuencias 16S corresponde aproximadamente al

valor de re-asociacién del ADN de un 70%, siendo aceptado como definicion de especies
bacterianas por Wayne et al.,(1987).

. 4 AGRUPZMIENTO ¥ ESTUDIOS DE DIVERSIDAD
CLASIFICACION DE OTUS
PROCESAMIENTO 4 QIIME de novo OTU picking )
b : s D
o . pick_otus.py
QIIME '_5P|lt_|lbrar"35-PV Determinar OTUs en base a un alineamiento de filter_taxa_from_otu_table.
De-mutiplexado, filtrado de 97% de similitude de de secuencia Filtrado de secuencias mitocondriales o de
calidad (score 225 y una cloroplastos
longitud de 200-300 pb) pick_rep_set.py
Eleccion de secuencia representativa para cada summarize_taxa_through_plots.py y
VSEARCH oTU = -

dentificacién d . make_otu_heatmap.py

Identificacion e-qmmeras, Visualizacion y comparacion de la presencia
teme e ‘refer‘enua. e Ll assign_taxonomy.py de los diferentes taxones entre muestras
secuencias alineadas contrala Asignar taxonomia a cada OTU

base de datos Silva ADN 16s alpha_diversity.py

) align_seqs.py PyNAST Célculo de diversidad alfa en cada muestra,
QIIME filter_fasta.py Alineamiento de las OTUs representativas utilizando indices Shannon, Simpson, y Chao
Filtracion de secuencias
quimera filter_alignment.py beta_diversity.py
Filtrado del alineamiento Célculo de la diversidad beta (diferencias

entre muestra por pares)

make_otu_table.py
Generacion de tablas de OTUs con taxonomia AN J

normalize_table.py
Normalizacion de la taba de OTUS segun el
numero de reads

A J/

Anélisis de la CCB en el gradiente
Analisis SIMPER (Past)

Figura 11. Diagrama de procesamiento, clasificacion y estudio de diversidad a partir de secuencias crudas. CCB:
Composicién de la Comunidad Bacteriana.
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Para la definicidn de las unidades taxondmicas operativas u OTUs se generaron grupos o clusters
con todas aquellas secuencias cuya identidad fuera mayor al 97%. Se tomé la secuencia
representativa de cada OTU (consenso) y se les asignd la taxonomia utilizando la base de datos
de ARN 16S SILVA (https://www.arb-silva.de). Se eliminaron las secuencias singletons

(secuencias que aparecen una sola vez en todo el pool de muestras). También se eliminaron las
secuencias que alinearon con ARN 16S de organelos (mitocondrias y cloroplastos). Una vez
asignada la taxonomia, se realizé el alineamiento de todas las OTUs representativas de manera
de inferir la filogenia utilizando PyNAST (Python Nearest Alignment Space Termination)
(Caporaso et al., 2009), la cual se utilizd en pasos posteriores. Luego se filtré el alineamiento
para remover gaps utilizando QIIME Lane mask (Caporaso et al., 2010) y mediante la asignacion
de taxonomia y el mapa de OTUs se cred una tabla conteniendo la abundancia de cada OTU en
cada una de las muestras, en conjunto con la taxonomia para cada OTU (Tabla de OTUs en
formato BIOM) (pick_de_novo_otus.py).

Se obtuvo un resumen de dicha tabla (biom summarize-table) y se graficaron los resultados de
taxonomia asignada para cada muestra a distintos niveles (summarize_taxa_through_plots.py).

Estudio de la estructura comunitaria

Se realizé la rarefaccién de la tabla de OTUs obtenida de manera de computar la riqueza para
cada muestra. Se obtuvieron los graficos de rarefaccion (multiple_rarefactions.py) y se analizd
la diversidad alfa definida como la riqueza de especies de una comunidad particular considerada
como homogénea (Thukral, 2017). Asimismo, se realizaron graficos de rarefaccion utilizando la
funcidn make_rarefaction_plots.py. El nUmero des OTUs observadas fue calculado a partir de
los mismos con el objetivo de obtener informacién acerca de la riqueza a medida que aumenta
el numero de secuencias obtenido, el indice de Diversidad Filogenética (PD_whole_tree, Anexo
1) para poder determinar la distancia en el arbol filogenético de esas especies. La herramienta
FastTree se utilizé para la obtencidn de arboles, utilizando maxima verosimilitud (Price et al.,
2010). El indice de Diversidad Filogenética permite determinar cuan diversa es la muestra en
términos de distancia entre las OTUs asignadas (dispersion filogenética). También se realizé la
rarefaccién mediante el cdlculo de la diversidad de Chao (alpha_diversity.py, Anexo 1), el cual al
realizar una ponderacion para las OTUs que se encuentran en doubletons, le da peso a aquellas
OTUs con baja representacion en la comunidad (Schnell & Safi, 2016). Un minimo de 10
secuencias fue seleccionado por muestra y un maximo equivalente al cociente entra la mediana
y el nimero de secuencias totales, con 20 conteos intermedios.

Para realizar analisis comparativos de la diversidad en muestras amplificadas con y sin barcode,
las muestras se normalizaron a la suma de OTUs individualmente, de manera de analizar el
posible sesgo entre ellas, considerando una misma muestra amplificada mediante los dos
métodos. Se aplicd un analisis SIMPER en Past v3, utilizando la distancia de Bray-Curtis (Anexo
1) (Clarke, 1993) para identificar el porcentaje de contribucion de cada OTU a la diferencia entre
una muestra amplificada con primers y sin barcode.

Por otro lado, el andlisis de las muestras del gradiente se realizd6 normalizando a la suma de
todas las OTUs del gradiente. Para realizar analisis comparativos, determinar las OTUs
representativas del gradiente agua dulce-estuario y realizar diagramas de Venn se utilizaron las
funciones de QlIME shared_phylotypes.py, collapse_samples.py,
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filter_taxa_from_otu_table.py, compute_core_microbiome.py y el paquete VennDiagram en
RStudio. Se calcularon indices de diversidad de Shannon, Simpson y de riqueza de Chao.1
utilizando el Past 3.20 (Hammer et al., 2001) y analizados con RStudio (paquete ggplot2). Se
realizaron graficos de abundancia relativa de OTUs agrupadas a distintos niveles taxonémicos,
tomando en cuenta abundancias mayores al 0,05% (Bertoglio, 2012) en GraphPad Prism 6.

Para estudiar diferencias en la composicién de la comunidad bacteriana entre sitios y determinar
asi la contribucién de las abundancias relativas de OTUs a distintos niveles de agrupacién, se
llevaron a cabo analisis multivariados. Se realizé un anadlisis de componentes principales PCA
(distancia euclidiana) con la abundancia relativa de las OTUs en cada muestra. Dichos analisis se
graficaron en 2 dimensiones tomando en cuenta los componentes mas explicativos de la
varianza en RStudio (funciones prcomp y biplot). Los datos utilizados fueron escalados mediante
una matriz de correlacién. También se aplicé un analisis SIMPER para identificar el porcentaje
de contribucién de cada OTU especificamente a las diferencias entre la comunidad de un sitio
en ausencia y presencia de floracién de cianobacterias.

Para comparar la diversidad se usaron los perfiles de diversidad o entropias (diversidad) de Renyi
(Renyi, 1961), a través del uso de indices de diversidad uniparamétricos (Legendre & Legendre,
2000) en RSudio (Vegan), con el objetivo de realizar una comparacién escalable de la diversidad
de las comunidades. Permite un enfoque combinado que resume riqueza de especies,
equitatividad y dominancia ademas de ser un método gréafico para la exploracién de patrones
de diversidad (Ec 10) en dénde g es el numero de especie, pl es la frecuencia relativa de cada
especie iy a es aleatorio.

Ec 10. Hfﬁlogzg:lpf‘

Permite obtener curvas de diversidades maximas, media y minima en funcién de la entropiay la
aleatoriedad dado que el pardmetro alfa (a) que puede tomar valores 0, 1 y 2 o infinito. A cada
una de las entropias le corresponde un nimero de diversidad o nimero de Hill (Legendre &
Legendre, 2000). De acuerdo con los valores de a la formula da lugar a tres entropias (Ec 11, 12
y 13)

Ec 11. Hy=logq (riqueza)
Ec12. Hy= —Z?zl logp; =H (Indice de Shannon)
Ec13. H,=— logZpi2 (inverso del indice de Simpson)

De acuerdo con las ecuaciones mencionadas, la diversidad de orden cero (a = 0) es insensible a
las abundancias de las especies y, por lo tanto, el valor obtenido sera equivalente a la riqueza
de especies. La diversidad de orden 1, (a = 1), todas las especies son incluidas con un peso
exactamente proporcional a su abundancia en la comunidad (diversidad de Shannon) Cabe
destacar que a puede tomar cualquier valor ya que es continuo. Por tanto, valores de a menores
a 1serdninsensibles a la presencia de especies raras, y valores mayores que 1 consideraran mas
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a las especies comunes, como la diversidad de orden 2 (a = 1). Mediante estos fundamentosy a
través de las curvas obtenidas, es posible realizar una comparacion entre dos comunidades.

Diversidad Beta

Se analizé la diversidad beta realizando la comparacion de la comunidad microbiana entre los
sitios muestreados en base a su composicidn (Pierre Legendre et al., 2005). Para dicho analisis
se realizd un agrupamiento de los sitios dada su localizacién geogrdfica y ecosistémica. Se
estudidé el agrupamiento -clustering - jerarquico utilizando la funcién pvclust y la métrica no
filogenética de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957) (Paquete vegan, RStudio)
(beta_diversity_through_plots.py workflow). La distancia de Bray-Curtis entre un par de
muestras, se define realizando una comparacidn entre la frecuencia caracteristica de cada OTU
en las muestras (Anexo 1). La significancia del cluserting fue estudiada mediante ANOSIM
(Andlisis de Similitud, Anexo 1) con muestras normalizadas al total de las OTUs en Past v3 (Clarke,
1993) para determinar estadisticamente las diferencias encontradas.

Otros estudios de la distancia o disimilitud entre sitios se realizaron mediante las métricas
UniFrac ponderado y no ponderado (Lozupone et al., 2010). UniFrac permite calcular las
diferencias cualitativas (no ponderado) y cuantitativas (ponderado) entre las muestras en base
a sus relaciones filogenéticas. Para ello, se utilizd la matriz de distancias filogenéticas y los
resultados se visualizaron mediante un analisis de coordenadas principales (PCoA) en donde se
eligieron aquellas coordenadas que tenian un mayor peso en la distribucién de las muestras.
Incorporar una métrica de diversidad de este tipo permiti6 obtener informacion
complementaria, como una forma de relacionar la distancia filogenética en un arbol filogenético
con las diferencias que pueden existir entre la comunidad microbiana de cada uno de los
componentes del drbol. En otras palabras, UniFrac comprueba si los linajes filogenéticos entre
las muestras son significativamente diferentes (Lozupone et al., 2010).

Ademas, se analizaron las abundancias de rango o rank abundance (Diagrama de Whittaker) de
cada sitio utilizando el paquete vegan (RStudio). La abundancia ranqueada constituye una
herramienta cualitativa de describir la manera en la que cada individuo se distribuyen entre las
especies (OTUs asignadas). A diferencia de los indices diversidad, permite visualizar la riqueza
de especies OTUs asignadas) y el grado de igualdad de la distribucién de la abundancia de las
especies (equitatividad) (Whittaker, 1965). Se ordenaron jerarquicamente a las OTUs presentes
en cada muestra y se obtuvieron las curvas de rango-abundancia (A la especie mds abundante
se asignd el rango 1, la segunda mas abundante es la 2 y asi sucesivamente). Los rangos
obtenidos fueron graficados en funcién de las abundancias relativas para cada OTU en escala
logaritmica. La distribucidn de las especies se evaludé considerando el tipo de curva a la que se
ajusto el grafico y su pendiente.

Se realizé un ajuste de las curvas de rango de abundancia a modelos paramétricos. Esto permitid
describir la estructura de las comunidades en términos de la relacidn entre abundancia relativa
de cada OTU vy su valor de importancia (ranking en una escala logaritmica). Se probaron dos
modelos clasicos de distribuciones de abundancia de especies (SAD, por su sigla en inglés)
(Matthews & Whittaker, 2015) muy utilizados (Anexo 1), el modelo lognormal (distribucion
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logaritmica de Poisson) y Zipf o distribucién de Pareto. Los ajustes de los datos a dichos modelos
se realizaron en RStudio. Vegan 2.4- 4, funcién Radfit (Oksanen, 2017). La seleccion del mejor
modelo se llevé a cabo mediante el Criterio de Informacién de Akaike (AIC, por sus siglas en
inglés), el cual realiza una comparacion de los modelos seleccionados considerando su ajuste y
complejidad. Este criterio es recomendado por Matthews & Whittaker,(2015) y Baldridge,
Harris, Xiao, & White, 2016 para este tipo de analisis, tomando valores minimos cuando el
modelo tiene un mayor ajuste. Al mismo tiempo, la pendiente de la curva obtenida otorga
informacidn complementaria ya que una pendiente pronunciada indica una baja equitatividad,
y una pendiente baja da la pauta de una comunidad equitativa.

Finalmente, se utilizd un escalamiento multidimensional no métrico (nMDS, Non-Metric
Multidimensional Scaling) y se analizé la relacidon de las variables ambientales medidas al
momento del muestreo utilizando el programa Primer7. Se realizd una ordenacidn directa con
las variables explicativas, seguida de un test de permutacién para observar que variables se
asociaban significativamente con la ordenacidon. Mediante los gréficos del andlisis nMDS se
represento la posicién de los sitios (comunidades, utilizando la abundancia relativa de las OTUs
o los indices de diversidad de cada sitio) en un espacio multidimensional utilizando la distancia
de Bray-Curtis y 2 dimensiones. Los vectores de ordenacidn indicaron la direccién e intensidad
de correlacion de las variables, obteniéndose el valor del coeficiente de correlacion de Pearson.
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RESULTADOS

Extraccion de ADN genomico de muestras de agua

El ADN se extrajo a partir de las muestras de agua tomadas en el mes de marzo de los sitios
Colonia, Punta del Este y Salto. El ADN de las muestras MARFRACO, MARMOCO y MARCACO fue
proporcionado por la Dra. Gabriela Martinez de la Escalera (comunicacion personal). En el anexo
3 se muestran las concentraciones de ADN gendmico obtenidas, el volumen de agua filtrado
para cada muestra y los resultados de los indices utilizados para evaluar la calidad del ADN
obtenido. En la mayoria de los casos se observé un indice de 260/280 cercano al valor éptimo
de 2 (Desjardins & Conklin, 2010). Esto no ocurrié para el indice 260/230, ya que en todas las
muestras fue bajo. Se verificd la presencia de una sola banda de ADN gendmico y su calidad
(ausencia de bandas de degradacidén) mediante electroforesis (resultado no mostrado). Una vez
obtenidos los ADN gendmicos de las 8 muestras a procesar, se prosiguid a poner a punto la
metodologia de amplificacidon del ADNr 16S utilizando los primers 520F, 802R y 520Fbc, 802Rbc.

Amplificacion por PCR del gen ADNr 16S

Se amplificaron las muestras MARSACO, MAR14SACO y MARPECO utilizando primers sin
barcode, se obtuvieron bandas intensas en todos los casos y se estimd una concentraciéon
aproximada de 300 ng/uL al momento de observar el gel, mediante la intensidad de las bandas
y utilizando como referencia el marcador de peso molecular. Por otro lado, para los resultados
de la amplificacidon con barcode, no se observé banda sembrando 5 ul y tifiendo con Gelred
(Biotium) en el gel de agarosa 1% (Figura 12).
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Figura 12. Amplificacion por triplicado de muestras MAR14SACO, MARSACO y MARPECO con primers 520F y 802R (A
y B) y MARSACO, MAR14SACO con los primers 520Fbc y 802Rbc (B, con barcode). Resultados no mostrados para la
muestra MARPECO con los primers 520F y 802R. Para las muestras MAR14SACO con primers 520F y 802R y MARSACO
con 520Fbc y 802Rbc se muestran solo duplicados. MP-Marcador de peso molecular 1Kb Plus (Thermo-Fisher), B-
blanco

Por otro lado, se obtuvo el producto esperado también para las muestras MARMOCO vy
MARCOCO (Rio de la Plata), MARFRACO y MARCACO (Rio Uruguay) y MAR14PECO (Zona externa
del estuario) con primers con y sin barcode (Figura 13). La amplificacién mejoré notablemente
luego del agregado de BSA en las muestras MAR14PECO, MARCACO, MARCOCO para las que se
obtuvo una menor concentracién de producto de PCR (Anexo 5). Durante la puesta a punto de
la metodologia se evalud el agregado de BSA a la reaccion de PCR y se observd que para el caso
de las muestras MAR14PECO, MARCACO y MARCOCO se obtuvo una banda mas intensa en
comparacion a la mix sin BSA (Anexo 5). Se amplificaron todas las muestras agregando BSA en
la mix de PCR (resultados no mostrados).
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Figura 13. Amplificacion sin BSA por triplicado de muestras MARFRACO, MARCACO, MARMOCO, MARCOCO,
MAR14PECO con los primers 520F y 802R y 520Fbc y 802Rbc. MP-Marcador de peso molecular 1Kb Plus (Thermo-
Fisher), B-blanco.

La cantidad de producto de PCR obtenida para todas las muestras fue suficiente para la
preparacion del molde o template de secuenciacion en el equipo lon Torrent. Como se menciond
anteriormente, se enviaron a secuenciar solamente las muestras MARSACO, MAR14SACO y
MARPECO amplificadas utilizando primers con y sin barcode, seleccionadas por ser extremos del
gradiente ambiental y presentar las condiciones mds diferentes entre si. Las demdas muestras se
secuenciaron utilizando primers sin barcode.

Andlisis comparativo de la secuenciacion masiva del ADNr 16S en muestras
con y sin barcode

a) Numero de reads

Se realizd con éxito la secuenciacion de las muestras MARSACO (presencia de floracidn),
MAR14SACO y MARPECO, con y sin barcodes, de manera de evaluar a las comunidades
obtenidas y el posible sesgo introducido. Se obtuvieron un total de 1802230 reads, de los cuales
se filtraron 35071 secuencias quimeras (1,9%), obteniendo un total de 1767159 reads. Luego de
realizar los pasos de alineamiento para la generacidn de las OTUs y el alineamiento contra la
base de datos se obtuvo un total de 1611030 reads (Figura 14).
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Figura 14. Numero de reads obtenidos para la secuenciacion de muestras con y sin barcode

De acuerdo con los resultados obtenidos, se obtuvieron mas reads en las muestras amplificadas
con barcode en las 3 muestras analizadas (Figura 14). Una vez obtenida la tabla de OTUs, se
analizd la diversidad alfa para las muestras estudiadas. Debido a que muchas perturbaciones
afectan a este parametro, resumir y comparar ecologias a través de la diversidad alfa resulta una
estrategia ubicua para analizar estudios de comunidades de ecologia microbiana y fue utilizada
como un primer enfoque hacia el analisis de las diferencias entre las muestras amplificadas con
y sin barcode.

b) Diversidad Alfa

En primer lugar, se realizaron las curvas de rarefaccién utilizando muestreo al azar dentro de
cada muestra (Figura 15). De esta manera, se logré contrastar la diversidad en las muestras de
manera equitativa, independientemente de diferencias en tamafios de cada muestra. La
condicién Optima para estas curvas es la terminacion asintotica, lo que significa que no hay
diversidad adicional al obtener mas secuencias.

En el caso de las curvas mostradas en A, se alcanzé un estado en el que a medida que aumenta
el numero de OTUs, la distancia filogenética entre ellas no aumenta, observdndose una curva
asintoética. Para las curvas en C, es posible establecer que el indice de riqueza de especies de
Chao.1 varia moderadamente a medida que aumenta el nimero de OTUs, aunque con una
tendencia asintdtica menos pronunciada. Este indice de riqueza se basa en el concepto de que
las especies raras proporcionan mas informacién sobre el numero de especies faltantes y por lo
tanto es sensible a ellas, siendo particularmente importante para identificar conjuntos de datos
sesgados. Por otra parte, la curva de rarefaccidon en B no alcanza una tendencia asintética clara.
Sin embargo, al observar la curva de rarefacciéon en Ay en Cy su significancia, es posible inferir
gue mediante el método utilizado se logré captar la diversidad de las muestras adecuadamente
dada la profundidad de secuenciacién utilizada.

Es posible observar que el mayor nimero de OTUs fue obtenido para la muestra MARSACO.
Ademas, en todos los casos este nimero es mayor o similar en las muestras sin barcode, al
compararlas con las muestras con barcode. Las curvas de diversidad filogenética presentan un
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patrdn similar y las OTUs obtenidas en las muestras sin barcode presentan un mayor indice de
diversidad filogenético. Para el indice de Chao.1, las muestras sin barcode presentan siempre un
valor mas elevado, captando mas especies raras que las con barcode.
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Figura 15. Graficos de Rarefaccion de muestras MARSACO, MARSACOBC, MAR14SACO, MAR14SACOBC, MARPECO y
MARPECOBC. A. Rarefaccién mediante calculo de indice de diversidad filogenética, B. Rarefaccién por nimero de
OTUs, C. Rarefaccién mediante calculo de indice de riqueza de Chao1.

El andlisis complementario de la diversidad alfa de las muestras se observa en la figura 16,
mediante el calculo de descriptores de la comunidad: indice de diversidad de Shannon, indice

de diversidad de Simpson, riqueza de Chaol, indice de Dominancia de Simpson, riqueza y
abundancia (Anexo 1).
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Figura 16. Pardmetros descriptivos de la comunidad en muestras MAR14SACO, MARSACO Y MARPECO amplificadas
con primers con barcode (azul) y sin barcode (celeste). A. Riqueza, B. Abundancia, C. indice de diversidad de Shannon,
D. indice de diversidad de Simpson, E. indice de riqueza de Chao1, F. indice de Dominancia de Simpson (D).

A continuacion, en la figura 17 se muestra un resumen de los indicadores de diversidad de
Shannon y riqueza de Chaol. Es posible observar la distribucion de las muestras en cuanto a su
riqueza y equitatividad y a la presencia de especies raras, respectivamente. Se observa un
corrimiento hacia la derecha (mayor riqueza de Chao1) de las muestras amplificadas con primers
sin barcode con respecto a la misma muestra con barcode. Al mismo tiempo, las muestras
amplificadas con barcode presentan un corrimiento hacia arriba con respecto a las sin barcode
(mayor diversidad de Shannon). Considerando lo anteriormente mencionado, las muestras
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amplificadas con primers con barcode presentan menos riqueza, pero mayor diversidad (mayor
equitatividad) que las muestras amplificadas con primers sin barcode. Estas ultimas presentan
una mayor riqueza de especies (presencia de especies con baja representacion o raras), y por lo
tanto menor equitatividad.
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Figura 17. indice de diversidad de Shannon vs riqueza de Chao1 para las tres muestras obtenidas mediante
las dos estrategias de estudio. La linea en azul es trazada para observar las diferencias entre la misma
muestra amplificada con y sin barcode

Se observaron un total de 34566 OTUs en todas las muestras analizadas, de las cuales se estudié
su distribucién en las muestras con y sin barcode. En la figura 18 se observa el total de OTUs
para cada muestra (MARPECO, MARSACO y MAR14SACO) y cuantas comparten entre sila misma
muestra amplificada utilizando las dos estrategias. Se observa que el nimero de OTUs
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compartidas corresponde a un 51%, 41% y 40% en MARPECO, MAR14SACO y MARSACO
respectivamente.

MARPECO MARPECOBC
—

4530 MARSACO MARSACOBC
\
5112 |

MAR145ACO  MAR14SACOBC

3913 J

Figura 18. Diagramas de Venn representando el nimero de OTUs en las tres muestras obtenidas mediante
las dos estrategias de estudio.

En suma, las muestras amplificadas utilizando primers con barcode dieron lugar a una menor
riqueza, por lo que se recuperd un menor numero de OTUs, ademds de que solo alrededor de
un 50% de las mismas son correlativas con la misma muestra amplificada con primers sin
barcode. Por lo tanto, a priori y considerando las muestras analizadas, es posible establecer que
las secuencias barcode de los primers otorgarian un sesgo hacia las especies mas abundantes.

c) Composicion de la estructura comunitaria en las muestras con y sin barcode

Con el objetivo de estudiar la similitud de las muestras en base a la composicién de la comunidad
microbiana observada mediante el uso del barcode y sin él, se realizé en primer lugar un
clustering jerarquico (iterativo), utilizando la distancia de Bray-Curtis (Figura 19). Los resultados
del agrupamiento muestran dos grupos de mayor jerarquia. Uno de los grupos se corresponde
con muestras de Salto Grande (ambientes dulceacuicolas), y el otro con muestras de Punta del
Este (mayor salinidad). Las diferencias entre la comunidad microbiana de estos grupos se
estudiardn en la seccidn siguiente. A partir de este resultado es posible establecer que, si bien
se observan diferencias entre las OTUs obtenidas utilizando ambas estrategias, al comparar la
heterogeneidad de la estructura comunitaria en la regidn, las diferencias entre los sitios son
mayores, que entre las muestras con y sin barcode. En otras palabras, si bien el barcode podria
presentar un sesgo hacia las OTUs mas abundantes o representadas, las diferencias entre las
comunidades obtenidas con y sin barcode tienen menor peso que las diferencias entre las
comunidades en cada sitio del gradiente estuarino. Es asi que las muestras se separan entre
sitios, agrupandolas en dos clusters principales, rio (MARSACO) y zona externa del estuario
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(MARPECO). Y en cada cluster se agrupa la misma muestra con y sin barcode. Sin embargo, el
analisis ANOSIM reveld que si bien este agrupamiento global establece que los sitios en cada
grupo son similares entre si y diferentes a los sitios en otros grupos (R=0.86), el mismo no fue
significativo (p=0.067).
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Figura 19. Dendrogama de andlisis mediante clusetring jerarquico utilizando la distancia de Bray-Curtis.
Bootstrap n=1000, en RStudio. AU: % valor de re-muestreo boostrap multiescala, BP: % valor de re-
muestreo boostrap normal. En el eje vertical se observa el valor de la distancia de Bray-Curtis.

Por otra parte, utilizando la métrica UniFrac, se observé un ordenamiento similar (PCoA en tres
dimensiones) (Figura 20). Se observa que, de la misma manera que el agrupamiento mediante
la distancia de Bray-Curtis, las muestras se ordenan con el eje que explica la mayor variabilidad
segun al sitio al que pertenecen (ambiente), siendo mayores esas diferencias que las obtenidas
mediante la amplificacién con y sin barcode. Sin embargo, el andlisis revela diferencias en otros
de los ejes explicativos, siendo las muestras MARSACO con y sin barcode las que mas se
diferencian en la composicion considerando la distancia filogenética de las OTUs en el arbol. En
el analisis UniFrac ponderado, el cual considera las abundancias relativas, estas diferencias son
menores en MAR14SACO y MARSACO, aunque mayores en MARPECO.
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Figura 20. Resultados de PCoA, (UniFrac,QIIME), para las muestras MARSACO, MAR14SACO y MARPECO
con y sin barcode. A- Ponderado. Las distancias de UniFrac se calcularon utilizando el arbol filogenético
de maxima verosimilitud y la abundancia de cada taxdn. B-No ponderado. Los valores numéricos entre
paréntesis junto a los nombres de los ejes muestran el porcentaje de variabilidad que puede explicarse
por la ubicacion a lo largo de cada eje.

De acuerdo con lo mostrado anteriormente, es posible observar que al secuenciar muestras del
gradiente, el primer con barcode logra captar la diversidad de manera que una misma muestra
amplificada con y sin barcode presenta mayor similitud que con otras muestras del gradiente,
aunque esto no es estadisticamente significativo. Sin embargo, utilizando el andlisis de la
métrica UniFrac, se observa que existen diferencias menos marcadas, aunque presentes en las
muestras de un mismo sitio amplificadas con primers con y sin barcode. Estas diferencias
estarian relacionadas con la composicién de OTUs y sus abundancias relativas considerando el
arbol filogenético en el que se ordenan. Partiendo de la base de que el agregado de secuencias
barcode altera la secuencia del primer, es posible identificar aquellas OTUs responsables de esas
diferencias en cada sitio.
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En el sitio MARSACO se obtuvo un porcentaje medio de disimilitud de 31%. En la Figura 21 se
observan las 9 OTUs que dieron cuenta al menos la mitad de la disimilitud entre las comunidades

observadas.
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Figura 21. Analisis SIMPER de muestras MARSACO y MARSACOBC. OTUs: 1.Sphingobacteriales_NS11-
12_marinegroup_ub, 2.Sphingobacteriales_env.OPS17_ub, 3.Sphingobacteriales_Chitinophagaceae_Dinghuibacter_
ub. 4.Sphingobacteriales_Chitinophagaceae_Sediminibacterium_ub, 5.1-5.2.Opitutales_Opitutaceae_Opitutus_ub,
6.0pitutae vadinHA64_ub, 7-8.Holophagales_Holophagaceae_marinegroup_ub, 9.Cytophagales_Cytophagaceae_ub
ub=Bacteria no cultivable

Por otro lado, para la muestra MAR14SACO, se obtuvo un porcentaje medio de disimilitud de
38%. Considerando la contribucién acumulada de cada OTU, las abundancias de 10 OTUS fueron
clave para observar dichas diferencias entre muestras. (Figura 22).

oTu 1 -
Sphingobacteriales oTU 2 _m
orus —
Frankiales OTu 6 13_00
oTu7 .
oTug g 0
qEpe ———
Methylophilales —— OTU 10 ‘3_'J

NUMERODE OTUs

. MAR14SACC. MAR14SACOBC

Figura 22. Analisis SIMPER de muestras MAR14SACO y MAR14SACOBC. OTUs: 1. Sphingobacteriales_Chitino-
phagaceae_Dinghuibacter,2.Sphingobacteriales_Chitinophagaceae_Sediminibacterium,3. Sphingobacteriales_NS11-
12 marine group_ub, 4-9.Frankiales_Sporichthyaceae_hgcl clade, 10.Methylophilales_Methylophilaceae_Candidatus
Methylopumilus. ub=Bacteria no cultivable.
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Por otro lado, para la muestra MARPECO, se obtuvo un porcentaje medio de disimilitud de 35%.
Las abundancias de 8 OTUS fueron clave para observar dicha diferencia entre muestras (Figura
23).

SAR324 clade —— (QTU 1
Rickettsiales —— QTU 2

Flavobacteriales —— QTU 3

Rhizobiales —— OTU4

Flavobacteriales —— OTU 5

OoTu 6
Rhodobacterales
oTu 7

Flavobacteriales —— OTU 8

15100

NUMERODE OTUs

DI.‘ARPECO.I.!ARPECOBC

Figura 23. Andlisis SIMPER de muestras MARPECO y MARPECOBC. OTUs: 1.5AR324 clade(Marine group B)_uncultured
bacterium,  2.Rickettsiales_ SAR116 clade_ub, 3.Flavobacteriales_Flavobacteriaceae_uncultured_Rhizobiales
_Rhodobiaceae_Rhodobium, 4.Flavobacteriales_Flavobacteriaceae_NS5marinegroup_unculturedbacterium,
5.Rhodobacterales_Rhodobacteraceae_uncultured_uncultured_Rhodobacteraceae_ub,6-7.Rhodobacterales_
Rhodobacteraceae_uncultured_ub,8.Flavobacteriales_Flavobacteriaceae_ NS4 marine group. ub=Bacteria no
cultivable

Determinadas OTUs resultaron representadas diferencialmente en comparacion con la muestra
sin barcode y fueron asignadas a Ordenes que resultaron particularmente abundantes de la
comunidad de MARSACO (Rio Uruguay) y en MARPECO (Zona externa del estuario, Océano
Atlantico). A partir de los resultados presentados, se deduce que existe una mayor abundancia
de determinadas OTUs en las muestras amplificadas con barcode (Figura 21,22 y 23), y que
dichas OTUs fueron abundantes en todas las muestras.

Es posible establecer que los primers con barcode introducen un sesgo debido a la presencia de
secuencias afiadidas, con efectos sobre los taxones de Sphingobacteriales, Opitutales,
Holophagales, Rhodobiacteriales y Flavobacteriales. Ademds, en la estructura comunitaria
observada, de manera que, si bien comparte alrededor de un 50% de las OTUs, aquellas mas
representadas se ven enriquecidas. Por tanto, es posible que haya habido pérdidas en la
recuperacion de especies raras, es decir a una pérdida de la riqueza observada. En base a lo
anteriormente mencionado, se procedié a continuacién a estudiar la comunidad del gradiente
utilizando primers sin barcode.

Estructura de las comunidades bacterianas del gradiente Salto-Punta del
Este.

Se obtuvieron un total de 1.103.857 reads en la secuenciacion de las muestras tomadas en el
gradiente durante el mes de marzo en el 2013. Luego de evaluar la calidad de éstos, 36.538
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fueron eliminados por tener un tamano menor a 200 pb. Ademas, el porcentaje de secuencias
guiméricas fue de aproximadamente un 3%, por lo que el nimero final de secuencias de trabajo
luego de los pasos de filtrado fue de 839.296 reads (Anexo 7).

Una vez realizado el procesamiento previo, se realizé la asignacion de las OTUs, obteniéndose
un total de 38950 OTUs en todo el gradiente, de las cuales 340 son comunes a los sitios en rio,
estuario y la zona externa (core microbiota) (Figura 24).

Rio_Salto_Fray

Bentos_Carmelo Estuario_Colonia_Montevideo
5201
19221 10375
r"I
340 / '
809 / 1562
N > __{ P

4302
Zona externa_Punta del Este

Figura 24. Diagramas de Venn representando el nimero de OTUs compartidos en los sitios del gradiente.

Considerando el nimero de OTUs compartidas entre muestras del gradiente, 173 de ellas
correspondieron al filo Proteobacteria, clase Actinoabacteria y perteneciente al clado SAR11
(representando un 50%). También estuvieron mayormente representados el filo Bacteroidetes
(clase Sphingobacteriia y clase Holophagae (grupos marinos).

Diversidad Alfa en el gradiente Salto-Punta del Este

Se realizaron las curvas de para cada muestra (Figura 25), con el objetivo de comparar y analizar
la diversidad obtenida en los sitios de muestreo. Comparando las curvas obtenidas para los
indices calculados, la curva de nimero de OTUs no presenta una tendencia asintética. Sin
embargo, para los indices de Chaol y diversidad filogenética en las muestras MARPECO y
MARSACO se observa una tendencia asintética. En base a esto, los resultados de las curvas de
rarefaccion obtenidas mostraron que fue posible captar la comunidad microbiana presente en
los sitios de estudio. Al comparar las curvas de rarefaccidn entre sitios vemos que el mayor

44



indice de Chao1

Diversidad Filogenética

numero de OTUs fue obtenido para la muestra MARCACO, y que la muestra MARFRACO es la
gue posee mds OTUs observadas a un menor niumero de secuencias analizadas.
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Figura 25. Graficos de Rarefaccion de muestras del gradiente: MARSACO, MARFRACO, MARCACO, MARCOCO,

MARMOCO, MARPECO.

El analisis complementario de la diversidad alfa se realizé6 mediante el calculo de descriptores
de la comunidad (Figura 26): indice de diversidad de Shannon, indice de diversidad de Simpson,
riqueza de Chao1, indice de Dominancia de Simpson, riqueza y abundancia (Anexo 1). Es posible
observar que el Rio posee una mayor riqueza y diversidad que la zona de mezclado y el extremo
del estuario. En particular, para la zona de MARSACO, la riqueza es menor, existe una mayor
dominancia de OTUs y se observan menos OTUs raras. Hacia el estuario, la riqueza y diversidad

disminuyen.
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Figura 26. Parametros descriptivos de la comunidad en muestras del gradiente estuarino. A. Riqueza, B. Abundancia,
C. indice de diversidad de Shannon, D. indice de diversidad de Simpson, E. indice de riqueza de Chao1.

De manera de ordenar y visualizar la diversidad en el gradiente, se obtuvieron los perfiles de
diversidad de Renyi para los érdenes 0, 1y 2 (Figura 27). Los puntos en celeste representan los
valores de H, para cada a y estos se relacionan con las curvas de valores medios, maximos y
minimos. En todos los casos el perfil de la curva da una idea de la equitatividad, alcanzandose la
equitatividad maxima cuando la curva es horizontal (Kindt & Coe, 2010). En este caso, los
perfiles encontrados presentan una distribucion de especies no equitativa. Ademas,
considerando que los perfiles obtenidos no se ordenan en su totalidad uno encima del otro, no
es posible ordenar los sitios de menor a mayor diversidad. En todos los casos, el punto de inicio
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en el lado izquierdo del perfil, indica la riqueza de especies (entropia de orden 0), Al observar
los valores obtenidos para esta ultima, es posible notar que los sitios con una mayor riqueza son
MARFRACO y MARCACO, encontrandose las demas muestras en el valor o menor a la media. En
cuento a la entropia de orden 0, el valor obtenido es mayor en MARFRACO y MARCACO. Por
otro lado, se considera que, si el perfil de un sitio se encuentra sobre el perfil de otro, es decir
alcanza un valor mayor de H,, este sitio o condicidn es mas diverso que el primero. La entropia
de orden 1 (Entropia de Shannon), es posible observar que en todos los casos es mayor que 0, y
gue el mayor valor lo presentan MARPECO y MARFRACO. Por otro lado, la entropia de orden 2
(Entropia de Simpson), resulta muy similar en todas las muestras, menos en MARFRACO y
MARPECO en dénde es mayor.

MARSACO MARFRAYCO MARCACO MARCOCO MARMOCO MARPECO

Orden 0 ™)

0025051 2 4 8 1632641Inf 0025061 2 4 8 163264 Inf 0025051 2 4 8 163264 Inf 0025051 2 4 8 163264Inf 0025051 2 4 8 163264 Inf 0025051 2 4 8 1632 64 Inf

1 ol 1

Figura 27. Diversidad de Renyi para las muestras de gradiente analizadas. Los puntos celestes corresponden al valor
de Hy de cada sitio para los distintos valores de a. Las lineas punteadas representan los extremos y la media para
todas las muestras. Las lineas grises detallan la posicion de los puntos para a= (0,1,2) de MARSACO a modo de
referencia para la comparacidn. Las flechas grises sefialan los valores de a=(0,1,2) en todos los casos y las flechas en
azul los valores de Hq para el anélisis de las curvas.

Se analizé la estructura de la comunidad bacteriana en las distintas muestras teniendo en cuenta
diferentes niveles taxonémicos de las OTUs (Figura 28). Considerando la totalidad del gradiente,
el orden mds abundante fue Sphingobacteria, representando un 36% en Rio y estuario
(MARSACO y MARCOCO), y presentando una abundancia relativa variable y con tendencia a
disminuir hacia la zona externa del estuario. En el Rio y estuario, en las muestras MARSACO y
MARCOCO la abundancia relativa de las OTUs estuvo representada por unos pocos érdenes:
y MARCACO por
Aphaproteobacteria y Cytophaga. Otros drdenes dominaron en los sitios aguas abajo en el Rio

Sphingobacteria, Opitutae y Holophagae, en Sphingobacteria
Uruguay como Gammaproteobacteria y Flavobacteria en MARFRACO. En el sitio MARMOCO,
zona de mezclado del estuario, la abundancia relativa fue mayor para Gammaproteobacteria y
en la zona externa del estuario los érdenes Aplhaproteobacteria y Falvobacteria fueron

dominantes (MARPECO).

Por otra parte, considerando la abundancia relativa de los érdenes, se observé una tendencia
de la riqueza a disminuir un total de 140 érdenes en MARPECO los cuales se correspondié a un
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50% de las OTUs. Es importante destacar que a un nivel filogenético de baja resolucion ya se
observan diferencias marcadas en la composicién de la comunidad a lo largo del gradiente.

100+
50+
_—
_—

Figura 28. Abundancia relativa de OTUs agrupadas a nivel de Clase con abundancia mayor al 0.05. N/A= No asignado.
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Diversidad beta en el gradiente Salto-Punta del Este

A nivel de OTUs, se observé una disimilitud promedio de 70% entre los sitios de rio, estuario y
zona externa del estuario. Un total de 5 OTUs fueron responsables de las diferencias en un 20%
entre los sitios. Dichas OTUs se detallan en la figura 29, encontrdndose mayormente
representadas en rio, estuario o zona externa del estuario. Considerando la fluctuacion de las
OTUs, es posible establecer que la composicion de la comunidad bacteriana parece seguir el
patrén del gradiente, definido por las caracteristicas ambientales de los sitios y su localizacion
geografica. Lo observado es concordante con lo mencionado anteriormente, una mayor riqueza
y diversidad en la zona de rio, ademas del mayor nimero de reads obtenidos (abundancia).
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Abundancia relativa de OTUs (%)
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Figura 29. Abundancia relativa de OTUs en sitios de muestreo en Marzo del 2013, a nivel de Orden, Familia
(referencias de las contribuytentes de un 50% en SIMPER) y OTUs. La tabla a la derecha muestra los resultados del
analisis SIMPER para las OTUs contributyentes a un 20% de disimilitud y coloreadas segin su abundancia media
mayor) a nivel de OTU. ub=Bacteria no cultivable. Columnas de izquierda a derecha: nombre de OTU, Contribucion
porcentual al la dissimilitud promedio, Contribucion porcentual acumulativa, Abundancia media en rio
(MARSACO,MARFRACO,MARCACO), Abundancia media en estuario, (MARCOCO,MARMOCQO) Abundancia media en
océano (MARPECO)

Se utilizaron curvas de rango abundancia para evaluar y comparar la abundancia de OTUs. Las
curvas de rango de abundancia permiten obtener informacidn acerca de la distribucién de las
abundancias relativas de las OTUs en los sitios, ordenandolas en un rango establecido para
poder realizar la comparacion. Una vez ordenadas se realiza un ajuste mediante modelos de
rango abundancia para describir la estructura de cada comunidad. Para la seleccién del mejor
modelo de ajuste, se utilizd el criterio de informacién de Akaike (AIC). En las curvas, el rango
maximo de la curva indica la riqueza, y la pendiente de la curva la equitatividad (a mayor
pendiente menor equitatividad). Los sitios estudiados presentaron diferencian a lo largo del
gradiente, con algunas OTUs dominantes y muchas de ellas en baja abundancia (OTUs raras),
especialmente en la zona de rio (MARSACO, MARFRACO, MARCACO) (Figura 30).
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Figura 30. Ranking de abundancias para las muestras del gradiente en marzo 2013. La linea representa el ajuste del
modelo paramétrico. En azul se observan los rangos de abundancia. El modelo con menor desviacién y menor AIC es
el que mejor describe la distribucion de la abundancia en funcién de su rango.

Las muestras de Rio presentaron un AIC menor para una distribucion Zipf , mientras que en las
muestras del estuario y en la zona externa del estuario esto ocurre para una distribucion
Lognormal (Ecuacién en Anexo 1). El modelo estadistico Zipf puede entenderse como un
proceso de sucesiéon de individuos en una comunidad, en el que las especies colonizadores
tardios tienen las mayores necesidades de nicho especializado y son, por lo tanto, mas raros que
la especie colonizadora inicial (Magurran, 2006). La distribucion de abundancias de tipo Zipf,
presenta un nimero mayor de especies raras, como es el caso de las muestras de rio-estuario.
Estas especies se pierden a lo largo del gradiente hacia la zona externa marina. Es decir que
ocurre un cambio en la estructura comunitaria a lo largo del gradiente. Estas curvas constituyen
una manera de visualizar lo mencionado anteriormente en el anadlisis SIMPER, pero esta vez
considerando el ensamble comunitario en su totalidad.

Para estudiar la relacion entre las comunidades de cada sitio, se realizd un analisis de cluster de
las muestras del gradiente utilizando la distancia de Bray-Curtis (Figura 31). El andlisis revel6 el
agrupamiento entre MARCACO y MARCOCO, y agrupé a MARSACO, MARFRACO, MARMOCO y
MARPECO con una distancia creciente desde dicho grupo. Si bien MARCOCO es considerada en
dicho andlisis como una muestra estuarina, vemos que la comunidad presenta una alta similitud
con MARCACO (ultimo sitio del Rio Uruguay estudiado). Sin embargo esta agrupacion no fue
significativa segun el andlisis de similitud realizado.
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Figura 31. Dendrogama de andlisis de sitios del gradiente, mediante clusetring jerarquico utilizando la
distancia de Bray Curtis. Bootstrap n=1000, Coeficiente de correlacion=0.991, en Pastv3. ANOSIM: R=1, p-
value=0,066.

Al realizar el ordenamiento de los sitios utilizando la matriz de distancia de UniFrac (Figura 32),
es posible observar en el eje de mayor disimilitud (37%), los sitios Rio-Estuario presentan
diferencias con el sitio MARCOCO (zona de mezclado del estuario) y la muestra MARPECO (Zona
externa marina). En otras palabras, Rio-estuario presentan una menor distancia con el estuario
en el componente principal I, que con la zona externa marina. Ademas, en el segundo
componente principal, el cual es explicativo de aproximadamente el 25% de disimilitud, se
observan diferencias entre las muestras de rio-estuario (MARSACO, MARFRACO, MARCACO y
MARCOCO) y la zona de mezclado (MARMOCO) y la zona externa (MARPECO). El analisis
ANOSIM realizado reveld que estas diferencias son significativas en la comunidad bacteriana a
lo largo de las 3 zonas (rio-estuario, estuario (zona de mezclado) y zona externa del estuario
(R=0.98, p-value= 0.037). Esto nos permite establecer que la composicién de la comunidad sigue
el patrén del gradiente ambiental estuarino.
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Figura 32. Resultados de PCoA ponderado, (UniFrac), para las muestras del gradiente en marzo 2015.

Estudio de las comunidades en presencia/ausencia de una floracion de
cianobacterias toxicas

En todos los sitios se observd macroscépicamente (a simple vista) la presencia de colonias de
cianobacterias. Se observd una totalidad de 182 OTUs en dicho filo, siendo MARSACO el sitio
con mayor abundancia. El sitio mas diverso resultd ser MARPECO, y el menos diverso
MARFRACO, en donde mas OTUs fueron dominantes (Figura 33).
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Figura 33. Diversidad del filo Cianobacteria en sitios de muestreo en Marzo del 2013. La linea sefiala la
media de los valores presentados.
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Esto resulté concordante con la presencia de OTUs agrupadas en el filo Cianobacteria en todas
las muestras del gradiente (Figura 34). La comunidad de cianobacterias presentd variabilidad a
lo largo del gradiente ambiental, con una disimilitud promedio del 61%, siendo 5 OTUs las
responsables de su variacion en un 75%. Dichas OTUs se identificaron en los géneros
Procholococcus, Synechococcus, Microcystis y cianobacterias no cultivables. Microcystis se
mantuvo en todo el gradiente, siendo mas abundante en la zona de rio-estuario, mientras que
Prochlorococcus fue mas abundante en el tramo estuario-zona externa.
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Figura 34. Abundancia relativa de OTUs del filo Cianobacteria, en sitios de muestreo en Marzo del 2013, a nivel de
OTU (referencias de las contribuytentes de un 75% de las disimilitudes. ub=Bacteria no cultivable. Columnas de
izquierda a derecha: nombre de OTU, Contribucién porcentual al la dissimilitud promedio, Contribucién porcentual
acumulativa, Abundancia media en rio (MARSACO,MARFRACO,MARCACO), Abundancia media en estuario,
(MARCOCO,MARMOCO), Abundancia media en océano (MARPECO).

Correlacion con variables ambientales

Se estudio la relacidn entre el agrupamiento de las muestras segun su diversidad (38950 OTUs
en todo el gradiente) y las variables ambientales abiéticas medidas al momento del muestreo
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(10 datos ambientales). El ordenamiento obtenido resulté en una descripcién adecuada a las

distancias entre las muestras (stress factor=0.01). Se observa que la Salinidad se agrupa hacia la

localizacién de MARPECO. Las variables “biovolumen_ciano” y “Fésforo_Total” agrupan juntas

y hacia los sitios de rio (Figura 35).
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Figura 35. Grafico de NMDS (factor de estrés = 0.01; 999 permutaciones en base a la distancia de Bray-Curtis y la

influencia de variables abidticas en la composiciéon de la comunidad bacteriana determinada a través de la una

correlacion de Pearson (Correlaciones positivas, p>0.2). Temp=Temperatura, Cond=Conductividad, TDS=Total de

sélidos disueltos, OD=0xigeno disuelto, biovolumen_ciano= biovolumen total de cianobacterias.
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DISCUSION

Extraccion de ADN, puesta a punto de la amplificacion del gen ADNr 16S y
secuenciacion masiva utilizando primers con y sin barcode a partir de
muestras de agua.

En el presente trabajo se ensayaron dos metodologias la amplificacién del gen ADNr 16S y su
posterior secuenciacidon. Primeramente, se obtuvo ADN gendmico de las muestras, los cuales
presentaron un bajo indice de absorbancia 260/230, lo que podria deberse a la presencia de
acidos humicos. Estos son abundantes en muestras de agua ambientales, pueden extraerse en
conjunto con el ADN durante el protocolo utilizado y absorben a esta longitud de onda (Zipper,
2003).

En cuanto al protocolo de amplificacién utilizado, se determind que el uso de BSA fue clave para
el éxito de la amplificacién en las muestras de agua. La BSA puede actuar uniéndose a moléculas
inhibidoras presentes en las muestras como acidos humicos, evitando el secuestro de la Taq
polimerasa (Jianlin et al., 2005). Ha sido reportado previamente como agente de “alivio de la
inhibicion de la amplificacion en PCR” por Kreader, (1996) y utilizado en el laboratorio
previamente para amplificar genes de toxinas a partir de muestras de agua (Martinez De La
Escalera et al., 2015). La puesta a punto del protocolo de amplificacion resultd ser exitosa,
realizandose el mismo protocolo de amplificacién de las muestras utilizando primers con y sin
barcode en las mismas condiciones, de manera que las comunidades obtenidas fueran
comparables.

Los primers utilizados se seleccionaron en base a reportes previos y se confirmé el alineamiento
de estos con el 88.7% de las bacterias y un 13.7% de las Archaeas reportadas (Base de datos de
SILVA ARNr 16S). Si bien todas las reacciones de PCR se realizaron por triplicado, en futuros
estudios deberian realizarse réplicas de la secuenciacidn de los sitios de manera de analizar la
significancia de las observaciones. Existen errores durante todas las etapas del proceso de
secuenciacion, desde la amplificacién inicial en ddnde un sesgo puede existir por la degradacién
o contaminacién de las muestras durante su preservacion, hasta errores en la preparacion de
las librerias y secuenciacion. Otros errores que pueden ocurrir durante la PCR lo constituyen los
sesgos debidos a desplazamientos multiples del primer durante la amplificacién, el incorrecto
annealing de los primers con la secuencia objetivo o la incorporacion de errores de secuencia
durante la amplificacién clonal y ciclos de PCR (Robasky et al., 2014). Varios de estos errores se
corrigen durante el procesamiento de los resultados e incluye la eliminacién de secuencias
cortas, de los singletons y la deteccién de secuencias quiméricas. Sin embargo, réplicas de
secuenciacion podrian ser muy Utiles en este tipo de estudios para poder obtener resultados
representativos.

Para algunas de las muestras, las bandas obtenidas presentaron una baja concentracién de
producto, lo cual podria estar relacionado directamente con sus caracteristicas, al tratarese de
muestras ambientales. Es posible que debido a la congelacidén-descongelaciéon de los filtros de
partida para la extraccién, haya ocurrido la degradacién de ADN. La presencia de inhibidores
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como los dacidos humicos también pueden haber afectado en la de amplificacién. La
secuenciacion de réplicas de las muestras analizadas evitaria dichas problematicas (Robasky et
al., 2014).

El total de reads obtenido luego en las secuenciaciones utilizando lon Torrent PGM se encontré
aproximadamente entre 1.1-1,8x10° reads. La profundidad obtenida por muestra se encontré
en el orden de la recomendada por Caporaso et al., (2011) (1x10°) para el estudio de
comunidades microbianas de agua y suelo. Los pipelines utilizados han sido ampliamente
reportados por multiples estudios de comunidades bacterianas mediante el analisis downstream
de secuencias del gen codificante para el ARNr 16S (Caporaso et al., 2011; Tremblay et al., 2015).
En particular, el programa QIIME también fue utilizado por Fujimoto et al., (2014) para el andlisis
de comunidades bacterianas en muestras acuaticas utilizando la secuenciacidn masiva de 400
pb en lon Torrent. Del total de reads obtenidos, se filtrd un un porcentaje del 2.4% de secuencias
guiméricas. Las secuencias quiméricas son muy frecuentes durante la amplificacién de
fragmentos de secuencia cercanamente relacionadas como el ARNr 16S (Song et al., 2017) Por
lo tanto, el porcentaje de quimeras obtenido se encontrd dentro del rango de lo reportado por
dichos autores al utilizar el algoritmo UCHIME mediante VSERACH (Rognes et al., 2016). En
particular, Xue et al., (2018) utilizé una comunidad sintética de prueba para comparar las
tecnologias de secuenciacion MiSeq, lllumina e lon Torrent, obteniendo alrededor de un 1,4%
de quimeras.

En cuanto a las metodologias de clustering de reads utilizadas para la determinacion de las
secuencias representativas de cada OTU, diferentes enfoques han sido reportados en QIIME
para secuencias cortas: asignacion de novo o asignacion utilizando como referencia una base de
datos ofrecida. Ambos métodos tienen impactos sobre la comunidad bacteriana observada (Xue
et al., 2018). En el presente estudio se selecciond la metodologia de novo y no el alineamiento
directo con la base de datos por tratase de una muestra ambiental, de la que se espera que
muchas de las secuencias no estén aun anotadas. Alli radica la ventaja de dicha metodologia, ya
que existen muchos parametros libres durante la iteracién y el alineamiento (como cuantos
alineamientos pueden suceder antes de asignar una OTU) sin que ninguna referencia externa lo
determine (Rideout et al., 2014). En contraparte, Xue et al., (2018) plantean que esta
metodologia podria dificultar la comparacion de comunidades al inicio del clustering. Sin
embargo, aunque utilizar una base de datos de referencia puede ofrecer una ventaja, esta podria
resultar en la sobrestimacion de variantes de secuencia encontradas.

Luego de realizado el clustering ,la asignacién de las OTUs se realizé utilizando un porcentaje
minimo de similitud del 97%, establecido por Wayne et al., (1987). De esta manera, se asume
que las OTUs son buenas aproximaciones a especies, y la frecuencia de los reads a las
abundancias de las mismas (Edgar, 2017). Segun lo reportado por Yarza et al., 2014 este limite
es de 98.5% cuando se agrupan secuencias del gen completo 16S o full-length. A pesar de ello,
dicho resultado ha sido criticado debido a que utilizdo un método de agrupamiento incorrecto y
establecen que el limite de agrupamiento es cercano al 99% de identidad para secuencias full-
length de la region V4 del gen codificante para el ARN 16S (Edgar, 2017). En este estudio se
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secuencié una longitud de aproximadamente 300 pb, y se considerd utilizar 97% ya que fue lo
recomendado por QIIME para la asignaciéon de OTUs de novo.

Al realizar el andlisis de comunidades microbianas es necesario evaluar qué tan bien una
muestra refleja la diversidad in situ, es decir la riqueza de especies y abundancia relativa en
tiempo y espacio. La microbiologia depende de muestras para revelar la diversidad real de
comunidades microbianas, ademdas de una serie de enfoques estadisticos que han sido
desarrollados para comparar la riqueza de especies entre muestras. Las curvas de rarefaccién
muestran las OTU observadas con una profundidad de secuencia dada y se utilizan para
comparar la riqueza observada de comunidades que han sido muestreadas desigualmente
mediante secuenciacidon masiva (Kim et al., 2017). En este estudio se realizd la rarefaccion de
las OTUs obtenidas para cada muestra, de manera de ajustar las diferencias en el tamafio de las
comunidades observadas, ya que la muestra MARPECO fue la que presenté menor nimero de
OTUsy la muestra MARFRACO la que presentd una mayor riqueza. El método implicd seleccionar
un numero especifico de reads menores a la muestra con menor nimero de reads, y luego
realizar submuestreos al azar de igual tamafo hasta alcanzar un limite establecido (Weiss et al.
2017). No todas las curvas de rarefacciéon obtenidas resultaron ser asintoticas, por lo que es
posible afirmar que la técnica presentada podria perfeccionarse de manera de alcanzar una
mayor cobertura de la comunidad bacteriana presente. Segun lo reportado por Kennedy et al.,
(2014), el ADN de partida y la concentracion del molde juegan un rol clave en la variabilidad de
la comunidad microbiana observada, por lo que no se descarta el efecto de la degradacién del
ADN de las muestras de partida debido al descongelado/congelado repetitivo de las mismas y
su antigliedad (tomadas en 2013-2014).

Andlisis comparativo de la comunidad microbiana en muestras con y sin
barcode.

El uso de primers con secuencias identificadoras o barcodes ha sido ampliamente utilizado desde
el 2007, permitiendo el desarrollo de nuevas tecnologias multiplex de secuenciacién como
Illumina o lon Torrent. Los barcodes utilizados en lon Torrent, que pueden ser agregados
previamente en la amplificacién o durante la creacidn de las librerias, son disefiados utilizando
altos controles de calidad y astringencia que validan su funcionalidad durante la secuenciacion.
El uso de la secuenciacidn masiva para la deteccion de ARNr 16S para el andlisis de la
composicion de la comunidad microbiana ambiental independiente del cultivo ha sido limitado
por los costos de cada ejecucién individual, y por la dificultad de realizar varias detecciones al
mismo tiempo. Este inconveniente ha sido resuelto mediante la utilizacién de un cédigo de
barras o barcode agregado a cada primer utilizado para etiquetar la muestra (Hamady et al.,
2012).

Durante la PCR con barcodes (bcPCR) se asume que la secuencia adaptadora adyacente no
interactua con el molde afectando la especificidad y promoviendo la amplificacion selectiva
hacia determinadas secuencias target (Binladen et al., 2007; Hoffmann et al., 2007). A pesar de
esto, los estudios de diversidad que utilizan métodos de secuenciacién masiva son conocidos
por estar afectados por diferentes factores como el tamafio del amplicon o regidn target,

57



eleccién de los primers, errores durante la secuenciacion y reproducibilidad (Zhou et al., 2011).
En el presente trabajo se estudid el posible sesgo en la caracterizaciéon de la comunidad
bacteriana en muestra ambientales, obtenida a través del uso de los primers 520F y 802R con y
sin barcode. La importancia de este analisis radica en seleccionar la mejor metodologia para
estudiar comunidades microbianas pudiendo establecer sesgos que podrian ser claves por
ejemplo en la aplicacidon futura del uso de barcodes para la deteccidn de presencia/ausencia de
bacterias patdgenas. El uso de barcodes ofrece una deteccidn rapida de bacterias en muestras
de agua sin necesidad de preparacion de la libreria, dando lugar a un menor costo y tiempo de
procesamiento. En técnicas de deteccion de patégenos en muestras de agua es muy importante
la reproducibilidad, especificidad, sensibilidad, rapidez y bajo costo del ensayo (Ramirez-Castillo
et al., 2015). Sin embargo, un sesgo establecido por el barcode podria afectar los resultados.

En el estudio realizado, se observé que alrededor del 50% las OTUs fueron compartidas entre
muestras amplificadas con y sin barcode (Figura 18). Dicho resultado podria explicarse por los
factores presentados anteriormente, asi como también por la baja reproducibilidad de los
resultados, ya que durante el procesamiento downstream se realizé en conjunto y utilizando
una misma base de datos. Se obtuvo una mayor abundancia de determinadas OTUs en las
muestras amplificadas con barcode (Figura 21, 22 y 23). Dichas OTUs fueron abundantes en
muestras con y sin barcode, por lo que el uso del barcode presentaria un sesgo hacia especies
mas abundantes.

Durante el andlisis de la diversidad beta por PCoA (Unifrac ponderado), fue posible observar
que, en el primer componente, los sitios se separan por una distancia cercana al 50%. Esto puede
explicarse ya que este analisis tiene en cuenta directamente las diferencias en las abundancias
relativas de las muestras (Lozupone et al., 2010). Al considerar esta ultima, la comunidad
microbiana es aln mas distinta entre las muestras de Salto y Punta del Este. En el segundo
componente principal otorga una varianza de 25%, observandose alli la distancia entre el mismo
sitio con y sin barcode. Es decir que tiene mds peso el ambiente que el uso del barcode.

Para determinar si los primers con barcode podrian favorecer a las OTUs mds abundantes se
realizd un estudio de aquellas estructuras terciarias en el espacio que estos adoptan durante la
reaccién de PCR, lo que les impide estar disponibles para el annealing o que este ocurra con una
menor  especificidad. De acuerdo con las predicciones de OligoEvaluator
(www.oligoevaulator.com), se forman 16 estructuras terciarias en el primer reverse, calificadas
como de alta frecuencia, en comparacion con 1 en el primer reverse sin barcode (Figura 36). El
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primer forward, no forma ninguna estructura, y conteniendo las secuencias adaptadoras y el
barcode forma 2 con una alta probabilidad de ocurrencia.

A B C
/CTCTGTGCGTCCCTACTCTACC 5° /CTCTGTGCGTCCCTACTCTACC 5
JVNCAT 5 1 c 1 1 ¢
1 H \GACTCAGTCCTCGAATCGATTACNVGGGTATCTAATCC 3° \GACTCAGTCCTCGAATCGATAYTGGGYDTAAAGNG 3'

\GGGTATCTAATCC 3

\CTCAGCCTCTGTGCGTCCCTACTCTACC 5° /AGCTCCTGA TGTGCGTCCCTACTCTACC 5°

AGCTAAGCTCCTGACTCAGCCTCTGTGCGTCCCTACTCTACC 5°

w

JAGCTCCTGACTCAGCCTCTGTGCGTCCCTACTCTACC 5°
5 Alll

Figura 36. Resultados de OligoEvaluator para el primer 802R (A). B- estructuras con probabilidad alta formadas por el
primer con estructuras adaptadoras: adaptador A, key y adaptador GAT (amarillo) y barcode (verde). C- estructuras
con probabilidad alta formadas por el primer con estructuras adaptadoras: adaptador A, key y adaptador GAT
(amarillo) y barcode (azul).

Las estructuras terciarias formadas por los primers con bacrode podrian jugar un rol clave dando
lugar a amplificacién diferencial. La observacién de un sesgo podria estar dada por una lado
debido al aumento de determinadas OTUs especificos por su afinidad de estas estructuras o
secuencias, y/o por la no amplificacién o amplificacién trunca (reads de mala calidad) de OTUs
con baja representacién en la muestra inicial. Sin embargo, la tecnologia de barcodes ofrecida
por lon Torrent establece que las secuencias utilizadas permitirian una correcta diferenciacion
de las muestras y evitarian la obtencién de reads de baja calidad.

Diversos estudios reportados utilizan PCR con primers con barcode para la amplificacion de
secuencias target (Appenzeller et al., 2015; Claesson et al., 2009; Nguyen et al., 2015). Entre
ellos, Goodrich et al., (2014) aseguran que a través del uso repetido de barcodes no tiene una
influencia sobre el rendimiento de amplificacion y la diversidad detectada, aunque no muestran
sus resultados. De acuerdo con lo reportado, dichas secuencias adicionadas causarian sesgos y
errores durante la secuenciacion al ser ligados (preparacion de librerias) o en el PCR con barcode
(D’Amore et al., 2016). La diferencia entre estos escenarios radica en que la utilizacion del PCR
con barcode podria afectar directamente a la deteccidn de especies raras, como se observa en
el presente estudio. Este hecho podria estar relacionado con la formacién de las estructuras
comentadas durante el PCR con barcode, lo cual impide la deteccién de aquellas OTUs que se
encuentran en bajas copias.

Como fue mencionado anteriormente, el presente trabajo forma parte de una serie de estudios
que estdn siendo realizados en el Departamento de Microbiologia y el Departamento de
Gendmica (lIBCE) con el objetivo de perfeccionar una técnica de deteccién de bacterias
patdgenas en muestras de agua. Dicho sesgo observado podria ofrecer una desventaja al
momento de detectar bacterias patdégenas en agua, ya que estos se encuentran generalmente
en baja concentracion presentando el desafio mas importante para su deteccidén (Suzuki &

59



Giovannoni, 1996). Es importante destacar que la deteccién de patégenos presenta dificultades
dado el bajo nimero de células que estando presentes pueden causar enfermedades. El
desarrollo de una infeccidn en el hospedero depende, entre otros factores, de la dosis infecciosa
minima (MID) siendo para las bacterias entéricas en el rango de 107 a 108 células. Esta MID es
mucho menor en algunas especies, como Shigella spp., (10'=102), Campylobacter spp.,
(alrededor de 500 células), E.coli 0157:H7 (105-10%) y V. cholera (10%) (Ramirez-Castillo et al.,
2015). Multiples evaluaciones son pertinentes para el desarrollo de una técnica de deteccién de
patdgenos en agua (Ramirez-Castillo et al., 2015).

Al observar que 1) un nimero reducido de OTUs de géneros mas representados en todo el
gradiente, presentan una mayor abundancia relativa en las muestras con barcode, 2) la similitud
de OTUS entre muestras con y sin barcode fue de apenas un 50%, se decidié utilizar la
amplificacidon con primers sin barcode para analizar el total de muestras del gradiente. Dicha
decisién fue tomada ademds ya que, en base al entendimiento del grupo de investigacion,
constituye la metodologia mds conservadora para estudiar la comunidad acuatica.

Andlisis de la comunidad bacteriana en muestras del gradiente Rio-
Estuario-Océano.

Los factores fisicoquimicos como la temperatura, concentracién de nutrientes y salinidad
provocan cambios en la composicién de las comunidades microbianas (Andersson et al., 2010;
Eiler et al., 2014). En relacion con lo anteriormente mencionado, el efecto espacial o zonal de la
composicion microbiana puede ser afectado por dichos parametros, especialmente por la
salinidad, profundidad y materia organica disuelta (Bertoglio, 2016; Morado, 2016; Claudia
Piccini et al., 2006a, 2006b, 2011) entre otros relacionados con impactos antropogénicos
(Labbate et al., 2016). En el presente trabajo se estudié la diversidad bacteriana de 6 sitios en
costas uruguayas, ubicados en forma de gradiente ambiental, desde el Rio Uruguay, el estuario
del Rio de la Plata y hacia el Océano Atlantico. Investigaciones precedentes se han realizado en
el Rio de la Plata, evidenciando el impacto de la salinidad en la abundancia y riqueza de las
comunidades (Alonso et al., 2010; Bertoglio, 2012; Martinez De La Escalera et al., 2015). Se han
enfocado especialmente en comunidades de fitoplancton y la variacion en el biovolumen a lo
largo del gradiente Rio Uruguay- Rio de la Plata (Nogueira, 2018), observandose distintos grupos
dominantes de fitoplancton segln una zona de rio o estuario.

La core microbiota resultd estar dominada en un 50% por 8 OTUs pertenecientes al clado SAR11
(la mas abundante), y las familias Holophagaceae Sphiingobacteriaceae, y Cytophagaceae. De
acuerdo por lo reportado por Bertoglio, (2016), utilizando las mismas muestras que el presente
trabajo y otras tomadas en aguas abiertas, el clado SAR11 y LD12 fueron los mas abundantes en
Marzo 2013 en los sitios de Colonia, Punta del Este y Montevideo (estuario- zona externa).
Morris et al., (2002) reportd por primera vez la presencia del clado SAR11 el cual se determiné
que representaria alrededor del 50% de la comunidad microbiana de aguas superficiales (bajos
nutrientes), y el 25% de comunidades sub-féticas (que habitan una zona rica en nutrientes, pero
con luz limitada por la profundidad). También fue reportado como el clado mas abundante por
en las costas de la Laguna de Rocha (Piccini et al., 2006b). Investigaciones de Malmstrom et al.,
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(2004) reportan que dicho clado juega un rol significativo en el metabolismo de C, N y ciclado de
S en el océano.

En cuanto a la familias anteriormente mencionadas, las tres han sido reportadas en sedimentos
de lagunas y en ecosistemas de agua dulce (Rosenberg, 2011) . La familia Sphingobacteriales ha
sido reportada en localidades de rio particularmente afectadas por plantas de tratamiento de
aguas residuales (sistemas eutroficos), en dénde también mostraron actividad degradadora de
herbicidas y antibioticos (Angly et al., 2016). El hecho de que este clado sea muy abundante en
todo el gradiente podrian estar relacionado con el aporte importante de nutrientes de
actividades antropogénicas desde la costa sur-este y sur-oeste del pais, principalmente en
Montevideo y Colonia debido a la concentracién de la poblacién metropolitana y a el impacto
de actividades agropecuarias aguas arriba (MVOTMA, 2017).

El gradiente salino en estuarios juega un papel fundamental en la estructura espaciotemporal
de propiedades fisicas, bioldgicas y biogeoquimicas de los ecosistemas. Los estuarios
constituyen ecosistemas de transicion entre la tierra y el océano, considerandose no solo
ambientes transicionales sino ecosistemas en si mismos, debido a que poseen ensambles
comunitarios Unicos y diferentes a los de sus extremos. (Cloern et al., 2017). En el gradiente de
estudio se observd una mayor riqueza en los sitios de rio, desde Salto a Carmelo, lo cual
concuerda con que en estos ambientes se constatd una mayor abundancia bacteriana utilizando
tincién con DAPI (resultados no mostrados obtenidos por proyecto FAN). Se observé que el rio
no solo posee una mayor abundancia de OTUs, sino que posee una mayor riqueza y diversidad
que las otras zonas del gradiente (Figura 26). Esto podria estar relacionado a la presencia de
floraciones fluctuantes durante el afo en dicha zona, ya que Salto constituye una zona de
embalse frecuentemente afectada (Nogueira, 2018). En estudios realizador por Martinez de la
Escalera et al., 2017 se reportd un mayor biovolumen de Microcystis, riqueza y potencial toxico
(deteccion de genes mcy) en los sitios de rio, disminuyendo hacia el estuario. Este resultado,
confirma la hipétesis planteada acerca de la comunidad heterdtrofa y su composicion asociada
a floraciones toxicas de cianobacterias ya que se evidencia una comunidad con una riqueza y
diversidad mayor que en los sitios en donde no existen floraciones (estuario-zona externa del
estuario).

Las distribuciones de abundancias de las especies (SADs) constituyen un concepto importante a
nivel de la ecologia y macro-ecologia, siendo util para la exploracién de patrones ecoldgicos y
ambientales relacionados a las comunidades (Legendre & Legendre, 2000). El analisis realizado
en el gradiente evidencia graficamente ensambles diferentes entre las zonas del gradiente. Las
muestras de Rio presentan una distribucién de tipo Zipf, mientras que en las muestras del
estuario y océano poseen una distribucion Lognormal (Figura 30). La distribucién segun el
modelo estadistico Zipf explica la colonizacién tardia de individuos con nichos especializados,
observandose numerosas especies raras con alto nivel de recambio. Por otro lado, las
distribuciones del tipo Lognormal se caracterizan por poseer un alto nimero de especies con
una abundancia intermedia y un bajo nimero de especies raras. Resulta mas probable que se
encuentren SADs lognormales en comunidades con una baja rotacién temporal y espacial de
especies siendo moldeadas por multiples procesos estocasticos, independientemente de la
diferenciacion de nicho o de su capacidad competitiva. En contraparte, son moldeadas por la
existencia de filtros ambientales que seleccionan ciertas especies y combinaciones de especies,
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limitando la colonizaciéon a lo largo del tiempo (Magurran & Henderson, 2003). Filtros
ambientales podrian constituir el gradiente de salinidad generado del estuario hacia el océano
(Cloern et al., 2017). En contraparte, se espera que SADs de tipo Zipf, ocurran en comunidades
con altos grados de dispersion y recambio de especies, presentando un nimero mayor de
especies raras (Barange & Campos, 1991) lo cual podria estar relacionado con la dindmica de
incidencia de floraciones que ocurren en el embalse.

La distribucién de abundancia de especies ha sido estudiada previamente en gradientes
ambientales, reportandose que las de tipo lognormal prevalecen en entornos estables y sin
perturbaciones, mientras que SADs de series log se encuentran en habitats perturbados con una
mayor variabilidad temporal (Ulrich et al., 2016). En el gradiente rio-estuario estudiado, el
estudio de SADs permitié evidenciar que las poblaciones varian en el gradiente
independientemente de la floracién, encontrandose una mayor riqueza (mds especies raras) en
el rio. Alonso et al., (2010) reportd esto para el Rio de la Plata realizando un andlisis del
espaciador intergénico ribosdmico (ARISA). Observaron una mayor riqueza y abundancia en la
zona estuarina, en dénde hubo baja salinidad y mayor concentracion de nutrientes. Ademas,
reportaron un efecto en la temperatura en la variabilidad de las Gammaproteobacterias, siendo
estas ultimas mds abundantes en la zona marina. También reportaron la incidencia de
Actinobacterias y Betaproteobacterias en la zona estuarina de agua dulce, de la misma manera
gue se observo en este estudio.

Si bien se conoce que la salinidad y al temperatura varian en el gradiente estudiado (Kruk et al.,
2015), no se logré encontrar una correlacion significativa entre el agrupamiento de OTUs de los
sitios y estas variables ambientales ya que los sitios muestreados analizados fueron escasos. Sin
embargo, la salinidad constituye en conjunto con la conductividad como la variable explicativa
de las separaciones de MARPECO en los analisis multivariados realzados. El efecto de la salinidad
en las comunidades microbianas, particularmente en el potencial téxico de cianobacterias ha
sido reportado previamente por Martinez de la Escalera et al., (2017b).

La variacion entre las comunidades de los sitios del gradiente fue atribuida a un bajo numero de
OTUs de alta abundancia. El analisis de cluster entre los sitios reveld el agrupamiento entre
MARCACO y MARSACO, y agrupé a MARSACO, MARFRACO, MARMOCO y MARPECO (hacia el
Océano Atlantico) con una distancia creciente desde dicho grupo (Figura 31). Existen diferencias
ampliamente documentadas en la composicién de las comunidades bacterianas en agua dulce
y en ambientes marinos. Por ejemplo, como se mencioné anteriormente, la mayor abundancia
de la clase Betaproteobacteria en agua dulce y de la clase Flavobacteria en ambientes marinos
(Alonso et al., 2010; Bertoglio, 2016; Kimbrel et al., 2018). En cuanto a las OTUs que
diferenciaron a cada una de las zonas, el rio se caracterizé por poseer una mayor abundancia de
dos OTUs asignadas a la familia Chitinophagaceae, del orden Sphingobacteriales, las cuales son
muy abundantes en ecosistemas de agua dulce y su presencia ha sido reportada en estuarios
cuando las descargas desde el rio son mayores en estaciones lluviosas (Angly et al., 2016). Por
otro lado, en el océano, las familias de bacterias marinas como Flavobacteriaceae y
Crymorphaceae se observaron mas abundantes. En el estuario, la incidencia del clado SAR11 y
la familia Holophagaceae fue mas abundante en comparacién con otros sitios, lo cual concuerda
con lo comentado anteriormente y reportado por Bertoglio, (2016) en comunidades del Rio de
la Plata. También se observé la presencia de una mayor abundancia del filo Acidobacteria en el
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estuario, lo cual fue reportado previamente para un ambiente riverino en Texas (Estados Unidos)
(Henson et al., 2018). En concruencia con lo reportado, dicho filo disminuyd considerablemente
en presencia de mayor salinidad (en MARPECO).

En ambientes acudticos, en presencia de fitoplancton, ocurren importantes interacciones
relacionadas con el intercambio de nutrientes y metabolitos. La fijacidn de carbono orgdnico
mediante la fotosintesis por parte de las cianobacterias puede provocar una respuesta
qguimiotdactica promoviendo asociaciones con otros microrganismos debido al aumento de
compuestos intermediarios fotosintéticos (glicolato, osmolitos, acidos grasos y polimeros
extracelulares propios del mucilago) o productos de la lisis celular (Beliaev et al., 2014). Esto
estaria relacionado con las observaciones presentadas en este trabajo, siendo las zonas de rio y
estuario la que presentan mayor diversidad. Por otro lado, la comunidad de cianobacterias
resultdé ser mas diversa en el océano, en comparacién con las otras dos zonas. La misma se
caracterizé por la presencia de OTUs asignadas a los géneros Procholorcoccus y Synechococcus,
los cuales se observaron también en el estuario, aunque en baja abundancia (Figura 34). Dichos
géneros marinos no son productoras de cianotoxinas (Berg & Sutula, 2003) y fueron abundantes
en Punta del Este, asi como bacterias del orden Rhodobacterales y clado SAR11. Segun los
reportes de Campbell & Kirchman, (2013), taxones dominantes en ambientes marinos
pertenecientes a dicho clado, representaron un 70% de la comunidad, en ambientes marinos y
de salinidad media en el gradiente estuarino de la bahia de Delaware (Estados Unidos). Ademas,
Zubkov, (2009) recopild varios conceptos acerca de la actividad foto-heterdtrofa del clado, dada
la produccion del pigmento proteo-rodopsina. Fue reportado conjunto con las cianobacterias
Synechococcus y Procholorococcus dominando el bacteriplancton en las zonas féticas del océano
(aquella en la que penetra la luz solar).

La comunidad observada de cianobacterias no resultd ser abundante en comparacién con otros
filos. Esto podria atribuirse a las caracteristicas de las cianobacterias, ya que al formar colonias
conspicuas con un mayor biovolimen, en cada colonia se esperan observar adheridas al
mucilago un mayor nimero de bacterias heterdtrofas. Ademads, se observaron OTUs asignadas
a bacterias del género Sphingomonas en todo el gradiente, las cuales estan reportadas como
biodegradadoras de cianotoxinas de M.aeruginosa (Briand et al., 2016), lo cual concuerda con
la deteccidn de la presencia del gen mcy en todo el gradiente (Martinez de la Escalera et al.,
2017b). Finalmente, el hecho de que comunidades de rio tengan una mayor diversidad y esto se
relacione con la presencia de floraciones, podria deberse a las interacciones de asociacion
reportadas previamente entre las cianobacterias y las bacterias heterétrofas. Las cianobacterias
generan mucilago para la formacion de colonias, el cual puede actuar como fuente de nutrientes
para bacterias heterdtrofas circundantes y proveer proteccion mecanica (Berg, 2009). Ademas,
las cianobacterias son capaces de fijar nitrdgeno de la atmdsfera, por lo que lo convierten de
manera indirecta en formas accesibles a otros microrganismos de la comunidad (Berg et al.,
2009). Se ha sido descrito que al aumentar el nimero de cianobacterias en una floracidn,
aumenta también la biomasa de bacterias circundantes, y esto lleva a un cambio en la
comunidad heterdtrofa (Shen et al., 2011). En suma, las comunidades bacterianas mas diversas
parecerian ocurrir en zonas donde ocurren floraciones.

Futuros analisis podrian realizarse utilizando la asignacion de OTUs a una base de referencia y
estudiando los genes asociados al metabolismo bacteriano mediante la aplicacién del programa
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PICRUSt (http://picrust.github.io), de manera de realizar un estudio a priori de la variabilidad

metabdlica que podria estar ocurriendo en los sitios afectados por floraciones. Ademas, el
estudio de la presencia de factores de virulencia asociada a bacterias patdgenas serd estudiado,
utilizando la metodologia presentada en dicho trabajo como control de presencia/ausencia de
patdégenos.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo realizdé una primera evaluacién del uso de los primers 520F y 802R cony
sin barcodes para el estudio de comunidades bacterianas mediante la secuenciaciéon de una
porcién de la region V4 gen ADNr 16S. Se identificéd un sesgo de los primers con barcode hacia
un bajo nimero de OTUs que fueron abundantes en los sitios estudiados. Esto afectaria a la
caracterizacién de comunidades, favoreciendo la observacién de pocas especies mas
abundantes frente a otras menos abundantes. Ademads, solo la mitad de la riqueza obtenida
mediante el uso de primers con y sin barcode fue congruente para una misma muestra. El
presente estudio no recomienda a priori el uso del barcode para el estudio de comunidades en
muestras de agua, en contrapartida a las ventajas de su aplicacion.

Se logrd caracterizar la diversidad microbiana de muestras de agua tomadas en el gradiente
estuarino del rio Uruguay-Rio de la Plata desde Salto hacia Punta del Este en el mes de marzo
2013. La comunidad bacteriana presentd una variacién notable a lo largo del gradiente, de la
cual fueron responsables a un bajo nimero de OTUs de alta abundancia. Dichas OTUs fueron
caracteristicas de los sitios de rio, estuario y zona externa del estuario respectivamente. Se
observé entonces que la comunidad bacteriana parece seguir el patrdn del gradiente salino y de
temperatura, pudiendo estas actuar como un filtro ambiental, aunque dado el nimero de sitios
estudiados no se observé una correlacién significativa entre el agrupamiento de OTUs de los
sitios y estas variables. Ademas, la presencia de cianobacterias podria actuar como un fenémeno
gue favorece a la colonizacion de especies raras que ocupan nichos especializados dada su
interaccion con la comunidad heterdtrofa.
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ANEXO

Anexo 1.
Tabla 1A. Parametros utilizados para el estudio de la diversidad alfa.
Parametro Aplicacién Ecuacién
Riqueza El numero de OTUs observadas, agrupadas utilizando un 97% de
observada identidad.
indice de Medida representada por la suma de las longitudes de las ramas que | Ec.1 E[S],=3S, mp,
diversidad conectan un grupo de taxones (Faith 1992). Utiliza el calculo de la riqueza | Ec.2 PD=3Tj, Lj
filogenéticao de especies esperada (S), la cual es se define como la suma de
Phylogenetic probabilidades (p) de cada especie que ocurre en un subconjunto de m
Diversity (PD) unidades de acumulacién (Ec. 1) (Pellens libro).
Entonces, para un conjunto de especies S, hay un conjunto
correspondiente de segmentos de rama T. Cada segmento de rama (j)
tiene una longitud (L) medida como cantidad de sustituciones de
secuencia o algin otro parametro estimado de diferencia bioldgica
significativa (Ec. 2)
El indice no Se basa en la presencia de las especies representadas por un solo y dos | Ec.3 Chao.1=Sobs + (n12/

paramético de
Chao.1

individuos en toda la comunidad muestreada (Ec. 3). En donde Sobs es la
rigueza observada (numero de especies) y nl y n2 es el nimero de
especies observados una Unica vez y dos veces respectivamente (Chao
1987).

2n2)

indice de
Shannon-Weiner
(Shannon_H)

indice o entropia de Shannon . Medida de diversidad que tiene en cuenta
el numero de individuos y el nimero de taxones presents (entre O y 1, Ec.
4) Siendo ni el nimero de individuos de una especie (OTU) i en la
comunidad, y n el nimero de total de individuos en la muestra (ni/n
como la proporcion de especies i.

La equitatividad de Shannon da cuenta de la distribucién de las
abundancias de las OTUs presentes. Analiza la distribucion de la
comunidad en relacién al valor maximo posible que tomaria asumiendo
que los individuos estan distribuidos de manera equivalente (entre Oy 1).
Se calcula través de la ecuacion Ec. 5 siendo Sobs el nimero de individuos
observados. (Libro biodiversity) (Tesis Bertoglio).

0

_ n,n

Ec.4 H*ZIIHF
i

Equitatividad de Shannon-Weiner
Ec 5. I=H/Ln (Sobs)

indice de
Dominancia (D) y
de Simpson (1-D)

El indice de dominancia de Simpson se calcula de acuerdo a la ecuacién
Ec.6, siendo ni el numero de individuos de una OTU i. Por otra parte, el
indice de Simpson se calcula como 1 menos dicho valor, Es una medida
de la equitatividad de la comunidad de 0 a 1 (Simpson 1943) .

Ec6. D :rz?(%)

indice de Simpson=1-D.

ANOSIM

Analisis de similitud. Test no paramétrico el cual consiste en determinar
estadisticamente la significancia de las diferencias entre dos o maés
grupos de unidades muestreadas, utilizando una matriz de disimilitud o
distancia rankeada (Clarke 1993).

SIMPER, Bary’-
Curtis

Porcentaje de similitud. Método simple para evaluar aquellos taxones
responsables de diferencias observada entre grupos de muestras (Clarke,
1993). El significado general de dicha disimilitud es generalmente
evaluado mediante un ANOSIM. La distancia de Bray-Curtis (1957) es
calculada segln la Ec 7. en donde y representa la abundancia de la fila i-
ésima y la similitud completa se alcanza cuando toma un valor de 100%.

Z\E||Yij’)1k|l

§ .= 100{1- }
s iy v

Abundancia
Rankeada

Distribuccién de abundancia de las especies en la que se grafican las
abundancies logaritmicas en orden decreciente (rankeadas). Las curvas
de disrtibucidn son utlizadas para estudiar caracteristicas de los
ecosistemas de acuerdo a distribuciones a las cuales se ajusta(Whittaker
2015). En la Ec.8 y 9 se calculan la distribucidn logaritimica y de Zipf
respectivamente, Ddnde ar es la abundancia esperada a un ranking dado
r, S es la riqueza, N la abundancia y los otros parametros estan
estandarizados para la funcidn dada.

Ec8. 4, = explog(p) + log(a)]

Ec9

a, = Npir’
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Anexo 2.

Tabla 2A. Resultados de la extraccién de ADN gendémico de muestras de agua.

Muestra
MARPECO
MARSACO
MARCOCO

MAR14PECO
MAR14SACO

Anexo 5.

Primers
520F,802R

Primers

520Fbc,802Rbc |

Figura 1A. Amplificacion de las muestras MAR14PECO, MARCACO y MARCOCO con los primers 520F y 802R y 520Fbc
y 802Rbc luego del agregado de BSA. MP-Marcador de peso molecular 1Kb Plus (Thermo-Fisher), B-blanco.

Anexo 3.

Vol filtrado (mL)

200
250
150
300
150

Find ‘

2,29
1,68
1,13
2,43
1,70

Nurmero de reads

o
Q\??‘
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Figura 2A. Numero de reads en muestras de gradiente Rio Uruguay-Rio de la Plata.
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