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Resumen

La eutrofización de ecosistemas acuáticos tiene un impacto significativo en la calidad del agua, 
afectando negativamente la salud del ecosistema y la supervivencia de  organismos vivos que 
dependen de este recurso. En el país, muchos cursos de agua, entre ellos los embalses, se ven 
afectados por este fenómeno, comúnmente inducida por influencia antrópica y cambios 
estacionales. Siendo uno de los síntomas más comúnmente observados la floración de 
cianobacterias, es claro que este fenómeno repercute sobre la comunidad de bacterias en el agua, 
modificando su estructura y diversidad. En el presente trabajo se adaptó un método de extracción 
de ADN genómico especifimamente para caracterizar la comunidad microbiológica en embalses del 
Río Negro. Luego, como una primera aproximación, se compararon los taxones y características 
encontradas de esta comunidad con antecedentes reportados por métodos tradicionales, ademas 
de analizar su relación con los parámetros fisicoquímicos asociados propios de la región. Aunque se 
logró diferenciar composicionalmente las muestras según su ubicación en la columna de agua y se 
establecieron asociaciones entre características de cada una, persisten interrogantes sobre la 
reproducibilidad de la técnica. Se proponen modificaciones a la metodología aplicada para futuros 
estudios en embalses del país, entendiendo relevante la información que esta técnica puede aportar 
a la gestión de estos ecosistemas. 


Palabras clave: eutrofización, gestión de ecosistemas acuáticos, ADN genómico, secuenciación de 
ampliaciones, ARNr 16S, comunidad microbiana
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Introducción


Repercusión de la eutrofización sobre comunidades biológicas


En Uruguay diversos ecosistemas acuáticos se ven afectados por la eutrofización (Informe del 
Estado del Ambiente 2016-2019, 2020; Kruk et al., 2013), lo que implica que en ellos se hallan 
concentraciones elevadas de nutrientes como fósforo y nitrógeno. La mayor disponibilidad de 
nutrientes esenciales para el desarrollo de ciertos organismos provoca el aumento general de la 
productividad de estos sistemas, lo que impacta negativamente en su salud (Wetzel, 2001).


Existen múltiples disparadores del fenómeno de eutrofización, siendo uno de ellos el represamiento 
de cursos de agua. La construcción de embalses, ya sea para la producción de energía 
hidroeléctrica o para riego de cultivos, produce el pasaje de un ecosistema terrestre a uno acuático 
debido a la inundación, lo que aporta cantidades significativas de materia orgánica. Así como 
también genera un cambio en el régimen hidrológico, donde un sistema léntico adquiere cualidades 
de lótico a lo largo del eje longitudinal (Thorton et al., 1981). 


En particular, el represamiento influye directamente en los tiempos de residencia y afecta la 
retención y exportación de nutrientes en los embalses (Montemurro, 2017). Además, también es un 
posible catalizador de la liberación de la carga interna del fósforo (Qin et al., 2020). Considerando 
que el fósforo en el sedimento puede encontrarse disponible en mayor o menor medida y eventos 
particulares de hipoxia- anoxia producen el suceso (Rydin, 2000). Este fenómeno, a la hora de la 
gestión, hace importante tener en cuenta no solo los aportes externos de nutrientes sino que 
requiere la comprensión del comportamiento interno de cada sistema, y cómo estas modificaciones 
repercuten en su funcionamiento.


Considerando que el 48% del volumen ribereño mundial se encontraba represado en 2015, y que 
se encuentra una clara tendencia al aumento de esta práctica, estas obras ingenieriles son sin duda 
un factor que influye en la integridad de los ecosistemas acuáticos (Grill et al., 2015).


En Uruguay se ha observado el efecto de la modificación física de los cursos de agua tanto en los 
principales ríos del país, como en pequeños arroyos por la implementación de embalses que 
modifican sus características y que tienen consecuencias en su salud (Kruk et al., 2023; Zabaleta 
et al., 2023). En particular, en el Río Negro la inundación de pasturas y bosque ribereños provocó el 
desprendimiento de compuestos de carbono, que repercuten en la oxigenacion del agua, y otros 
elementos que provienen de las especies vegetales terrestres (Campo & Sancholuz, 1998). 


En el caso particular de la represa Palmar, participe de la  cadena de embalses que se encuentra a 
lo largo del Río Negro, la mayor estabilidad física hace más probable visualizar el aumento de 
biomasa algal (Illarze, 2015), siendo los cambios en el regimen hidrologico un factor que 
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normalmente favorece este fenomeno (Rangel et al., 2012). Consecuentemente, uno de los 
síntomas más comunes de la eutrofización son las floraciones de cianobacterias, es decir, el 
crecimiento explosivo de organismos fotosintetizadores que ahora no cuentan con factores 
limitantes como lo son los nutrientes (Paerl et al., 2001). Las repercusiones se hallan a nivel de la 
fisicoquímica del agua, por ejemplo promoviendo mayor desoxigenación de los fondos, cambios en 
el ph y turbidez del agua (Li et al., 2022a; Paerl et al., 2001). Pero también provocan cambios 
estructurales en otras comunidades, como el zooplancton, plantas acuáticas y bacterias (Amorim & 
Moura, 2021; Geng et al., 2022; Wu et al., 2015).


Los también llamados blooms deterioran la calidad del agua, cambiando su olor y sabor. 
Particularmente, la proliferación de cianobacterias trae consigo mayor abundancia de los 
metabolitos que ellas producen, que pueden ser tóxicos para otros seres vivos (Chorus, 2001; 
Wang et al, 2021b). A estas moléculas también se les llama cianotoxinas y un ejemplo presente en 
los cursos de agua nacionales son las microcistinas (Bonilla et al., 2021). Como resultado el 
fenómeno compromete el agua como servicio ecosistémico, repercutiendo a nivel social por 
posibles riesgos en la salud de quienes la utilizan como medio recreativo y de consumo.


Otras causas, de origen antropogénico, preponderantes de la eutrofización en el país  son: la 
intensificación agrícola, que actúa como fuente difusa de estos nutrientes (Goyenola, 2016; Kruk 
et al., 2023), el vertido de efluentes industriales y domésticos  (Olano et al., 2019), y el cambio 
climático (Jeppesen et al., 2010).


Las modificaciones antropogénicas introducidas en distintos ecosistemas y sus síntomas  son las 
causantes de la tendencia global a la homogeneización biótica de las comunidades (McKinney & 
Lockwood, 1999). En el caso específico de los microbiomas, bajo condiciones de estrés ambiental 
se observan propiedades características de comunidades inestables (ej, disminución de la 
diversidad, perdida de modularidad) (Hernandez et al., 2021).


En ambientes acuáticos, el impacto traducido a una elevada carga de nutrientes produce cambios 
estructurales y funcionales en sus comunidades, y particularmente sobre el microbioma acuático la 
eutrofización y sus síntomas específicos como los blooms de especies fitoplanctónicas también 
producen cambios en la diversidad microbiológica , no solo por el aumento en proporción de 
cianobacterias (Fandino et al., 2001; Geng et al., 2022; Wemheuer et al., 2015). 


Los microorganismos cumplen funciones como la remineralización de materia orgánica disuelta 
(Amon & Benner, 1996) y participan en su asimilación y reintroducción a las redes tróficas a través 
del llamado bucle microbiano (Azam et al., 1983). A su vez se involucran en varias etapas de los 
ciclos biogeoquímicos (Newton et al., 2011). Todos estos procesos se ven afectados por la 
eutrofización, por ejemplo al mermar los blooms queda una gran cantidad de carbono orgánico que 
es degradado por un conjunto favorecido de bacterias (Pinhassi et al., 2004; Shi et al., 2017). 
Además, los nutrientes persisten luego de la lisis algal. 


5

https://www.zotero.org/google-docs/?EllMWc
https://www.zotero.org/google-docs/?kzffID
https://www.zotero.org/google-docs/?2RnQkq
https://www.zotero.org/google-docs/?IMlER0
https://www.zotero.org/google-docs/?IMlER0
https://www.zotero.org/google-docs/?tIiAkG
https://www.zotero.org/google-docs/?tIiAkG
https://www.zotero.org/google-docs/?ER7CCw
https://www.zotero.org/google-docs/?CClKzh
https://www.zotero.org/google-docs/?CClKzh
https://www.zotero.org/google-docs/?dv8NNk
https://www.zotero.org/google-docs/?xKG3UF
https://www.zotero.org/google-docs/?se2C2c
https://www.zotero.org/google-docs/?se2C2c
https://www.zotero.org/google-docs/?se2C2c
https://www.zotero.org/google-docs/?se2C2c
https://www.zotero.org/google-docs/?We2WLc
https://www.zotero.org/google-docs/?6lGhDy
https://www.zotero.org/google-docs/?6lGhDy
https://www.zotero.org/google-docs/?6lGhDy
https://www.zotero.org/google-docs/?6lGhDy
https://www.zotero.org/google-docs/?6lGhDy
https://www.zotero.org/google-docs/?0UeWYG
https://www.zotero.org/google-docs/?mam4D4
https://www.zotero.org/google-docs/?qVTTXl
https://www.zotero.org/google-docs/?a98e59


También los factores temporales y espaciales influyen en la composición de las comunidades 
bacterianas, ya que se manifiestan sobre variables relevantes como la temperatura y el pH 
(Lindström et al., 2005; Liu et al., 2013). Por otro lado, en las represas se encuentran los cambios 
de carga hidráulica como principales modeladores de la estabilidad de esta comunidad (Li et al., 
2022b). La multiplicidad de factores involucrados dificulta la discriminacion de aquellos que tienen 
un rol más influyente, sobre todo en situaciones de estrés ambiental.


A pesar de que se encuentra que las comunidades en su totalidad son resilientes y que puede 
haber un restablecimiento del equilibrio luego de un bloom (Berry et al., 2017; Woodhouse et al., 
2016), a largo plazo estas comunidades se adaptan a las características del medio y se alcanza un 
nuevo equilibrio (Shade et al., 2011). Y sin embargo en este proceso adaptativo se puede observar 
una pequeña disminución de la diversidad taxonómica, y mayor a nivel funcional (Wang et al., 
2022a). Por ejemplo, se ven perjudicados aquellos taxones que cumplen funciones específicas (ei. 
la degradación de ciertos compuestos poliméricos o toxinas) por ser producidas por un pequeño 
grupo de microorganismos más propenso a perderse, y al mismo tiempo que se ven afectados 
procesos  globales como la descomposición, encontrándose falta de redundancia de funciones 
(Delgado-Baquerizo et al., 2016). 


En el contexto de la pérdida de diversidad de microorganismos y sus funciones por cambios 
ambientales diversos, se ven comprometidos procesos relevantes para los ecosistemas, por 
ejemplo en los ciclos de nutrientes (Hong et al., 2022; Woodhouse et al., 2016). 


Es evidente por tanto el vínculo entre la salud de los ecosistemas acuáticos y la comunidad de 
microorganismos por los múltiples roles que allí cumplen y la posibilidad de que estos se vean 
afectados a causa de la presión por factores antropogénicos.  


Desarrollo de nuevos bioindicadores


Para conocer efectivamente el estado trófico de un sistema acuático (grado de eutrofización) se 
utiliza la determinación de concentración de nutrientes como el fósforo, el nitrógeno, así como sus 
formas biodisponibles. Estos datos son fundamentales para la elaboración de índices que permiten 
la clasificación de un curso o región de él en el gradiente comprendido entre oligotrófico e 
hipereutrófico. Además se estudian en conjunto con parámetros como la turbidez del agua, oxígeno 
disuelto y clorofila a, también empleado en el cálculo TSI (Índice de Estado Trófico de Carlson)
(Carlson, 1977). 


La teledetección mediante imágenes satelitales se ha vuelto esencial para la detección de 
cianobacterias en ecosistemas acuáticos, permitiendo la cuantificación de su biomasa (Zabaleta 
et al., 2023).


6

https://www.zotero.org/google-docs/?VBLeCd
https://www.zotero.org/google-docs/?x7XcOY
https://www.zotero.org/google-docs/?x7XcOY
https://www.zotero.org/google-docs/?x7XcOY
https://www.zotero.org/google-docs/?SHuOMg
https://www.zotero.org/google-docs/?SHuOMg
https://www.zotero.org/google-docs/?nCMcEK
https://www.zotero.org/google-docs/?SqdDE7
https://www.zotero.org/google-docs/?SqdDE7
https://www.zotero.org/google-docs/?SqdDE7
https://www.zotero.org/google-docs/?SqdDE7
https://www.zotero.org/google-docs/?mGzv4I
https://www.zotero.org/google-docs/?2saEy9
https://www.zotero.org/google-docs/?0ZsEil
https://www.zotero.org/google-docs/?mC5Gxf
https://www.zotero.org/google-docs/?mC5Gxf


Otros índices involucran datos biológicos como ser la morfología de ciertas especies, su presencia/
ausencia y diversidad. Los bioindicadores son organismos o características de ciertas comunidades 
que permiten evaluar el estado de un hábitat y monitorear los cambios que pueda sufrir, gracias a 
que presentan sensibilidad por la variabilidad de los parámetros ambientales que allí ocurren (Stork 
et al., 1996). A diferencia de los parámetros fisicoquímicos, los seres vivos muestran el efecto 
acumulativo de los cambios físicos del lugar en que se encuentran. 


En el país, el grupo de Chalar y colaboradores de la sección limnología de Facultad de Ciencias 
desarrollaron un índice para la clasificación del estado trófico utilizando macroinvertebrados 
bentónicos (2010), mientras que otros han desarrollado índices que clasifican en torno a la 
comunidad de zooplancton (Neto et al., 2014) o plantas (Dennison et al., 1993).


Sin embargo, se encuentra una creciente necesidad de desarrollar índices más robustos que se 
adapten al rápido avance de la investigación científica. El muestreo requerido para la determinación 
por índices bentónicos demanda tiempo, posteriormente se lleva a cabo la caracterización 
morfológica que requiere personal especializado debido a las diferencias que presentan muchas 
especies en su ciclo de vida y la posibilidad de encontrar  individuos dañados (Cordier et al., 2021). 
Algo similar ocurre con los taxones de peces que se utilizan como indicadores. 


En esta línea, la comunidad de bacterias se presenta como candidata prometedora debido a sus 
ciclos de vida cortos (Lear et al., 2011) y su importancia en la base de la cadena trófica (Pernthaler, 
2013). Otra de las características que la hacen útil es que, mientras en un ambiente degradado se 
ve una menor riqueza de macroinvertebrados, estudiar la comunidad de bacterias aporta mayor 
información debido a que el cambio en esta comunidad se da en términos de su funcionalidad. Los 
taxones que se encuentren allí pueden aportar no solo información sobre el estado de un lugar, sino 
que puede arrojar luz sobre el causante de la degradación (Lear et al., 2011). 


Apoyándose en que la composición de esta comunidad se relaciona significativamente con el 
gradiente trófico (Wang et al., 2022a), se entiende que para desarrollar índices de estado trófico y 
calidad de agua en base a sus microorganismos se debe conocer el rol ecológico de los distintos 
taxones.


Generalmente, sin importar el ecosistema acuático de agua dulce que se estudie o su ubicación 
geográfica, los filos dominantes son Actinobacteria, luego Proteobacteria seguido en menor medida 
por Cyanobacteria y Bacteroidetes (Humbert et al., 2009). Sin embargo, en escenarios de alto 
índice de estado trófico las actinobacterias disminuyen su abundancia relativa al prevalecer las 
cianobacterias. Esta cualidad contribuyó al desarrollo de un nuevo índice, el “Bacterial Eutrophic 
Index” (BEI) (Ji et al., 2019). 


Adicionalmente, se implementa normalmente el estudio del microbioma para evaluar la salud de los 
suelos (Astudillo-García et al., 2019), y también se encuentran antecedentes del desarrollo de otros 
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bioindicadores utilizando esta comunidad en lagos (Wang et al., 2022a) y biofilms de ambientes 
lóticos (Lau et al., 2015).


Cabe destacar que otros taxones también pueden sufrir modificaciones debido a la eutrofización. 
Por ejemplo, al producirse mayor cantidad de materia orgánica de origen algal en este escenario la 
comunidad microbiana en los sedimentos favorece taxones relevantes para su descomposición 
(Han et al., 2020). 


A modo general, también es posible diferenciar distintas etapas de los blooms a partir de la 
diversidad alfa (Woodhouse et al., 2016). Índices de diversidad como Shannon y Simpson son 
herramientas relevantes para identificar el vínculo de la diversidad de especies con el grado de 
eutrofización y funcionamiento ecosistémico, aunque puede ser cuestionable su uso para monitoreo 
debido cierta variabilidad inexplicable en los resultados (Spatharis et al., 2011). Se sugiere por ello 
la equitatividad (evenness) como una aproximación más informativa.


Las limitantes de la aplicación de microorganismos como bioindicadores se encuentran en la 
selección de un método para su identificación y en el análisis estadístico necesario para llegar a 
conclusiones sólidas (Astudillo-García et al., 2019). Establecer estándares y protocolos comunes 
puede mejorar la comparabilidad entre diferentes estudios y sistemas ambientales.


ADN ambiental como nueva herramienta


El abordaje molecular para la identificación de microorganismos es la principal aproximación 
utilizada hoy en día. Este enfoque ofrece soluciones a desafíos fundamentales como la 
identificación de microbios viables pero no cultivables (VBNC por sus siglas en inglés), aportando 
información valiosa sobre taxones desconocidos previamente debido a la limitación del cultivo en 
placa y la observación al microscopio (Trevors, 2011). Dentro de las técnicas moleculares que se 
implementan para la caracterización microbiológica se encuentra la metagenómica, el fingerprinting 
genético o la secuenciación de amplicones (Douterelo et al., 2014).


En los últimos años, el abordaje molecular basado en la  secuenciación ha experimentado un 
crecimiento significativo, producto del desarrollo de métodos más robustos y su democratización 
debido al descenso de costos por muestra. La genómica ambiental abarca técnicas como la 
secuenciación de amplicones específicos que son marcadores genéticos para determinar presencia 
o ausencia de organismos y abundancia relativa, y también estudios funcionales utilizando 
metatranscriptomica (Cordier et al., 2021). Estas técnicas permiten mayor resolución taxonómica y 
resuelven varios de los problemas que presentan los métodos tradicionales (Pawlowski et al., 
2018).


Se han desarrollado protocolos para la detección de ADN ambiental en ecosistemas acuáticos de 
multiplicidad de organismos variando desde anfibios, invertebrados  y microorganismos. En ellos se 
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deben tener en cuenta particularidades del muestreo como la preservación de muestras, cantidades 
y replicados, pero también se debe estudiar los métodos adecuados para la extracción de ADN, ya 
que generan sesgos debido a la menor o mayor dificultad de lisar células, por ejemplo debido a la 
fisiología de células gram positivas y negativas o sus endosporas (Pollock et al., 2018; Deiner et al., 
2015). También es relevante desarrollar cebadores específicos que detecten fielmente los taxones a 
identificar (Gołębiewski & Tretyn, 2020).


En cuanto al análisis de datos de secuenciación, se debe optimizar el proceso apoyándose en 
bases de datos robustas y eligiendo el método de clasificación de taxones adecuado. Actualmente 
se proponen dos mecanismos para la identificación taxonómica mediante obtención de reads 
cortos, la agrupación por identidad de secuencia (comúnmente del 97%) conocida como 
Operational Taxonomical Unit (OTU), o la clasificación según secuencia de los amplicones (ASV) 
(Chiarello et al., 2022; Prodan et al., 2020).


En este trabajo se pondrá a punto la técnica para determinación de comunidad de bacterias 
mediante la secuenciación del gen 16S de ARN ribosomal, a partir de ADN genómico extraído de 
muestras acuosas. 


Este gen marcador ya cuenta con múltiples juegos de cebadores que tienen como blanco las 
distintas regiones variables (V) que lo componen (Figura 1)(Klindworth et al., 2013). Su presencia 
universal en organismos procariotas dada su función, combinado con una estructura que intercala 
regiones conservadas y variables permite identificar a los distintos organismos a partir de su 
secuencia (Ludwig & Schleifer, 1994). Particularmente, para muestras de agua se reporta la 
elección de las regiones V3-V4 y V4 como las más aptas para el discernimiento de la comunidad 
(Brandt & Albertsen, 2018). 





Figura 1: Representación del ribosoma y ubicación del gen 16S de ARN ribosomal, tomada y adaptada de 
Fukuda et al. (2016). Se muestran las 9 regiones variables (V) que componen este gen, que incluyen regiones 
variables e hipervariables, y el fragmento amplificado por el juego de primers 515F-806R utilizado en este 
trabajo. 
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En Uruguay, la aplicación rutinaria de esta técnica para  evaluar la salud de ecosistemas acuáticos 
aún no es común, a pesar de ser una herramienta de gran utilidad. Si se encuentran antecedentes 
en el uso de esta técnica, como en el trabajo de Alonso y colaboradores (2022), que emplea distinto 
set de primers para determinar la comunidad de bacterias y explorar microorganismos indicadores 
utilizando el método IndVal en el Río de la Plata (Dufrene & Legendre, 1997). Además, se han 
abordado estos métodos en tesis como las de Bertoglio (2016) y Revello (2020). 


Este trabajo tiene como objetivo ampliar la  información respecto a la implementación de esta 
técnica en sistemas de agua dulce comúnmente eutrofizados, con el propósito de utilizarla como 
herramienta para la  evaluación y gestión de estos recursos. Se busca comprender más 
profundamente la comunidad microbiana y las funciones que ellas cumplen o dejan de cumplir en 
relación con el deterioro de estos ecosistemas. 


La utilización de un equipo de secuenciación de bajo porte que se encuentra en las instalaciones de 
la Facultad de Ciencias de la Universidad de la República representa una ventaja significativa para 
la implementación de esta técnica. Sumándose el hecho de que puede realizarse rápidamente la 
preparación de muestras al contar con los insumos necesarios.


Al combinar el análisis fisicoquímico con la composición específica de la comunidad microbiológica, 
este trabajo busca evaluar la eficacia y rentabilidad de la técnica molecular aplicada. Además, 
espera posibilitar la evaluación del estado trófico de un embalse identificando taxones relevantes 
para distintos procesos que allí ocurren. 
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Objetivo


Objetivo general: Evaluar un método de extracción de ADN genómico con el fin de caracterizar 
comunidades bacterianas en un contexto de eutrofización, integrando datos fisicoquímicos y 
moleculares.


Objetivos específicos:


- Poner a punto un protocolo de extracción de ADN genómico de muestras de agua 
con el fin de identificar la diversidad bacteriana utilizando el gen 16S del ARN 
ribosomal. 


- Validar el método escogido mediante determinación de parámetros fisicoquímicos del 
agua y mediciones in situ, y establecer su relación con las poblaciones clave de 
microorganismos.  


- Proponer una estrategia para su utilización como herramienta para mejorar la gestión 
y el monitoreo de los ecosistemas acuáticos.
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Metodología 


	 Sitio de estudio


El Río Negro es el principal curso de agua en el interior del país, abarcando una longitud de 750 
km. Ubicado entre las latitudes 31° y 33° S  y longitudes 54° y 57° O, comienza en el estado de Río 
Grande do Sul en Brasil, donde recorre sus primeros 50 kilómetros. Luego atraviesa 
transversalmente el país, desembocando en el Río Uruguay (MVOTMA, 2018) (Figura 2). 





Figura 2: Extensión de la cuenca del Río Negro (celeste) y detalle de la ubicación de su principal curso de 
agua donde se ubica la represa hidroeléctrica Palmar (violeta). Elaborado en software R a partir de archivos 
del catálogo de Datos Abiertos de Uruguay y diva-gis.org.


Por su parte, el embalse Palmar, construido en 1982, forma parte de una cadena de embalses 
ubicados a lo largo del Río Negro realizados con el fin de generar energía hidroeléctrica y ocupa 
320 km². En este embalse se halla una retención del 22% del fósforo total y 34% de los sólidos 
suspendidos (Limnología, 2021), mientras que el tiempo de retención promedio observado de este 
embalse es de 50 días (MVOTMA, 2018). Río arriba del embalse Palmar se encuentra el siguiente 
de la cadena, Bayogorria, y hacia el centro del país se encuentra en el Río Negro el embalse 
Rincón del Bonete. El mismo ocupa 1070 km² y constituye la obra más extensa de las tres 
construidas con el mismo fin, mientras que Baygorria abarca 100 km².


En cuanto al uso de suelos en la cuenca de la represa Palmar, se encuentra desde hace muchos 
años su creciente expansión forestal, y posteriormente agrícola (Foucher, et al, 2023; MVOTMA, 
2018).
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Se cuenta con antecedentes de la zona en cuanto a nutrientes y parámetros fisicoquímicos gracias 
a muestreos trimestrales en Convenio UTE- Facultad de Ciencias realizados con el objetivo de 
monitorear el estado de la calidad del agua en los distintos embalses de la zona (Chalar, 2022). 


Diseño de Muestreo


Para lograr los objetivos propuestos se llevaron a cabo dos campañas de muestreo. Ambas fueron 
realizadas con la colaboración de la sección de Limnología de la Facultad de Ciencias, UDELAR. La 
primera se realizó en el marco de la tesis de maestría de la Lic. Lucía Rehermann en el embalse 
Rincón del Bonete, también ubicado sobre el Río Negro, el día 5 de diciembre de 2022. Se 
recolectó un litro de agua en superficie y otro en fondo a 1 metro por sobre el sedimento, al 
mediodía, para la determinación de la comunidad microbiana. Se  utilizaron las muestras con el fin 
de optimizar un método de extracción aplicable en embalses.


En siguiente instancia, los días 13 y 14 de febrero de 2023 se llevó a cabo una nueva campaña de 
la cual se obtienen datos para los dos últimos objetivos planteados. En esta salida de campo la 
toma de muestras de agua fue de un litro y se realiza para un ciclo diario completo, por triplicado, a 
tres profundidades (superficie, medio y fondo). Se divide el ciclo en tres momentos de muestreo, 
que incluyen una primera toma al mediodía, otra inmediatamente antes de la puesta del sol y 
finalmente una antes del amanecer. Estas se utilizaron para la determinación de parámetros 
físicoquímicos. A su vez se lleva el registro de temperatura, pH, turbidez y oxígeno disuelto (OD) en 
el perfil longitudinal del embalse utilizando sonda multiparamétrica Horiba U-52G. 


Como complemento de la técnica molecular se recolectó singularmente en bolsas estériles un 
volumen mayor a 300 ml para determinación de coliformes fecales (UFC/100 mL) según APHA 
(1995), realizadas por el Laboratorio Analítico Agro Industrial (LAAI).


Para la validación del método de determinación de comunidad de bacterias se realizó una nueva 
colecta de un litro para superficie y fondo, a las 13 horas. Las muestras para este propósito 
(incluyendo ambas instancias) se colectaron en recipientes previamente desinfectados y 
esterilizados, y se conservaron a 4°C desde su recolección hasta arribar a la estación de 
procesamiento más cercana (Wang et al., 2022b). 


Allí se colocaron filtros de membrana de celulosa (mixta) con 0,22 µm de poro y 47 mm de diámetro 
(Millipore) en un embudo, que junto a una bomba de filtración permiten concentrar la fracción de 
microorganismos presentes en el agua (Djurhuus et al., 2017). Se filtró hasta saturar el filtro entre 
100-150 ml por triplicado, para superficie y fondo, y se esterilizó el equipo de filtrado entre cada 
punto de muestreo a modo de evitar la contaminación de las muestras. Esta es la matriz para la 
extracción de ADN, por lo que se mantuvieron en tubos eppendorf estériles a -80°C hasta proceder 
con este protocolo. 
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Se cuenta con información meteorológica proveniente del Servicio Pluviométrico Nacional y el 
Departamento de Viabilidad Climática y Cambio Climático del Instituto Uruguayo de Meteorología 
(INUMET) para las estaciones cercanas al sitio de muestreo, en los días que se realizaron. 


Análisis fisicoquímico del agua y determinación de estado trófico


Al llegar a la estación de procesamiento se homogeneizaron las muestras de agua recolectadas y 
se procedió a realizar alícuotas para la determinación de los múltiples compuestos de interés. Esto 
se realiza, junto con los pasos de filtración, inmediatamente luego de la recolección de las muestras 
al retirarse de la embarcación. Luego, se conservaron los recipientes con muestras originales y 
agua filtrada en frío hasta posterior análisis.  


Según la clasificación dada en el Decreto 253/79 bajo el Código de Aguas del Uruguay, el Río 
Negro se considera como un curso de Clase 3 (Uruguay, 1979). Por tanto se tuvieron en cuenta los 
valores máximos que él exige para cada una de las variables estudiadas y su utilización como 
indicadores de calidad de agua. Adicionalmente, todos los análisis de nutrientes se realizan por 
triplicado para corroborar estadísticamente la relación entre estos resultados.


Tanto los sólidos totales como la materia orgánica en suspensión se determinaron por filtración y 
diferencia de peso por ignición según protocolo (APHA, 1995). Para ello, previo a la salida de 
campo se queman a 500ºC y se pesan los filtros de fibra de vidrio (GF/C) utilizando balanza 
analítica, y se registra su peso junto al número identificador. Luego de filtrar, se conservaron hasta 
arribar al laboratorio en heladera donde en primer lugar, se secan en estufa a 105º hasta peso 
constante (STS), para luego quemarse en mufla a 500ºC por 15 minutos para ser pesados 
nuevamente (MOS). 


Asimismo, la cuantificación de clorofila ɑ también se realiza por filtración inmediatamente luego del 
muestreo en filtros GF/C de 0,45µm de poro, los cuales se mantienen en frío luego de recolectarse. 
En el laboratorio se extrajeron de él los pigmentos concentrados y luego de su tratamiento se 
cuantifica espectrofotométricamente a tres longitudes de onda, que mediante cálculo permiten 
discriminar el aporte de clorofila ɑ de demás pigmentos presentes en la muestras (Nusch, 1980). 


Para la determinación de nutrientes se emplearon distintos métodos que permiten la cuantificación 
por medio de espectrofotometría. 


En el caso del nitrato en agua, se utilizó sobre la muestra previamente filtrada el método de 

Salicilato de sodio (Monteiro & Ferreira, 2003), fundamentado en la transformación de NO₃⁻ a NO₂⁺ 
para su reacción con salicilato. El producto formado es un compuesto de color que permite 
cuantificar el nutirente de interés midiendo absorbancia a 420 nm.


Los valores de fósforo total (PT) se determinaron por oxidación de la muestra con reactivo oxidante 
(Valderrama, 1981), por el cual se obtiene la totalidad del fósforo presente en la muestra como 
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ortofosfato (PO₄⁻³), y posteriormente el método del ácido ascórbico (Murphy & Riley, 1962). El 

método lleva al desarrollo de color por azul de molibdeno al someterse la muestra a reactivo que 
reacciona con ortofosfato, y permite la cuantificación por absorbancia a 885 nm. Para determinar 
fósforo reactivo soluble (FRS) se aplica únicamente el  método del ácido ascórbico (Murphy & Riley, 
1962) sobre la muestra previamente filtrada.


Se contrastaron los valores de nutrientes recabados espacial y temporalmente a través de análisis 
de varianza (ANOVA) con intervalo de confianza del 95%, asumiendo distribución normal. 
Posteriormente se aplicó test post hoc Tukey. En los casos en que no se encontró la distribución 
esperada se hicieron análisis de varianza no paramétricos (Kruskal-Wallis) y test post hoc Mann-
Whitney.


Adicionalmente, se hallaron los coeficientes de correlación de Pearson entre los datos de PT/FRS, 
PT/STS y FRS/STS. 


El índice de estado trófico se obtuvo utilizando el cálculo sugerido para su implementación en 
embalses (Cunha et al., 2013), apoyándose en valores de fósforo total (PT) encontrados en el curso 
(en µg/L). Explicitado a continuación:





El valor obtenido se utilizó para la clasificación del embalse según su estado trófico, dependiente 
del rango en que se encontrara (Tabla 1).


Tabla 1: Clasificación de estado trófico según índice de Cunha y colaboradores (2013) desarrollado a partir de 
valores de fósforo total obtenidos en µg/L.


Adicionalmente se aplicó el índice de calidad de agua (ICA) desarrollado en el país por Eguren y 
colaboradores (2018) basándose en la normalización de los valores de nitrato, fósforo total, sólidos 
totales suspendidos y coliformes totales. El rango de valores va de 0 a 100, donde se asigna 0 a 
una menor calidad de agua, el 50 corresponde al máximo establecido por el decreto 253/79, y 100 a 

TSI = 10*(6 −
( − 0,27637*(ln PT ) + 1,329766)

ln 2
)

Categoría de estado trófico Rango PT (µg/L)

Ultraoligotrófico ≤ 15,9

Oligotrófico 16,0 - 23,8

Mesotrófico 23,9 - 36,7

Eutrófico 36,8 - 63,7

Supereutrófico 63,8 - 77,6

Hipereutrófico ≥ 77,7
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aquellos que sugieren buena calidad del agua. A continuación se encuentra la fórmula aplicada para 
su cálculo, donde n es el número total de variables y Ci el valor asignado a la variable i de la 
normalización :





Originalmente este índice incluye la normalización de la Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO) 
como quinto parámetro considerado, pero no se dispuso de este dato en el presente trabajo.


Extracción de ADN genómico


La extracción de ADN genómico se realizó mediante dos técnicas, para luego elegir una con la cual 
proceder para posteriores objetivos. Por un lado se utiliza el kit comercial de QIAGEN DNeasy 
PowerWater DNA Isolation Kit, y luego el método casero CTAB optimizado para la extracción de 
ADN por Martínez de la Escalera et al (2014), posteriormente modificado. En ambos casos se utilizó 
la totalidad del filtro.


El método comercial se empleó para dos muestras, una perteneciente a la superficie del embalse y 
otra al fondo. Los filtros se introdujeron previamente en nitrógeno, y se adicionó un paso de  ruptura 
mecánica del filtro introduciendo 6 beads de sílica de 2,3mm de diámetro (Biospec) por tubo 
eppendorf, junto con el buffer de extracción del kit, y sometiendolos a agitación en el disruptor de 
tejido celular Mini beadBeater 16 (Biospec) durante 1 minuto 30 segundos (Djurhuus et al., 2017; 
Pollock et al., 2018). Luego se procedió con el protocolo experimental brindado por QIAGEN. Al 
finalizar se resuspendió en 75µl de buffer de elución y el ADN fue almacenado a -20ºC hasta su 
utilización.


Por otro lado, se procesaron 4 filtros completos para el método casero, dos pertenecientes a 
superficie y dos de fondo, y en el caso de las muestras del embalse Palmar fueron 3 por ubicación 
en la columna. Brevemente, el protocolo comienza por la introducción de 6 beads de sílica de 
2,3mm de diámetro (Biospec) por tubo eppendorf, luego un filtro en cada uno de ellos, (previamente 
introducido en nitrógeno) y 900µl de buffer de extracción (Tris-HCl 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 
continuación, se colocaron los tubos dentro del disruptor de tejido celular Mini beadBeater 16 
(Biospec) durante 1 minuto 30 segundos. Se incubaron por 5 minutos a 55ºC, invirtiendo 
intermitentemente los tubos para lograr el desprendimiento del ADN de la membrana. 


Luego, se centrifugaron los tubos a 12000 rpm durante 1 minuto, y se transfiere el sobrenadante a 
tubos estériles, a los que se les realiza una extracción utilizando cloroformo y alcohol isoamílico 

IC A =
n

∑
i=1

Ci

n
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(24:1). Se centrifuga 2 min a 13000 rpm y se extrae la fase acuosa a nuevos tubos estériles. Dicho 
paso se repite dos veces, tomando entre 600-700 µl cada vez. 


Finalmente se precipitó el ADN utilizando isopropanol, homogeneizando moderadamente e 
incubando los tubos a temperatura ambiente durante 24 horas. Se centrifugaron los tubos a 14.000 
rpm durante 75 minutos y se descartó el sobrenadante. Los pellet se lavaron con etanol al 70% y se 
secaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Del protocolo original se modificaron aspectos 
como la velocidad de centrifugación, y la utilización de beads como instrumento mecánico de lisis. 
El volumen total de elución fue de 65µl en este caso.


Por último, la concentración de ADN se cuantificó por fluorimetría en Qubit 4 con la opción BR 1x 
dsDNA assay (IInvitrogen, Thermo Fisher). 


	 Preparación de librerías   


El workflow completo de preparación de librería en ambas instancias se realizó en el laboratorio de 
Genómica Evolutiva de la Facultad de Ciencias, en el marco de una pasantía a cargo de Dra Lucía 
Calleros. Como referencia se utilizan los lineamientos  brindados por Illumina para la secuenciación 
del gen 16S en equipos MiSeq y en la figura 3 se encuentra un esquema con el flujo de trabajo 
sugerido para la obtención de ADN secuenciable (Illumina, 2013). 
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Figura 3: Flujo de trabajo de preparación de librerías para secuenciación en miniSeq, Illumina. Adaptado de 
Illumina, 2013.


El primer paso de la preparación de librerías implica una PCR utilizando el par de cebadores F515 y 
R806 (Caporaso et al., 2011). En este caso ambos cebadores se encuentran unidos a los 
adaptadores necesarios para la secuenciación Illumina (Tabla 2). El segmento amplificado 
corresponde a la región hipervariable V4 del gen ARNr 16S, un marcador filogenético utilizado para 
Bacteria y Archaea. 


Tabla 2: Secuencias correspondientes a adaptadores Illumina y cebadores F515 y R806 utilizados para la 
secuenciación


En la primera reacción de PCR, realizada en un volumen total de 25µl, la cantidad de muestra de 
ADN introducida varía en cada caso según su concentración, para así lograr amplificar 
proporcionalmente las muestras. Se agregó 1µl de BSA (8 ug/ul) a todos los tubos, ya que se ha 
observado una mejora en el rendimiento en aquellas reacciones donde el amplicón presenta alta 
frecuencia de pares de base GC (Farell & Alexandre, 2012). Se utilizó la enzima Polimerasa NEB 
Q5 Hot Start High Fidelity (New England BioLabs).


Se llevaron a cabo tanto un control negativo, sin presencia de molde, como uno positivo utilizando 
el mock de ADN de la comunidad bacteriana ZymoBIOMICS. Se trata de un estándar que presenta 
proporciones conocidas de ADN de diferentes especies microbianas.


La verificación del éxito del paso anterior se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8%, 
utilizando el agente intercalante Bromuro de Etidio. Se consideró una muestra positiva aquella que 
presentara una única banda correspondiente a un amplicón de 291 pares de base o similar. 


Posteriormente a la PCR, se llevó a cabo una purificación empleando esferas magnéticas (IPB 
Illumina) y una cuantificación con Qubit HS dsDNA assay (Thermo Fisher).


Se realizó una segunda PCR para el agregado de un par de índices únicos a cada lado de los 
fragmentos previamente amplificados. Estos índices permiten al equipo diferenciar las muestras y 

Nombre Secuencia Adaptadora (5’-3’) Secuencia del Cebador (5’-3’)

F515 5 ′ -
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAG
ACAG- (secuencia específica del locus)

5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′

R806 5 ′ -
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
GACAG- (secuencia específica del locus)

5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′
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asignar luego las secuencias correspondientes a cada muestra en un archivo único. Esta reacción 
también se realizó en un volumen  total de 25µl, con ciclado variable según la concentración de 
ADN obtenida en promedio para todas las muestras.


Una vez finalizado el indexado, se configuró un pool de muestras para optimizar la repurificación y 
cuantificación de los productos de la PCR anterior. Finalmente, se normalizaron las librerías, a 
modo de ingresar al equipo una cantidad equivalente de cada muestra y se preparó el ADN por 
desnaturalización para la secuenciación. 


Secuenciación masiva ARNr 16s y análisis bioinformático


Las librerías generadas se secuenciaron con la plataforma Illumina MiniSeq (150 x 2), disponible en 
el Laboratorio de Genética Evolutiva  de la Facultad de Ciencias. 


Las secuencias forward y reverse obtenidas en formato Fastq se procesan utilizando el paquete 
DADA2 v1.28.0 (B. Callahan et al., 2015), desarrollado para el lenguaje de programación R v 
2023.03.1+446.


En primer lugar se eliminaron los cebadores al inicio de cada secuencia y se filtraron según su 
calidad, evaluada con la función plotQualityProfile. Se llevó a cabo otro control de calidad mediante 
plotErrors, función que permite conocer posibles transiciones de las bases nucleotídicas 
secuenciadas a partir del Quality Score. Posteriormente, se solaparon las secuencias forward y 
reverse, considerando un número mínimo de pares de bases coincidentes para la determinación de 
los amplicon sequence variants o ASV, considerando el largo del amplicón estudiado. La función 
removeBimeraDenovo se utilizó para eliminar quimeras.


La taxonomía de los ASV se asignó con la base de datos SILVA REF99 SSU versión 138.1 (Quast 
et al., 2013), y se eliminaron las secuencias clasificadas como cloroplastos y mitocondrias. 
Posteriormente, se empleó el paquete Phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) para generar un único 
documento conteniendo la clasificación taxonómica y los metadatos de cada muestra, posibilitando 
posteriores representaciones gráficas.


Todas las muestras secuenciadas se normalizaron a un mismo número de reads, para equilibrar el 
esfuerzo de muestreo, luego de corroborar mediante una curva de rarefacción que se alcanzaba un 
valor asintótico de especies en cada muestra respecto a los reads generados. 


Para realizar los cálculos de diversidad alfa y beta, así como las representaciones gráficas de 
abundancia relativa de las distintas muestras, se utilizaron paquetes del software R como vegan, 
microeco, microbiome y algunas funciones propias de phyloseq. Se calcularon índices como  
Chao1, Shannon y Equitatividad de Pielou. La variabilidad de la estructura de esta comunidad entre 
muestras se visualizó mediante Análisis de coordenadas principales (PcoA), basado en el cálculo 
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de matrices de disimilitud de Bray Curtis. La elección de este método por sobre NMDS se 
fundamenta en la pequeña cantidad de muestras con las que se trabaja (Paliy & Shankar, 2016).


Finalmente, se clasificaron los taxones por su función utilizando la base de datos FAPROTAX v1.2.6 
en conjunto con el paquete microeco (Louca et al., 2016).
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Resultados 


	 Puesta a punto


En esta etapa se utilizaron muestras recolectadas por la Lic. Lucía Rehermann en el marco de su 
proyecto de maestría, para una primera aproximación a la extracción de ADN genómico del agua 
mediante dos métodos. Se extrajo un litro de agua de dos  profundidades diferentes y se generaron 
réplicas técnicas filtrando tres alícuotas. El volumen filtrado por réplica fue 120 ml para todas las 
muestras de superficie y 130 ml para las de fondo, ya que fue lo requerido para lograr la saturación 
de un filtro.


Luego de emplear ambos métodos de extracción de ADN se encontraron los siguientes resultados 
(Tabla 3) al cuantificar la concentración en ng/µl. Como se expresa, en las muestras DO y DU, 
asignadas para su extracción con kit, no se detectó ADN utilizando función Broad Range de Qubit 
para ADN doble hebra.


Tabla 3: Método asignado para la extracción de ADN genómico de las muestras y la concentración obtenida 
en ng/µl para cada caso. Las muestras DO, DP y DQ, donde la D indica el mes en que se realizó la toma 
(Diciembre), corresponden a la superficie del embalse. Mientras que DU, DQ y DV corresponden a fondo


A pesar de las bajas concentraciones obtenidas para las muestras DP, DQ, DW y DV, se logró 
amplificar en la primera PCR de la preparación de librerías en tres de las muestras, todas ellas 
provenientes de la extracción realizada mediante el método casero. En la figura 4 se hallan los 
resultados de la amplificación de un fragmento del gen 16S ARNr para las muestras y se confirman 
los resultados observando la migración en gel del control positivo (Mock). Únicamente se obtuvo 
producto de amplificación para las muestras DP, DW y DV y debajo de las bandas correspondientes 
al amplicón de interés se observan dímeros de primers. Todas ellas corresponden al método de 
extracción CTAB, una de superficie y dos de fondo.


Método de extracción Muestra Concentración (ng/µl)

QIAGEN DNeasy PowerWater DNA 
Isolation Kit

Bonete- DO No detectable

Bonete- DU No detectable

Método casero CTAB

Bonete- DP 0,018

Bonete- DQ 0,0434

Bonete- DW 0,0148

Bonete- DV 0,175
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Figura 4: Corrida electroforética en Gel de Agarosa 0,8% visualizada con Bromuro de Etidio. Se observan 
bandas que corresponden a la obtención de amplicones generados con el set de cebadores 515F-806R luego 
de PCR en 4 de los 8 carriles, y debajo dímeros de primer. 


Se procedió a verificar la calidad del ADN obtenido para la secuenciación del amplicón en la región 
V4. Se observó mayor cantidad de reads (384675) para la muestra proveniente de superficie, 
mientras que se obtuvieron resultados de secuenciación inferiores para fondo, con 290562 para DV 
y 130616 para DW (Tabla 4). Sin embargo, tras el proceso de filtrado, la unión  de los fragmentos 
forward y reverse y eliminación de  secuencias quiméricas, se llegó a un máximo de 18428 merged 
reads en la muestra DP, 60668 para DW y 53209 para DV. La unión de las secuencias resultó ser el 
paso crítico en la pérdida de reads totales para las muestras y en particular para DP.


Tabla 4: reads obtenidos para cada muestra al final de cada paso del procesamiento de secuencias obtenidas


Se grafican las siguientes curvas de rarefacción (Figura 5) y se normalizan las tres muestras al 
mismo número de reads que la de menor alcance. Sin embargo, no se logró alcanzar  
completamente una tendencia asintótica para la muestra DV. El costo de esta práctica es la pérdida 
de información de aquella muestra que sí logró mayor profundidad y en este caso es más evidente 
al encontrar que la muestra DV contiene 856 especies observadas antes de la rarefacción y  se 
redujo a 778 después de este proceso. 


Debido a que se trata de una etapa de ajuste no se harán posteriores análisis, se presentan datos 
de abundancia relativa de los taxones en base a los datos rarefaccionados, a pesar de que este 

proceso eliminó parte de la diversidad hallada (Figura 6). El análisis para obtención de ASV 

realizado con DADA2 y phyloseq en R permitió identificar la diversidad presente en cada muestra.


Muestra Input Filtración Denoising R Denoising F Merge Remoción 
Quimeras

DP 384675 355475 354448 354753 20220 18428

DW 130616 126805 123663 123720 94530 60668

DV 290562 272670 270693 270693 67165 53209
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Figura 5: Curvas de rarefacción, realizadas con vegan, para las tres muestras secuenciadas (Heck et 
al.,1975)





Figura 6: Abundancia relativa de los distintos filos presentes en las tres muestras analizadas.
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Posteriormente se procedió a obtener la diversidad alfa correspondiente a cada muestra incluyendo 
la riqueza observada, el índice de Chao, la diversidad según índice de Shannon y la equitatividad 
(Figura 7).


En esta primera instancia se observan grandes diferencias en la riqueza de las muestras 
secuenciadas. Asimismo, las réplicas de fondo también difieren en su riqueza.


Por otro lado, el índice Chao1 calculado tiene en cuenta los ASV raros presente en una muestra en 
relación a la riqueza observada, ya que estas hablan sobre posibles especies faltantes en la 
muestra. Se observa para la muestra que presenta la menor cantidad de reads, índices muy 
similares de chao y de riqueza observada. 


Luego se evaluó la diversidad de la muestra con el índice de Shannon. Si valores más altos 
significan mayor diversidad, en este caso las muestras más diversas son aquellas que pertenecen a 
fondo. Sin embargo, al analizar el índice “evenness”, donde la unidad equivale a una muestra con 
equitatividad perfecta, se revela que a pesar de ser las más diversas, aunque con grandes 
diferencias entre ellas para riqueza y cantidad de especies, ambas muestras presentan una 
distribución similar de sus especies y se distribuyen de forma menos equitativa que en superficie. 





Figura 7: Índices de diversidad alfa calculados para las 3 muestras secuenciadas. 
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Aplicación de la técnica para un caso de estudio


Fisicoquímica


El muestreo de un ciclo diario en el mes de febrero permitió la caracterización de este ecosistema 
puntual a lo largo de un continuo de tiempo, en un punto específico en el centro del embalse. El 
muestreo del mediodía fue realizado 14:52 y se procuró mantener la ubicación de este para 
posteriores instancias. A destacar está la incidencia de fuertes vientos en este horario. En la 
estación meteorológica de Durazno del INUMET, una de las más cercanas al sitio de muestreo, se 
registró una velocidad de 44 km/h a las 14 hs, mientras que la temperatura ambiente era de 37,2 
ºC.


El siguiente muestreo se realizó 19:21, donde amainó el viento a 15 km/h y temperatura de 31,1 ºC, 
y luego el último muestreo tuvo lugar a las 6:04 del día siguiente. En cada horario se recolectaron 
muestras de agua para aplicar los protocolos de determinación de nutrientes, obteniéndose los 
siguientes resultados (Tabla 5) luego del trabajo de laboratorio realizado en el Laboratorio de 
Ecotoxicología y Química Ambiental del Instituto de Ecología y Ciencias Ambientales y por el 
servicio contratado del LAAI. Al contrastar con los valores de referencia para cursos de agua se 
destaca el exceso de fósforo a lo largo de toda la columna, así como el de ortofosfato, mientras que 
los demás valores se hallan dentro de lo permitido por las normativas.


Tabla 5: Resultados de las variables fisicoquímicas monitoreadas a lo largo de la columna de agua en los tres 
horarios, y sus valores de referencia. 


Momento Mediodía Tarde Mañana Valores 
de 

Referen
cia**

Ubicación 
en el 

perfil*
Superficie Medio Fondo Superficie Medio Fondo Superficie Medio Fondo

Parámetros 
Fisicoquími

cos 
medidos en 
laboratorio

PT (µg/L) 60,6

± 15,3

58,9

± 13,5

52,8

± 13,9

45,0

± 5,9

50,0

± 24,6

62,2

± 9,8

49,4

± 8,4

53,3

± 10,0

70,0

± 13,0

25

FRS (µg/
L)

53,3

± 1,7

45,0

± 2,9

53,9

± 3,5

55,6

± 6,3

54,4

± 7,7

64,4

± 2,5

52,8

± 8,4

56,7

± 10,0

73,3

± 13,0

40

Nitrato 
(µg/L)

288,3

± 47,0

215,0

± 24,0

277,2

± 26,9

169,4

± 13,5

199,4

± 45,3

266,1

± 15,0

236,1

± 3,8

209,4

± 10,7

273,9

± 45,4

1000

STS (mg/
L)

3,8

± 1,4

1,6

± 1,2

2,9

± 0,6

3,2

± 0,7

2,2

± 0,6

2,5

± 0,8

2,1

± 0,5

2,7

± 0,7

2,8

± 0,0

Máx. 30

MOS (%) 18,5

± 14,3

12,6

± 15,6

16,5

± 8,0

42,3

± 15,0

31,9

± 6,4

27,4

± 18,1

54,1

± 28,9

38,1

± 13,7

11,9

± 10,9

-

Coliforme
s T (UFC/
100 mL)

28,00 23,00 22,00 29,00 <3 30,00 <3 25,00 36,00 Máx. 
2000

Clorofila 
a (µg/L) 1,184 1,184 0,592 7,611 1,776 0,592 5,328 2,368 0,000 -

Parámetros 
Fisicoquími

Temperat
ura (ºC)

26,85

± 0,02

26,51

± 0,17

26,06

± 0,12

27.82

± 0,10

27.03

± 0,36

26,41

± 0,39

27.47

± 0,01

26.95

± 0,4

26.11

± 0,14

-

pH 6,82

± 0,02

6,87

± 0,17

7,06

± 0,10

7,99

± 0,33

7,31

± 0,15

7,14

± 0,20

7,18

± 0,16

6,98

± 0,16

6,76

± 0,04

6,5 - 8,5
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*Para la presentación de parámetros in situ se promedian los valores considerando hasta los 3 metros de 
profundidad como “superficie”, de 3 metros a 12 como “medio” y a partir de 12 metros el “fondo”.

**Los valores de referencia corresponden al decreto 253/79 (Uruguay, 1979), a excepción de sólidos totales 
en suspensión (STS) y Fósforo Reactivo Soluble, donde se utilizó el establecido por el “Digesto sobre el uso y 
aprovechamiento del Río Uruguay” (CARU, 2019).


En la Figura 8 se reportan los perfiles de temperatura, pH y oxígeno disuelto medidos con sonda en 
las tres instancias, mientras que en la Tabla 4 se resumen los resultados obtenidos en promedio 
para las distintas secciones de la columna.


En cuanto al perfil de temperatura, no se registra estratificación térmica en ninguno de los casos, 
pero se presenta la columna con mayor homogeneidad al mediodía. Adicionalmente, si se observa 
el perfil de oxígeno disuelto al mediodía se encuentran valores correspondientes con un estado 
anóxico del estrato contiguo al sedimento  y por ende fuera de la normativa, pero no así en los otros 
dos horarios de muestreo. 





Figura 8: Ciclo diario del perfil longitudinal de A) Temperatura, B) pH y C) Oxígeno Disuelto. 


Se contrastan los valores de nutrientes recabados espacial y temporalmente a través de análisis de 
varianza (ANOVA) con intervalo de confianza del 95%, asumiendo distribución normal y 
posteriormente se aplicó test post hoc Tukey. Como se exhibe en la Figura 9, temporalmente se 

Parámetros 
Fisicoquími
cos in situ

Oxígeno 
Disuelto 
(mg/L)

6,68

± 0,07

6,41

± 0,23

5,05

± 0,90

7,86

± 0,39

6,85

± 0,53

5,67

± 0,50

6,82

± 0,13

6,02

± 0,48

5,16

± 0,24

Min. 5

Turbidez 
(NTU)

9,17

± 0,55

8,76

± 0,3

11,34

± 3,36

9,93

± 1,21

9,58

± 0,71

10,32

± 0,52

9,66

± 0,53

10,71

± 1,22

10,93

± 3,64

Máx. 50
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hallan diferencias significativas para nitrato únicamente entre la superficie de la tarde y el mediodía. 
En el caso del fósforo total (Figura 10) las diferencias se encuentran entre superficies de la mañana 
y el mediodía. 


A lo largo del eje longitudinal el contenido de nitrato difiere de forma significativa a la tarde entre 
superficie y fondo. En la mañana no se encontró distribución normal y por ello se hizo análisis de 
varianza no paramétrica (Kruskal-Wallis) y test post hoc Mann-Whitney, donde se obtuvo diferencias 
significativas entre medio y fondo.





Figura 9: Ciclo diario de concentración de nitrato en µg/L a lo largo de la columna de agua. Se representa la 
mediana de los datos obtenidos (línea), la media (punto) y el desvío estándar asociado. Se representan con 
un asterisco los datos significativamente distintos en el eje temporal, según lo obtenido en el análisis 
estadístico. 


Para el fósforo total hay diferencias en el mediodía únicamente, donde la superficie es distinta de 
fondo y medio. En cuanto al FRS, también al mediodía el medio de la columna se comporta distinto 
de fondo y superficie.


Adicionalmente, se hizo análisis de los coeficientes de correlación de Pearson entre los datos de 
PT/FRS, PT/STS y FRS/STS. Se halló únicamente correlación positiva para ambos datos de fósforo 
en el fondo del espacio muestreado de la represa (p valor: 0,05). 
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Figura 10: Ciclo diario de concentración de A) Fósforo Total (PT) en µg/l y B) Fósforo Reactivo Soluble (FRS) 
en µg/l. Se representa la mediana de los datos obtenidos (recta), la media (punto) y el desvío estándar 
asociado. Se representan con un asterisco los datos significativamente distintos en el eje temporal, según lo 
obtenido en el análisis estadístico. 


En cuanto a la cuantificación de clorofila a lo largo de la columna, esta se representa visualmente 
en la Figura 11. En particular, se destacan valores iguales para medio y superficie al mediodía, pero 
comportamientos muy disímiles en otros momentos. Se pueden atribuir estos valores a la presencia 
de altas velocidades de viento, que generaron la mezcla del agua y la dispersión de organismos. 
Luego, las condiciones calmadas del resto de la tarde permitieron observar visualmente la 
presencia de blooms a las 19 hs y consecuentemente se obtuvieron los mayores valores 
registrados de clorofila a. 
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Figura 11: Ciclo diario de concentración de clorofila a en µg/l.


Finalmente se pueden aplicar los índices de estado trófico y calidad de agua aprovechando los 
valores obtenidos de nutrientes y demás parámetros fisicoquímicos. Los resultados son 
homogéneos a lo largo del ciclo diario y toda la columna de agua, se encuentra invariablemente 
como eutrófico y presenta valores del ICA similares, que indican buena calidad de agua (Tabla 6).


Tabla 6:  Índice de estado trófico (TSI) e índice de calidad de agua (ICA) calculado para los distintos estratos 
monitoreados en un ciclo diario. 


Momento Sitio TSI ICA
Mediodía Superficie 58,9 75

Medio 57,7 77,5
Fondo 56,4 77,5

Tarde Superficie 57,1 80
Medio 56,4 77,5
Fondo 56,7 75

Mañana Superficie 56,6 80
Medio 57,3 77,5
Fondo 57,8 75
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Análisis molecular


Se llevó a cabo la misma metodología desarrollada para las muestras del método casero en la 
puesta a punto y los resultados de la concentración de ADN obtenida se presentan en la siguiente 
tabla. El volumen filtrado en todos los casos fue nuevamente de 120 ml.


Tabla 7: Concentración de ADN genómico correspondiente a cada muestra extraída medida con QUBIT. Las 
muestras FA, FB y FC, donde la F indica el mes en que se realizó la toma (Febrero), corresponden a la 
superficie del embalse. Mientras que FD, FE y FF corresponden a fondo.


Como se observa en la Figura 12 se logró amplificar el 100% de las muestras para la región del gen 
16S escogida. Se continuó el proceso de preparación de librerías con todas las muestras, 
incorporando  el Mock como control positivo para la secuenciación.




Figura 12: Corrida electroforética en Gel de Agarosa 0,8% visualizada con Bromuro de Etidio. Se observan 
bandas que corresponden a la obtención de amplicones luego de PCR en 7 carriles y debajo dímeros de 
primer. 


Se obtuvieron entre 151593 y 236778 reads para las muestras de superficie, con promedios 
superiores a las muestras de fondo. Luego de filtrar, aparear y quitar quimeras se obtuvieron entre 
55800 y 103659 reads. En el caso del mock se parte de 222137 reads y al finalizar permanecen 
79430.


Tabla 8: reads obtenidos para cada muestra en cada etapa del procesamiento de datos.


Método de Extracción Muestra Concentración (ng/µl)

Método casero CTAB

Palmar- FA 4,56

Palmar- FB 4,86

Palmar- FC 5,4

Palmar- FD 5,36

Palmar- FE 4,47

Palmar- FF 3,25
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Las curvas de rarefacción arrojan que se logró obtener una profundidad adecuada para cada 
muestra y que por tanto se refleja correctamente la diversidad de las comunidades estudiadas 
(Figura 13). Por ello se procedió a trabajar con la base de datos rarefaccionada, en la que se iguala 
al menor esfuerzo de muestreo correspondiente a la muestra FF el resto de muestras.




Figura 13: Curva de rarefacción correspondiente a las 6 muestras estudiadas y el Mock.


La secuenciación del control positivo de composición conocida colabora con la evaluación de la 
esterilidad de la preparación de librerías, y también contribuye a la observación de sesgos en los 
microorganismos detectados. Como se observa en la Tabla 9, la abundancia relativa proyectada 
difiere en menor o mayor medida para los distintos organismos evaluados. Adicionalmente, sólo un 
pequeño porcentaje (0,09%) no pudo ser asignado a ningún taxón luego de discriminar según el 
reino Bacteria. 


Muestra Input Filtración Denoising R Denoising F Merge Remoción 
Quimeras

FA 236778 180601 176228 176979 141299 103659

FB 207649 195069 190215 191130 144661 83007

FC 223932 191867 186692 187841 144382 92265

FD 188602 176927 170803 172774 126101 64601

FE 211146 202690 196695 198829 155097 77999

FF 151593 144704 140000 141678 105611 55800
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Por otro lado, también se logra entrever una dificultad a la hora de asignar el género correcto para 
individuos de la familia Enterobacteriaceae. Este suceso está en acuerdo con la literatura, donde 
previamente se ha observado, para el mismo mock, la ineficacia de la secuenciación de amplicones 
cortos para la resolución de géneros y por supuesto de cepas (Callahan et al., 2019).


Tabla 9: Contenido teórico relativo de especies determinado por el fabricante del mock y porcentaje obtenido 
en la corrida de secuenciación con la clasificación taxonómica determinada a partir de ASVs.


En cuanto a las muestras problema, el análisis de los datos de secuenciación y su alienación con 
bases de datos para la región V4 del gen 16s ARNr reveló que el filo más abundante para las tres 
réplicas de superficie es Cyanobacteria con 19,7%, 23,5% y 21,7% para las muestras FA, FB y FC, 
respectivamente (Figura 14). Sin embargo, discrepan las muestras FB y FC respecto al segundo filo 
más abundante, Bacteroidota (17,7% y 17,9%), con la muestra FA, donde este es Proteobacteria 
(18,5%). Se produce el contrario para el tercer puesto y a continuación en todos los casos lo siguen 
Actinobacteriota y Verrucomicrobiota. El filo más abundante del Dominio Archaea es Crenarchaeota 
que compone alrededor del 10% de la muestra en los tres casos. 


En el caso de las muestras pertenecientes a fondo se observa el filo de Arqueas, Crenarchaeota, 
como el más abundante presente en la muestra FD (24,8%), mientras que en FE (23,2%) y FF 
(21,3%) se encuentra en segundo lugar. En las últimas dos el filo más abundante es Bacteroidota 
con 27,7% de la muestra FE y 22,1% de FF. Actinobacteriota es el segundo filo con mayor 

Teórico Obtenido

Taxa Teórico (%) Taxa Obtenida (%)

Lactobacillus 
fermentum

18,4 k__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilli|o__Lactobacillales|
f__Lactobacillaceae|g__Limosilactobacillus

24,16

Staphylococcu
s aureus

15,5 k__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilli|o__Staphylococcales|
f__Staphylococcaceae|g__Staphylococcus

15,27

Bacillus subtilis 17,4 k__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilli|o__Bacillales|f__Bacillaceae|
g__Bacillus

13,86

Listeria 
monocytogene
s

14,1 k__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilli|o__Lactobacillales|
f__Listeriaceae|g__Listeria

11,94

Salmonella 
enterica

10,4 k__Bacteria|p__Proteobacteria|c__Gammaproteobacteria|
o__Enterobacterales|f__Enterobacteriaceae|g__Salmonella

12,33

Escherichia coli 10,1 k__Bacteria|p__Proteobacteria|c__Gammaproteobacteria|
o__Enterobacterales|f__Enterobacteriaceae|g__Escherichia-
Shigella

12,68

Enterococcus 
faecalis

9,9 k__Bacteria|p__Firmicutes|c__Bacilli|o__Lactobacillales|
f__Enterococcaceae|g__Enterococcus

6,69

Pseudomonas 
aeruginosa

4,2 k__Bacteria|p__Proteobacteria|c__Gammaproteobacteria|
o__Pseudomonadales|f__Pseudomonadaceae|g__Pseudomonas

2,98

k__Bacteria|p__Bacteria|c__Bacteria|o__Bacteria|f__Bacteria|
g__Bacteria

0,09

k__Bacteria|p__Proteobacteria|c__Gammaproteobacteria|
o__Enterobacterales|f__Enterobacteriaceae|
g__Enterobacteriaceae

0,002
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presencia y el primero del dominio Bacteria en la muestra FD (18,9%), pero el tercero más 
abundante en FE (18,3%) y FF (20,1%).


En cuanto a las clases, en superficie prevalece Cyanobacteria en todas las muestras, y le sigue 
Bacteroidia. Consecuentemente, el género más abundante encontrado en las tres muestras es 
Microcystis PCC-7914 (12,9%, 18,0%, 16,0%).


En fondo Nitrososphaeria es la clase más abundante en las muestras FD y FF, pero Bacteroidia lo 
es en FE. La especie más abundante en las primeras es Candidatus Nitrosotenuis, mientras que en 
FF es hgcl clade.




Figura 14: Clasificación taxonómica de reads del gen 16S ARNr a nivel de Filo (A) y Clase (B).


La diversidad alfa se evaluó con distintos descriptores de comunidad (Figura 15). En cuanto a la 
totalidad de especies encontradas, es decir, aquellas que han sido representadas por al menos un 
ASV en la muestra,  se observa mayor riqueza en dos de las réplicas de fondo, pero también 
corresponde a esta profundidad la muestra con menor cantidad hallada de especies (FF). Las 
muestras de superficie se encuentran en valores intermedios. 


En este caso, la riqueza estimada por índice de Chao estuvo levemente por encima de la observada 
en todos los casos. Aunque se debe tener en cuenta que se trabaja con una base de datos 
refaccionada que modera la diferencia en la presencia de ASV raros, el esfuerzo de muestreo más 
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parejo que en la puesta a punto deja entrever que en esta instancia los taxones raros 
permanecieron en la muestra luego de la rarefacción. 


El índice “evenness” indicód que más allá de que en fondo se encuentren las muestras con mayor 
cantidad de especies, globalmente en sus muestras las especies se distribuyeron de forma menos 
equitativa que en superficie. Se mantiene además que el conjunto de muestras de fondo son menos 
diversas que dos de las pertenecientes a superficie.




Figura 15: Índices de diversidad alfa calculados para las 6 muestras secuenciadas. 


También se lleva a cabo la comparación de la diversidad entre muestras, clasificándolas según 
profundidad, conocido como cálculo de diversidad beta (Figura 16).


Al contar con un pequeño número de muestras secuenciadas se opta por analizar la dispersión 
según Bray Curtis y representarla utilizando análisis de coordenadas principales. Las muestras se 
ordenan en el eje principal (eje x) que explica la mayor variabilidad según su profundidad. En el 
segundo eje explicativo, de menor importancia, hay poca distancia entre réplicas de superficie, pero 
no así para las de fondo.
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Figura 16: Diversidad beta en dos profundidades. Distancia de Bray Curtis representada por PCoA.


La utilización de la base de datos para clasificar de taxones por función, FAPROTAX reveló 
diferencias significativas en la abundancia relativa de funciones como metanotrofía, oxidación de 
metanol, metilotrofas, fijación de nitrógeno, bacterias patogénicas (Figura 17). 


Debido a la importancia de algunos filos, dadas sus funciones y prevalencia en las comunidades 
estudiadas, finalmente se examinaron las diferencias en la abundancia relativa de  Cyanobacteria, 
Actinobacteria, Proteobacteria y Bacteriodota en fondo y superficie. En la figura 18 se representa la 
abundancia relativa de cada grupo y los p valor obtenidos mediante una prueba t, previamente 
validada con el test Shapiro-Wilk.
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Figura 17: Abundancia relativa de funciones en superficie y fondo. Se representan diferencias significativas 
halladas entre profundidades con distinta letra (“a” y “b”) mediante ANOVA. 




Figura 18: Abundancia relativa de filos en superficie y fondo y diferencias significativas según prueba t.
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Discusión


Puesta a punto


Esta primera aproximación se centró en introducir al laboratorio en la utilización de técnicas 
moleculares con potencial aplicación en la gestión ambiental de ecosistemas acuáticos. Para ello, 
se realizó una exhaustiva búsqueda bibliográfica para poder definir desde el método de filtrado, a 
los controles a utilizar en los sucesivos procesamientos, hasta la elección entre OTU y ASV. 


El estudio inicial de detección de microorganismos en muestras ambientales relevó que cada etapa 
repercute sobre los resultados finales de abundancia relativa taxonómica. Se trata de una 
comunidad vasta y heterogénea, por lo que pueden encontrarse diferencias intrínsecas al volumen 
de agua recolectado entre réplicas. Adicionalmente, las metodologías aplicadas previo y durante la 
preparación de librerías pueden condicionar los resultados de secuenciación, así que pueden 
presentar diferencias que cuestionan la utilización de réplicas (Gołębiewski & Tretyn, 2020; Zhang 
et al., 2018). Por ello otros autores sugieren cautela a la hora de concluir en base a diversidad beta 
y alfa debido a las grandes diferencias encontradas entre “réplicas” para secuenciación de 
amplicones de 16s ARNr (Zhou et al., 2011).


En cuanto al método de extracción con PowerWater Dneasy de la empresa Qiagen, se encontraron 
antecedentes provenientes de una investigación de Djurhuus y colaboradores (2017) en que este kit 
en conjunto con filtros de nitrocelulosa resultaba en una mayor concentración de ADN, comparado 
con otros kits y filtros utilizados. Por ello se incluyó en el presente trabajo un paso inicial adicional 
de disrupción mecánica del tejido con esferas de fibra de vidrio del mismo fabricante sugerido por 
los autores para este kit. 


Sin embargo, no se logró detectar ADN genómico con este método, por lo que se considera el kit 
comercial como inadecuado para su utilización en este sistema acuático particular y por tanto se 
continuó en pasos subsiguientes utilizando únicamente las muestras extraídas satisfactoriamente 
con el método CTAB. Por costos y la imposibilidad de utilizar datos de diferentes campañas de 
muestreo no se pudo obtener nuevos filtros a los que aplicarle el método de extracción 
nuevamente.


Considerando que ambas muestras extraídas con el kit son réplicas de aquellas positivas para ADN 
en el método casero, es claro que si se encontraba material genético en esta matriz. El rendimiento 
de una extracción puede estar condicionado por la presencia de diversas sustancias provenientes 
del ambiente (Fukuzawa et al., 2023), que también pueden ser inhibidores de pasos sucesivos de la 
preparación de librerías, y que posiblemente afectaran el desempeño del kit. No se pudieron 
realizar nuevas pruebas para el método por falta de muestras, ya que la extracción se llevó a cabo 
luego de los muestreos realizados en verano de 2023 por la sección de Limnología de la Facultad 
de Ciencias. 
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De cualquier manera, la concentración obtenida por método casero para las demás muestras en 
esta primera instancia se considera baja para 3 de las 4 muestras (<1ng/µl según Brandt & 
Albertsen (2018)), de las cuales se pudo amplificar únicamente 3. La concentración de ADN 
genómica obtenida en la muestra DV es un orden mayor que la recuperada para DW, a pesar de 
tratarse de réplicas recolectadas de una misma profundidad. Posteriormente, se puede inferir que 
esto repercutió luego en la asignación de la taxonomía de las secuencias, ya que se obtuvo una 
cantidad mucho mayor de especies para la muestra DV y también mayor diversidad de Shannon, 
posiblemente en consecuencia a la mayor cantidad de material de partida. Por ello se hace 
relevante, la obtención de mecanismos de extracción robustos y reproducibles que reducen eventos 
como el descrito y que tienen como resultado una comunidad de bacterias muy distinta a la 
obtenida en otra “réplica”. Esta es una de las ventajas que presenta la utilización de kits por sobre el 
método casero, en el cual el proceso requiere modificaciones de protocolo según cantidades 
obtenidas de sobrenadante y la razón de solventes que se agregan en la extracción. Por otro lado, 
a favor del método CTAB está la reducción de costos, considerando que en plaza el valor de Power 
Water Dneasy es de 671 dólares americanos para 50 reacciones, sin tener en cuenta costos 
adicionales. 


La muestra DP para la cual se obtuvo la segunda concentración más baja de las 4 muestras 
procesadas, si logró alta cantidad de reads pero que al ser emparejados resultaron en la menor 
cantidad de ASV obtenidos y cantidad de especies observadas. Menos recuperación resultó en una 
menor diversidad, pero mayor equitatividad, respecto a las otras muestras, lo que probablemente 
sea atribuible a la recuperación únicamente de los taxones principales y baja obtención de ASV 
raros. 


En vistas de realizar una segunda aproximación a este flujo de trabajo y considerando que ya se 
contaba con los filtros correspondientes a la represa Palmar al extraer ADN por primera vez de las 
muestras de embalses, para obtener los resultados más confiables posibles se sugiere realizar un 
control de secuenciación para evaluar mejor la realización de réplicas. Por ejemplo, la 
secuenciación de un mock de composición conocida como control positivo aporta a la identificación 
de sesgos producto de los primers utilizados en la preparación de librerías y el proceso de 
secuenciación, ya que estos tienden a favorecer ciertos taxones (Brandt & Albertsen, 2018). Esta 
prueba se realizó en la segunda etapa de este trabajo.


Otros controles sugeridos por la literatura son controles de muestreo y extracción, como puede ser 
la filtración de agua ultrapura en paralelo a las muestras y la extracción de estos filtros (Brandt & 
Albertsen, 2018). Para mejorar los resultados de extracción también puede sugerirse la utilización 
de una filtración previa en tamaño de poro mayor, útil para depurar las muestras de otros 
organismos más grandes y posibles compuestos inhibidores (Forero-Pineda et al., 2021). Aunque 
esto restringe el estudio de la comunidad microbiana a los microorganismos de vida libre sin 
considerar parte de la población asociada a partículas.
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Aplicación de la técnica en un caso de estudio: caracterización del embalse


La caracterización del embalse a partir de la fisicoquímica de su región central indicó que se trata 
de un ecosistema eutrófico, demostrado a partir tanto de datos de superficie como obtenidos al 
fondo de la columna (Tabla 5). Ello coincide con los antecedentes encontrados para el embalse en 
años anteriores (Bonilla et al., 2021; Nario, 2018).


Por otro lado, normalmente se encontraba en el ciclo diario la estratificación de la columna en años 
con tiempo despejado y una columna mezclada en años con lluvias cercanas o durante el muestreo 
(Chalar, 2022). En este caso, a pesar de no presentarse precipitaciones en la región según informe 
de INUMET, no se formó termoclina en los horarios estudiados, lo que causa la homogeneización 
de la columna de agua. Igualmente, se encontraron diferencias significativas entre los valores 
promediados de la columna.


La intensidad del viento probablemente influyó en la circulación del agua, provocando efectos 
asociados a la llamada circulación de Langmuir, hélices verticales a velocidades mayores de 11 km/
h (Tundisi & Tundisi, 2011). Ellas producen una distribución heterogénea horizontalmente por 
agregación de partículas y pequeños organismos en el ambiente acuático, lo que también afecta 
eventos de depredación y que repercutiría a la hora del muestreo. Por ejemplo, la presencia de 
bajos valores de clorofila pueden estar dados por la perturbación de organismos fotoautótrofos al 
mediodía, en los que visiblemente no se presentaban. Una gran diferencia en relación a la tarde, 
donde sí se observó la acumulación de organismos verdes, y a lo encontrado anteriormente en el 
informe realizado en esta época del año para el mismo embalse (Chalar, 2022).


En campañas anteriores de muestreo del ciclo diario realizadas en el estudio anteriormente 
mencionado, los valores de nutrientes, para el mismo sitio, presentaban concentraciones de nitrato 
y FRS menores en superficie que en las otras profundidades estudiadas. En este caso se observó 

esta tendencia en FRS pero no así para nitrato. Sin embargo, si se mantiene para NO₃ altas 

concentraciones en fondo, lo que puede estar dado por sus propiedades químicas que lo hacen 
propenso a ser aportado a cuerpos de agua por vía subterránea (Addiscott, 2005). El fósforo total 
también se espera sea mayor en superficie a lo largo del ciclo, como se encuentra que ocurre en la 
tarde y la mañana. Al igual que en la mañana de febrero de 2020 en que se presentaron lluvias, en 
2023 las concentraciones mayores de este nutriente no se encuentran en superficie al mediodía 
(Chalar, 2022). 


Dadas las diferencias de nutrientes y condiciones físicoquímicas a lo largo de la columna se 
esperaban encontrar diferencias en cuanto a la composición de la comunidad microbiológica. 

Por ejemplo, se encontraron diferencias significativas en la población de Actinobacteria entre fondo 
y superficie, dominada por el género hgcI-clade. En investigaciones previas se ha observado para 
otros ecosistemas lacustres una correlación negativa de esta población con el oxígeno disuelto 
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(Sapkota, 2018) y ciertamente en este estudio se encuentra mayor abundancia de estos 
organismos en fondo. Asimismo, se encuentra un p valor menor a 0,05 para el filo Cyanobacteria 
entre profundidades, entendible debido a que se trata de un filo fotoautótrofo que requiere de la luz 
como fuente de energía y que se encuentra únicamente en el estrato superior de la columna. 
Adicionalmente, una investigación de Ji y colaboradores (2019) encuentra que ambos filos 
presentan una relación, dadas sus características, en la que la abundancia de cianobacterias 
implica baja abundancia de actinobacterias y teniendo en cuenta esta relación realizaron un índice 
de eutrofización (BEI) basado en el cociente de ambas comunidades. Para la sección superficial de 
este estudio el BEI obtenido fue 1,76 y 0,12 para fondo, indicando que la región superior según este 
índice se considera eutrofizada. Esto no está en acuerdo con lo encontrado con el cálculo TSI que 
informa la eutrofización homogénea de la columna. 


Los individuos fotoautótrofos pertenecientes al filo Cyanobacteria, comúnmente asociados a la 
formación de blooms en presencia de luz son mayoritariamente del género Microcystis PCC-7914 
en superficie (Paerl & Otten, 2013). Además se encontró, aunque en menor proporción la presencia 
de Cyanobium PCC-6307 y Dolichospermum NIES41 en superficie y menor abundancia aún en 
fondo. Coincidentemente, se trata de organismos que ya se han reportado como los principales 
taxones encontrados en el Río Negro por otros métodos (Bonilla et al., 2021; Chalar, 2022; Piana 
et al., 2011). Los organismos fotosintetizadores son una de las principales causantes del aumento 
de pH en aguas debido a esta ruta metabólica que lleva al consumo de hidrogeniones. En este caso 
se encuentran las condiciones de mayor alcalinidad en la superficie de la tarde, donde se encuentra 
al mismo tiempo los mayores valores de clorofila a. 


Algunos individuos pertenecientes a Cyanobacteria también se asocian con la función de fijación de 
nitrógeno, que en esta represa al igual que los organismos, tiende a concentrarse en mayor medida 
en la superficie (Figura 16). Comúnmente se asocia este proceso a sistemas con bajas 
concentraciones de compuestos de nitrógeno o limitados por nitrógeno (Paerl, 2017), como se ha 
catalogado a los embalses de este río en años anteriores (Chalar, 2022). Por otro lado, según lo 
reportado por Chalar y colaboradores (2022) por métodos microscópicos, no se halló presencia de 
heterocistos que confieren la posibilidad de realizar la fijación, y esta es una información que no se 
puede adquirir mediante la secuenciación del 16S y que es importante considerar al utilizar bases 
de datos funcionales como FAPROTAX. Otras aproximaciones moleculares pueden incorporarse 
para evaluarlo a partir del ADN previamente extraído, como la detección y cuantificación de la 
expresión de genes asociados al proceso de fijación de nitrógeno por RT-qPCR (Zani et al., 2000). 
Al igual que para obtener datos reales sobre la producción de microcistinas (Lu et al., 2020).


Otros organismos con posibles efectos sobre la salud humana son los coliformes. La detección 
mediante el método tradicional indicó la indetectable o baja presencia de estos organismos y a su 
vez el abordaje molecular lo respalda, ya que el género Escherichia-Shigella se encontró en muy 
baja abundancia a lo largo de toda la columna de agua. Otras bacterias patogénicas presentes pero 
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en baja proporción en el volumen de agua, son Legionella y Acinetobacter. Aunque la resolución del 
método a nivel de género no permitiría concluir respecto a las especies asociadas o cepas y por 
tanto sobre su patogenicidad, en la figura 15 se hallan diferencias significativas para este tipo de 
bacterias, siendo mayores en superficie.


Respecto a los otros filos de mayor presencia como Proteobacteria, también denominado 
Pseudomonadota según la clasificación taxonómica actual, parece encontrarse de forma uniforme 
en regiones acuáticas con distinto grado de eutrofización (Wang et al., 2022a), y en este caso no se 
encontraron diferencias significativas en esta población a lo largo de la columna, al igual que para 
Bacteroidetes. De este último filo se encuentra que en promedio 3,8% de la abundancia en 
superficie pertenece al género Microscillaceae, y en fondo el 10,8%. Se trata de un parásito 
obligado de cianobacterias siendo su presa principal los individuos de Microcystis (Chun et al., 
2020; Daft & Stewart, 1971).


Por último, constituyen el género de mayor presencia en fondo los individuos de Candidatus 
Nitrosotenuis, oxidadores de amonia a nitrito pertenecientes al reino Archaea (Sauder et al., 2018). 
En esta ocasión no se cuantificó la presencia de amonio en el agua por lo que no se puede 
relacionar el rol del organismo a la presencia o ausencia de amonio, aunque si se halla la mayor 
concentración de nitrato en fondo y este organismo contribuye en la vía de la nitrificación. Por otro 
lado, la vía metabólica que aporta amonio es la fijación de nitrógeno, que es significativamente 
mayor en superficie que en fondo. E igualmente, organismos eucariotas también influyen con sus 
vías metabólicas, por ejemplo consumiendo estos nutrientes, por lo que no se puede relacionar 
directamente la comunidad de microorganismos a los parámetros fisicoquímicos encontrados sin 
tener en cuenta esto. 


El metabolismo de carbono es uno de los principales roles de la comunidad microbiológica 
devolviendo este recurso a la cadena trófica, conocido también como loop microbiano. En general, 
los individuos que procesan las formas más complejas de carbono se encuentran mayoritariamente 
en ambientes oligotróficos y también es donde las bacterias son más relevantes en la recuperación 
de carbono (Biddanda et al., 2001; Kiersztyn et al., 2019). En un estudio de lagos de distinto estado 
trófico realizado en China, los parámetros de principal influencia en la comunidad bacteriana fueron 
la materia orgánica particulada, es decir compuestos de carbono, junto con la clorofila a y el amonio 
(Wang et al., 2022a). 


Se halla en fondo mayor proporción de bacterias metilotrofas, es decir, que utilizan compuestos de 
un solo carbono como única fuente de energía y carbono, que también se caracterizan por 
asociarse a las zonas pelágicas de lagos (Salcher et al., 2015). Una proporción de esta comunidad 
puede clasificarse como metanotrofas debido a que utilizan una forma particular de carbono, el 
metano. En el embalse Palmar se encontraron diferencias significativas para bacterias con esta 
función, siendo estas mayoritarias en fondo al igual que el grupo al que pertenecen.  
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A los lagos eutróficos se los asocia con la rutas metabólica de la metanogénesis, posiblemente 
debido al aumento de producción algal que aporta carbono al ambiente lábil para esta vía (Schwarz 
et al., 2007; Yang et al., 2020), y es una vía favorecida en condiciones de anoxia asociada más bien 
al sedimento de los lagos de agua dulce (Bastviken et al., 2008). Parte del metano producido es 
oxidado allí mismo por las metanotrofas, por lo que se trata de una población relevante para la 
reducción de emisión de este gas de efecto invernadero (Bastviken et al., 2003).  


La estacionalidad, asociada intrínsecamente a cambios en la temperatura, es uno de los principales 
factores que modelan estas comunidades (Wang et al., 2016). En este estudio de microcosmos 
utilizando comunidades subtropicales y subárticas se encontró mayor incidencia de la temperatura 
sobre la riqueza de bacterias al hallarse concentraciones extremas de nutrientes, mientras que a 
temperaturas medias son los nutrientes los que inciden principalmente en la diversidad alfa de esta 
comunidad. 


Por otro lado, en el presente trabajo se optó por analizar el embalse respecto a su longitudinalidad 
ya que se presentan grandes diferencias a lo largo de este eje en cuanto a fisicoquímica. Constituyó 
una forma sencilla de realizar esta primera aproximación al análisis de las comunidades, utilizando 
ambos extremos de la columna de un mismo punto y observando posibles efectos de estos cambios 
químicos, proyectando trasladar el conocimiento hacia relaciones más complejas de esta 
comunidad con la variabilidad fisicoquímica. Por ejemplo, abarcando más regiones del mismo 
embalse, observando el comportamiento a través del tiempo de una ubicación particular, ya que se 
reportan cambios relevantes en ese eje, o comparándolo con otros ecosistemas de características 
similares o cuenca.


El análisis de componentes principales (Figura 15) reveló la influencia de las distintas condiciones 
en la comunidad microbiana en el primer eje, también observado a nivel de equitatividad. Aunque 
las réplicas superiores no presentan grandes diferencias, en fondo, a pesar de encontrarse bien 
diferenciadas de aquellas en superficie en el primer eje, se encuentran diferencias composicionales 
de mayor relevancia entre las réplicas. 


Esta segunda experiencia con la técnica de extracción y preparación de librerías permitió ahondar 
mejor sobre algunos de los aspectos discutidos en la sección anterior, por ejemplo respecto a la 
realización de réplicas. Se priorizó la realización de réplicas técnicas en este estudio para generar 
mayor cantidad de datos de partida para un punto, considerando que en un filtro se logran obtener 
entre 100 y 150 ml antes de la saturación. Ya en la puesta a punto se observó disimilitud entre las 
dos réplicas secuenciadas, además de la baja reproducibilidad sobre replicas teóricamente 
idénticas. Pero debido a la carencia de análisis estadísticos, no fue posible obtener conclusiones 
más que cualitativas. En esta siguiente etapa del trabajo se logró obtener resultados más 
homogéneos, donde los taxones que aportan mayor información presentan comportamientos 
similares entre las profundidades estudiadas.
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Por otro lado, adicionar la secuenciación de un mock demostró diferencias en cuanto a la 
composición real sugerida por el fabricante y la obtenida por el método de secuenciación. 

Aquí se hace evidente porque este tipo de análisis son particulares de cada sistema, y como no son 
comparables más allá de aspectos generales. Al mismo tiempo, destaca la importancia de utilizar 
este método para caracterizar un sistema en relación a distintas variables, ya que se trata de un 
método con valor comparativo y no absoluto.


Para lograr inferir relaciones más concretas entre nutrientes y la presencia/ausencia de taxones o 
su abundancia relativa, otros estudios comúnmente realizan análisis multivariados como análisis de 
redundancia (RDA) y análisis de correlación canónica (CCA) (ter Braak & Verdonschot, 1995; Wang 
et al., 2021a). Sin embargo en esta ocasión la ausencia de réplicas biológicas y baja cantidad de 
variables de agrupación y muestras no permitieron representar este vínculo. Esta aplicación es 
realmente relevante a la hora de relacionar las variables fisicoquímicas y presencia/ausencia de 
otros compuestos con la comunidad, para poder establecer vínculos específicos entre ellos, 
proyectando que la comunidad es una posible descriptora del estado trófico y la salud de los 
ecosistemas (Sun et al., 2012). 


El desafío se encuentra en la aplicación de métodos que representen correctamente a la comunidad 
microbiana y en un diseño experimental que diferencie las comunidades según las variables 
fisicoquímicas presentes, permitiendo identificar taxones clave y su prevalencia según el estado de 
salud del ambiente acuático.
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Conclusiones y perspectivas


El ecosistema en la región central del embalse fue caracterizado exitosamente en términos de su 
perfil microbiológico mediante la aplicación del método de extracción seleccionado y la metodología 
de preparación de librerías. Aunque el kit comercial no logró separar el ADN genómico de la matriz, 
el método casero CTAB resultó en una concentración suficiente para la amplificación por PCR en 
ambos pasos. Este enfoque permitió identificar organismos procariotas previamente detectados por 
medios tradicionales y asociar la comunidad a eventos fisicoquímicos del agua. Adicionalmente, se 
logró diferenciar, a partir de esta comunidad, las muestras por triplicado según su origen en el eje 
vertical. 


Sin embargo, se encuentra cierta variabilidad entre triplicados, por lo que se sugieren alternativas 
para posteriores aplicaciones sobre estos cursos de agua, en la que se priorice observar 
variaciones inter e intra ecosistémicas, por sobre la implementación de réplicas técnicas. 
Especialmente si se espera utilizar la técnica para analizar la comunidad como potencial predictora 
y evaluadora de contaminación. El enfoque molecular, una vez optimizado, reúne información de la 
mayoría de organismos presentes y su proporción en la comunidad a través de un solo 
experimento, lo que sugiere su potencial para reemplazar otras técnicas tradicionales.
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