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Resumen

Desde el inicio de sus operaciones, la provincia petrolera de Urucu (Petrobras unidad Amazonas, Brasil, UN-AM) ha
realizado el vertido continuo de efluentes de hidrocarburos en riachuelos alrededor de sus instalaciones. El objetivo de esta
investigacion fue realizar un analisis de la comunidad bacteriana existente en un riachuelo (comunidad 1: antes del vertido,
comunidad 2: después del vertido). Se colectaron muestras de agua en riachuelo para extraer el DNA genémico total y usarlo
como molde en la PCR, con oligonucledtidos especificos del gen 16S rDNA para dominio Bacteria. El producto de la PCR fue
amplificado, y las secuencias generadas por técnica de pirosecuenciacion, fueron analizadas con el programa libre Mothur.
Los resultados revelaron que el filo Acidobacteria, la clase Deltaproteobacteria y los géneros Gp3 y Geobacter, mostraron
alta presencia en comunidad 1. Asimismo, el filo Proteobacteria fue el mas abundante, con la clase Betaproteobacteria
y los géneros Geobacter y Gp3, como los predominantes en comunidad 2. Los indices de riqueza presentaron variacién
porcentual en ambas comunidades (disminucién e incremento), siendo la diversidad mas abundante en la comunidad 1. Sin
embargo, no se encontré diferencia significativa entre ambas comunidades (p>0,001), y todas muestras de cada comunidad
presentaron la misma estructura genética (p<0,05). El 25 % de los géneros bacterianos se consideraron “no clasificados”, y
aproximadamente el 15 % de los géneros fueron clasificados como biorremediadores. Estos datos representan un desafio
para la exploracion biotecnoldgica en este ecosistema, con potencial para identificar y clasificar nuevos grupos taxonémicos.

Palabras clave: actividad petrolera, Amazonia, analisis metagenémico, gen 16S rDNA, indices de riqueza y
diversidad.

Bacterial biodiversity analysis in a stream with continuous
disposal of hydrocarbon effluents

Abstract

Since the beginning of its operations, the Urucu petroleum province (Petrobras, Amazonas unit - AM, Brazil) has
been continuously discarding industrial wastewater from an effluent dike in a small water stream outside of the perimeter
of its operational area. The objective of this research was to perform a study of the bacterial community existent in a small
water stream (community 1: prior to effluent disposal, community 2: after effluent disposal) Water samples from the stream
were collected to totally extract their genomic DNA and subsequently utilize it as a template in the PCR using specific
oligonucleotides of 16S rDNA gene from the Bacteria domain. The PCR product was amplified, and the sequences obtained
through a pyrosequencing method were analyzed using the free software Mothur. The results obtained from the software
revealed the Acidobacteria phylum, Deltaproteobacteria class, and the Gp3 and Geobacter genus were all preponderant in
community 1. Likewise, in community 2, the Proteobacteria phylum, Betaproteobacteria class, and the Gp3 and Geobacter
genus were preponderant. The richness indexes reported a percentage change (both decrease and increase) for both
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communities; furthermore, these indicated that the diversity was more abundant in community 1. However, no significant
variance was observed between both communities (p>0.001) and all samples from each community yielded identical
genetic structures (p<0.05). The 25 % of the bacterial genders were cataloged as “unclassified”, and approximately 15 %
of the genders were cataloged as bio-remediators. The aforementioned data represents a challenge for biotechnological
exploration in this environment, with the potential to identifying and classifying new taxonomic groups.

Keywords: Amazon, metagenomic study, oil activity, richness and diversity indexes, 16S rDNA gene.

Introduccion

Una gran parte de la biodiversidad en los ecosistemas amazdnicos esta representada por hongos y bacterias. En las
muestras ambientales, la estructura de las comunidades bacterianas es altamente compleja y diversa (Torsvik et al, 1990),
y esta complejidad representa un desafio para la biotecnologia. Con respecto a los microorganismos biorremediadores
de ambientes contaminados, los mismos se encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y cuerpos de agua, cuyas
comunidades normalmente constituyen menos que 1% de la comunidad bacteriana total, pero cuando los hidrocarburos estan
presentes, estas comunidades aumentan en 10% (Atlasy Cerniglia, 1995). Ciertas estimaciones indican que aproximadamente
99 % de los microorganismos presentes en muchos ambientes naturales, no son cultivables en laboratorio mediante técnicas
tradicionales de cultivo (Amann et al, 1995). Los avances recientes en biologia molecular, especialmente en la tecnologia
de secuenciacién del acido desoxirribonucleico (DNA, segun sus siglas en inglés), han brindado mas oportunidades para
estudios exhaustivos de microorganismos en diversos ecosistemas (Parmar et al, 2019), especificamente realizando analisis
metagendémico (genomas secuenciados directamente de la muestra ambiental, sin necesidad de cultivo y aislamiento de
microorganismos en laboratorio), para determinar de manera mas realista la diversidad bacteriana (Peixoto et al, 2011).

En medio de laregion amazdnica brasilefia, la provincia petrolera de Urucu constituye el inico activo de produccion
de petrdleo y gas de la empresa Petrobras (unidad Amazonas UN-AM). Desde el inicio de sus operaciones en el afio 1988,
los efluentes industriales de esta provincia petrolera, son vertidos en pequefios riachuelos alrededor del area operacional,
desde un dique de efluentes. Esto después de realizar el control en la estacidn de tratamiento de efluentes (ETE), validando
que los parametros fisicoquimicos estén dentro de la normativa ambiental del Consejo Nacional del Medio Ambiente,
especificamente la norma N2 357 (marzo de 2005) (CONAMA, 2005).

A pesar del cumplimiento de la normativa ambiental para el vertido de efluentes en cuerpos de agua de la provincia
petrolera de Urucu, la empresa Petrobras (UN-AM) no ha realizado una evaluacidon de los microorganismos existentes en
el ecosistema del riachuelo donde se vierten los efluentes desde el inicio de sus operaciones, lo cual es fundamental para
conocer la biodiversidad (analisis taxonémico) y garantizar la conservacién del mismo. La taxonomia es la ciencia que
identifica una especie, la cual es un grupo de individuos (especimenes) que muestran, en mayor o menor grado, la variabilidad
intrapoblacional siempre presente (Bicudo, 2004). Entre las diferentes herramientas tecnolégicas para realizar andlisis de
taxonomia, determinacion de indices de riqueza y diversidad, asi como la diferencia estadistica entre las comunidades de
estudio, se encuentra el programa libre Mothur (Schloss, 2009).

El objetivo de esta investigacion fue realizar un andlisis de la comunidad bacteriana existente en un riachuelo
(comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido), donde es realizado el vertido continuo de efluentes
por la empresa Petrobras (unidad Amazonas UN-AM), para identificar taxondmicamente los microorganismos y comparar
estadisticamente la riqueza y diversidad existente en este ecosistema.

Materiales y Métodos
Area de estudio

El estudio fue desarrollado en la provincia petrolera de Urucu, denominada base operacional de Petrobras ge6logo
Pedro de Moura (BOGPM), con la siguiente localizacién geografica: 4230°S/64230°0; a 653 km de Manaos (linea recta). Esta
base se encuentra en la cuenca del rio Urucu en el margen derecho del rio Solimdes, en el municipio Coari, estado Amazonas,
Brasil.

Parte experimental
Después de varias visitas al campo en la provincia petrolera de Urucu (Petrobras UN-AM), en septiembre de 2011

se realiz6 la recolecciéon de muestras para esta investigacion. Fueron seleccionados ocho puntos de colecta (4 puntos aguas
arriba del vertido y 4 puntos aguas abajo del vertido de efluentes), recaudando en total 16 1 de agua clasificadas como
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comunidad 1 (riachuelo antes de vertido) y comunidad 2 (riachuelo después del vertido), y depositados en botellas de
plastico esterilizadas, siendo 2 | por cada punto. Los datos y coordenadas geograficas de todos los puntos de colecta de
muestras, se encuentran en la Tabla 1.

Enellaboratorio, las muestras fueron centrifugadas en tubos Falcon de 50 ml, descartando el agua del sobrenadante,
hasta obtener apenas el material sélido (minimo de 0,25 g requeridos para cada extraccion de DNA). Para este proceso se
utilizé un centrifugador marca Eppendorf modelo 5810R, a una rotaciéon de 4.000 rpm durante 10 min. Para la extraccién del
DNA total se sigui6 el procedimiento recomendado por el fabricante del PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories
Inc., EE.UU.), a fin de realizar el estudio metagendmico de las muestras.

Tabla 1. Localizacién de puntos de colecta de muestras de agua en el riachuelo con vertido continuo de efluentes de

hidrocarburos.
N° Lugar Cédigo Coorde,nadas Profundidad de la
geograficas colecta (m)
1 Centro de riachuelo a 50 m Pl S 04° 51" 40,4” 02
aguas arriba 0 065° 17" 52,77 ’
. . . S 04° 51" 40,47
2 Orilla de riachuelo a 50 m aguas arriba P2 0065° 17" 52.7 0,2
. . S 04° 51" 40,3~
3 Centro de riachuelo a 80 m aguas arriba P3 0065° 17" 52.8” 0,3
. . . S 04° 51" 40,3~
4 Orilla de riachuelo a 80 m aguas arriba P4 0065° 17° 52.8” 0,2
5 Centro de riachuelo a 50 m P5 S 04° 51" 40,8” 03
aguas abajo 0 065° 17" 50,8” ’
6 Orilla de riachuelo a 50 m P6 S 04° 517 40,8” 02
aguas abajo 0 065° 17" 50,8” ’
7 Centro de riachuelo a 80 m P7 S 04°51°40,9” 02
aguas abajo 0 065° 17" 50,47 ’
3 Orilla de riachuelo a 80 m P8 S 04° 51" 40,9 02

aguas abajo

0 065° 17 50,37

Posteriormente, el material fue colocado en un termociclador (AB Applied Biosystems veriti 96 well Thermol
cycler) programado para realizar el siguiente ciclo de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, segun sus siglas en inglés):
desnaturalizacion inicial a 95 2C por 4 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 2C por 1 min, anillamiento a 59 2C por 1
min y extension a 72 °C por 40 seg; seguida de extension final a 72 2C por 5 min. Se utilizaron cuatro tipos de iniciadores
(primers): MID1, MID2, MID3 y MID4, combinando todas las muestras con cada uno de estos, para luego ser corridos en dos
plataformas diferentes, utilizando la técnica de pirosecuenciacién (454 Roche).

Para facilitar el andlisis posterior, las muestras fueron agrupadas en dos comunidades, catalogadas de la siguiente
manera:

- Comunidad 1: conformado por las muestras P1, P2, P3 y P4.
- Comunidad 2: conformado por las muestras P5, P6, P7 y P8.

La mezcla para PCR fue compuesta por 5 pl de DNA de cada muestra, 1 pl del primer iniciador, 1 pl del iniciador
reverso, enzima taq DNA polimerasa y agua ultra pura Milli-Q (agua desionizada) para completar una solucién final de 25

ul. La PCR fue realizada por quintuplicado para las ocho muestras, y la combinacién de los iniciadores con las diferentes
muestras o bibliotecas, fue la siguiente (la especificacién de los iniciadores se encuentra descrita en la Tabla 2):
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- Muestra 1: P1 con MID1 - Muestra 5: P5 con MID1
- Muestra 2: P2 con MID2 - Muestra 6: P6 con MID2
- Muestra 3: P3 con MID3 - Muestra 7: P7 con MID3
- Muestra 4: P4 con MID4 - Muestra 8: P8 con MID4

Tabla 2. Iniciadores utilizados en la amplificaciéon de fragmentos de DNA para las comunidades del riachuelo con vertido
continuo de efluentes de hidrocarburos.

Tipo Especificacion Secuencia de nucleétidos (5°-3°)
Iniciador
reverso Lib-L B Key CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGGGGACTACCAGGG
. 16SR TATCTAAT
(primer
reverse)

LeS.LibLEMIDl  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACACGACGACTAC
TCCTACGGRAGGCAGCAG

. CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACACGTAGTATACT

Iniciadores  16S-LibL-F-MID2 -1\ c GGRAGGCAGCAG

(primers  16S-LibL-F-MID3  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACACTACTCGTACT

Jorward) CCTACGGRAGGCAGCAG

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGACACGTATACT

168-LibL-F-MID4 1A cGGRAGGCAGCAG

El proceso de purificacion del DNA se realizé utilizando el GFXTM PCR DNA and gel band purification kit (GE Healthcare),
siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante (corte de las bandas en faja de 500 pares de base pb). Con el objetivo
de validar la purificacién de las muestras, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 0,8 % y marcador de peso molecular
1 kb (1 kb= 1.000 pares de bases) como referencia, 5 ul de cada muestra purificada, aproximadamente por 1 h a 70 volts.

Los productos finales de cada tratamiento se almacenaron a una temperatura criogénica de -20 °C, hasta ser
enviados a la empresa GenOne (Rio de Janeiro-R], Brasil), para aplicar la técnica de Pirosecuenciacién (plataforma Roche
454) y obtener resultados integros de alta calidad en el estudio metagendmico, aplicando el programa libre Mothur (versién
1.34.0, febrero 2014) (Schloss, 2009).

Resultados y Discusion

Como resultado de la aplicacién de la técnica de Pirosecuenciaciéon (Roche 454), se obtuvieron secuencias de
nucledtidos para todas las muestras consideradas en el presente estudio, las cuales fueron analizadas mediante el programa
libre Mothur (Schloss, 2009).

Clasificacion taxonémica

La identificacién y clasificacién taxonémica para esta investigacion, fue basada en el programa libre Mothur. El
analisis taxonémico fue realizado a nivel de: filo, clase y género.

Filos

Se encontraron 28 filos bacterianos catalogados cientificamente, asi como también filos “no clasificados”
(microorganismos no catalogados cientificamente). La Figura 1 presenta la proporcién de los filos predominantes, con
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valores de frecuencia relativa >0,1 % en alguna muestra.
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Figura 1. Filos bacterianos predominantes en las comunidades del riachuelo con vertido continuo de efluentes de
hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

Los filos predominantes en las dos comunidades fueron de tipo “no clasificados” (>30 % de frecuencia relativa),
seguido de los filos Proteobacteria y Acidobacteria (<5 %). Se pudo observar un incremento en el filo Proteobacteria en
la comunidad 2, resultando un valor maximo de frecuencia <4 %; diferente de la comunidad 1, que tuvo valor maximo
de frecuencia <3 %. Con relacién al filo Acidobacteria, sucedi6 lo contrario, la magnitud de frecuencia disminuy6 en la
comunidad 2 (<2 %), mientras que en la comunidad 1, el valor maximo de frecuencia alcanzado fue de <4 %.

En un estudio realizado para analizar la diversidad microbiana presente en el rio Negro (afluente del Amazonas,
Brasil), se identificéd como filo predominante (81 %) Proteobacteria (Neves, 2013). Igualmente, el filo Proteobacteria fue el
mas abundante en todas las muestras de rios y lagos de la regién amazonica de Brasil (Peixoto et al,, 2011; Rodrigues, 2011;
Toyama, 2012), el cual es caracteristico de ambientes de agua dulce (Zwart et al., 2002).

Clases

Se identificaron 40 clases bacterianas catalogadas cientificamente y otras desconocidas (no clasificadas). En la
Figura 2, se presenta la distribucién de clases predominantes en las dos comunidades de estudio.
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Figura 2. Clases bacterianas predominantes en las comunidades del riachuelo con vertido continuo de efluentes de
hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

Lasclases con mayor frecuenciarelativa enlas dos comunidades fueronlas “no clasificadas” (<15 %). Enla comunidad
1 la clase dominante fue Deltaproteobacteria (<6 %), seguida de la clase Betaproteobacteria (<5 %). Especificamente en la
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comunidad 2, se observé una predominancia en la frecuencia de la clase Betaproteobacteria (<7 %), seguida de la clase

Deltaproteobacteria (<6 %) y la clase Alphaproteobacteria en tercer lugar (<4 %). La clase Alphaproteobacteria no presenté
variabilidad significativa en las dos comunidades (<5 %).

Con relacién al contexto anterior, Peixoto et al. (2011) obtuvieron la clase Betaproteobacteria como la mas
predominante en el rio Negro y la Betaproteobacteria en el rio Solimées (afluentes del rio Amazonas, Brasil). También
Rodrigues (2011) encontré como preponderante la clase Alphaproteobacteria en el estuario del rio Amazonas.

Géneros

Se identificaron 267 géneros bacterianos, ademas de los “no clasificados”. En la Figura 3 pueden observarse los
tipos de géneros dominantes, sin incluir los géneros atn no clasificados, a fin de facilitar la visualizacién grafica.
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Figura 3. Géneros bacterianos predominantes (excepto los “no clasificados”) en las comunidades del riachuelo con vertido
continuo de efluentes de hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

La comunidad 1 exhibié la mayor frecuencia de géneros bacterianos, resultando como mas dominantes los géneros
Gp3 (<1,6 %), Geobacter y Gpl (ambos <1 %) y 3_genus_incertae_cedis (<0,8 %). Luego, en menor proporcién (<0,2 %),
siguieron los géneros Geotrix y Anaeromixobacter. Los géneros que presentaron porcentaje de frecuencia relativa muy bajo,
no son mostrados en este grafico.

En la comunidad 2, los géneros Geobacter (<1,2 %) y Gp3 (<0,5 %) fueron los mas preponderantes, seguidos del
Gp1 (<0,4 %), el 3_genus_incertae_sedis, Anaeromyxobactery Geothrix (todos <0,3 %).

Para una mejor visualizacién grafica, los géneros bacterianos “no clasificados” son presentados en la Figura 4. Se
puede observar que la mayor proporcion de los géneros todavia no catalogados, se encuentra en la comunidad 1 (<31 %),
seguida de la comunidad de la comunidad 2 (<25 %).
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Figura 4. Proporcion de géneros bacterianos “no clasificados” en las comunidades del riachuelo con vertido continuo de
efluentes de hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.
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El género Gp3 pertenece al filo Acidobacteria y la clase Acidobacteria_Gp3, el cual también fue identificado en el
estudio realizado por Neves (2013) en el rio Negro (<11 %). El género Geobacter, que corresponde al filo Proteobacteria y
la clase Deltaproteobacteria, es estrictamente anaerdbico y capaz de degradar diversos compuestos organicos y aromaticos
(Kleinsteuber et al., 2012). Igualmente, el género Geobacter fue identificado con una frecuencia de 0,07 % en el rio Negro
(Neves, 2013). También estd el caso de estudio de la comunidad microbiana del rio Grangeiro, en el cual el género Geobacter
presento una frecuencia relativa aproximada de 41 % de genes resistentes al zinc (Xavier et al.,, 2019).

El género 3_genus_incertae_sedis pertenece al filo Verrucomicrobia y a la clase subdivision 3. El filo Verrucomicrobia
representa una fraccion significativa de las comunidades de agua dulce (Nishimura y Nagata, 2007), sin embargo, también
representa entre 2-8 % de la comunidad bacteriana observada en la rizosfera (Kielak et al, 2008). El género Geothrix
que pertenece al filo Acidobacteria y a la clase Holophagae, es un organismo estrictamente anaerébico con capacidad de
reduccion de hierro (Nevin y Lovley, 2002) y nitrato (Jin et al.,, 2015). Cannavan (2007) analiz6 la diversidad bacteriana en
suelos de la region amazoénica, y las secuencias presentaron valores menores de 31 % de frecuencia en el género Geothrix.

Con relacién al género Anaeoromyxobacter, se define como un microorganismo estrictamente anaerébico y capaz
de degradar sustratos organicos (Sun et al, 2012). Estos microorganismos fueron observados en ambientes con alta carga
organicay tienen regularmente participacion en las reacciones de hidrdlisis de compuestos organicos complejos (Hatamono,
2007; Pereyra, 2010). Ramos (2013) identific6 este microorganismo, especificamente una subespecie Anaeromyxobacter
spp., en la caracterizaciéon de aguas subterraneas contaminadas con mezcla de diesel y biodiesel, con una frecuencia relativa
de aproximadamente 18 %. Igualmente, Silva et al. (2007) identificaron el género Anaeoromyxobacter en muestras de
manglar de una cuenca petrolera (5 %).

En un estudio realizado en ambientes contaminados con metales pesados, de igual manera, el género
Anaeoromyxobacter fue uno de los predominantes en el riachuelo Los Macacos, con frecuencia relativa aproximada de 38
% (Xavier, 2019). El genoma completo de Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 (bacteria reductora de metal), fue aislado de un
medio contaminado, demostrando un gran potencial para procesos de biorremediacién (Hwang, 2015).

El género Gp1 pertenece al filo Acidobacteriay la clase Acidobacteria_Gp1, y fue identificado por Etto (2011) en una
comunidad de turfeiras (plantas pertenecientes a la familia Gentianaceae), y también por Ferreira (2011) como el género
preponderante en el ambiente acuatico donde se desarrolla una planta carnivora.

Del total de los 267 géneros bacterianos identificados, el 15 % de estos microorganismos fueron catalogados como
“biorremediadores” de ambientes contaminados, segtn lo relatado por varios autores (Mandri y Lin, 2007; Jacques et al.,
2007; Alvarado, 2009; Seo etal., 2009; Nustez et al., 2014; Xavier, 2019). Asimismo, estos microorganismos biorremediadores
presentan incremento en el nimero de secuencias finales, triplicando el valor en algunos casos especificos; corroborando
que cuando los hidrocarburos estidn presentes, estas comunidades aumentan en 10 % de la comunidad total (Atlas y
Cerniglia, 1995).

Curva de rarefaccion e indices de riqueza y diversidad

El agrupamiento de conjuntos de especies o géneros similares se denomina unidad taxonémica operativa (OTU,
segun sus siglas en inglés), los cual es la base para calcular las curvas de rarefaccién, los indices de riqueza y diversidad de
los microorganismos existentes en ecosistema estudiado. En la Tabla 3, se encuentran los datos de nimeros de secuencias
(inicial, final y no clasificados), asi como la distribucion de OTU entre las diferentes muestras.

Tabla 3. Distribucién de OTU para las comunidades del riachuelo con vertido continuo de efluentes de hidrocarburos.
Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

Numero de Cédigo NP° secuencias N° secuencias NP° secuencias N° OTU
comunidad muestra inicial final no clasificadas
P1 15.762 10.000 6.682 2.578
1 P2 6.969 4.000 2.691 1.109
P3 18.652 13.000 4.163 1.980
P4 36.392 25.000 9.729 3.709
P5 28.664 22.000 3.758 1.778
2 P6 23.056 15.000 4.692 1.895
P7 27.311 21.000 6.153 2.626
P8 16.796 12.000 4.041 1.634

OTU: unidad taxon6mica operativa.
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La comunidad 2 presentd la mayor cantidad de secuencias, tanto iniciales como finales, seguida de la comunidad
1. Cabe destacar que el la comunidad 1 mostr6 la mayor cantidad de secuencias de microorganismos no catalogados
cientificamente (no clasificados), a pesar de presentar un menor nimero de secuencias, tanto iniciales como finales. De la
misma forma, el numero de agrupamiento de géneros (OTU) fue mayor para la comunidad 1, a pesar de presentar un menor
numero de secuencias, seguido de la comunidad 2.

Curva de rarefaccion

Una curva de rarefaccion consiste en calcular el nimero esperado de especies (diversidad) en cada muestra, para
un tamafio de muestra patron. Estas curvas permiten extrapolar la relaciéon de OTU en funcién del nimero de secuencias e
indican el efecto del esfuerzo realizado en la secuenciacion, para estimar el valor maximo de OTU en un nivel filogenético.
La obtencién de una curva de este tipo permite la comparacién de muestras, aun con intensidades de muestras diferentes
(Ferreira, 2011).

Los datos para la construccién de las curvas de rarefaccién de las comunidades de estudio en esta investigacion,
fueron los datos generados a partir del programa Mothur con 97 % de similaridad, considerando que dos secuencias
pertenecen a la misma OTU si presentan una distancia p menor al 3 %. En la Figura 5 puede visualizarse la curva de
rarefaccion para las dos comunidades analizadas. Considerando el nimero de secuencias para las dos comunidades, puede
observarse que aunque se aumente el nimero de estas, la tendencia de las curvas es hacia la estabilidad.

IE 8000
2 5000
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g = 0.03 Comunidad 1
Z 3000 0.03 Comunidad 2

Q0 0 0 0 Q0QQ Q09
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Nimero de secuencias

Figura 5. Curvas de rarefaccion para las comunidades del riachuelo con vertido continuo de efluentes de
hidrocarburos. OTU: unidad taxondmica operativa. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.
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Este resultado indica que el nimero de secuencias realizadas en cada biblioteca, fue relativamente suficiente para
describir la diversidad presente en cada comunidad analizada. Asimismo, puede visualizarse que la diversidad fue mayor
para comunidad 1, o sea la cantidad de OTU fue mayor con relacién a la comunidad 2.

Indices de riqueza y diversidad

La estimacion de los diferentes indices de riqueza y diversidad bacteriana fue realizada mediante aplicacién del
programa Mothur (Schloss, 2009), el cual considera los indices especificos de Chaol y Ace para estimar la riqueza y los
indices de Shannon y Simpson para la diversidad (97 % similitud). Los datos de los indices de riqueza y diversidad, basados
en las OTU, se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4. Indices de riqueza y diversidad (97 % similitud) para las comunidades del riachuelo con vertido continuo de
efluentes de hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

Numero de Codigo N° secuencias No. Indices de riqueza Indices de diversidad
comunidad muestra finales UTO Chaol Ace Shannon Simpson
P1 10.000 2.578 6.169 9.829 6,62 0,005
1 P2 4.000 1.109 3.051 4.823 5,52 0,025
P3 13.000 1.980 4.353 6.636 5,67 0,016
P4 25.000 3.709 7.996 12.083 6,01 0,012
P5 22.000 1.778 4.390 7.991 3,02 0,363
2 P6 15.000 1.895 4.760 7.654 5,44 0,020
P7 21.000 2.626 5.975 9.407 5,20 0,057
P8 12.000 1.634 3.790 6.293 4.83 0,083

OTU: unidad taxon6émica operativa.
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El indice de estimacion de riqueza Chaol es basado en la abundancia de OTU (Unicas y raras), para estimar
la riqueza de una populacién de tamafio desconocido (Schloss, 2009). Por otra parte, el indice de Ace, es un método no
paramétrico para estimar el nimero de especies existentes en una comunidad microbiana, y se define como la suma de las
probabilidades de las especies observadas. El método Ace divide las frecuencias observadas en abundantes y grupos raros
(Kim et al., 2017).

En los resultados observados en la Tabla 4, especificamente con relacién a los indices de riqueza, Chaol y Ace,
algunos valores presentan disminucién y otros presentan incremento entre las muestras de la misma comunidad, asi como
entre muestras de las dos comunidades analizadas. Para realizar un andlisis de variacion porcentual de estos indices, se
realiz6 la comparacion de los resultados en los diferentes puntos de colecta de las muestras (a 50 y 80 m aguas arriba y aguas
abajo después del vertido de efluentes, tanto en el centro y en la orilla del riachuelo, respectivamente). En la Tabla 5 puede
visualizarse el analisis comparativo de la variacién porcentual en los indices de riqueza.

Tabla 5. Analisis de variacién porcentual de los indices de riqueza para las comunidades del riachuelo con vertido
continuo de efluentes de hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

. Indice de riqueza
Puntos de muestreo en el riachuelo q

Localidad Variacion porcentual (%)
Comunidad 1 Vs. Comunidad 2 Chaol Ace
Centro dseorlachuelo P1 P5 28,8 8 18,6 8
Orilla gggli&uelo a P2 P6 56,0 é 58,7 é
Ce'ntro dgorlachuelo P3 P7 37,2 é 41,7 é
Orilla ggélrighuelo a P4 P8 52,6 a 479 8

é: disminucién, é: incremento.

Al comparar los resultados de la muestra P1 con la muestra P5 (Tabla 5), las cuales estdn equidistantes a 50 m del
punto de vertido de efluentes, en el centro del riachuelo, pudo observarse la disminucién del 28,8 % en el indice Chaol y
una disminucién del 18,6 % en el indice Ace. Un comportamiento similar se obtiene al comparar los puntos de muestreo P4
y P8. Sin embargo, entre los puntos P2 y P6, y entre P3 y P7, se observé un incremento de 56,0 y 37,2 % en el indice Chao1l
y de 58,7 y 41,7 % en el indice Ace, respectivamente. Por lo tanto, en funcién de esta variacién porcentual (disminucién e
incremento) de los indices de Chaol y Ace, no se puede afirmar que la riqueza bacteriana sea mayor o menor en la comunidad
1 con relacién a la comunidad 2.

Por otra parte, el indice de Shannon mide la diversidad y es utilizado en situaciones en las que una comunidad
entera no puede ser inventariada. Su célculo lleva en consideracién que las especies presentan abundancias diferentes
(Rodrigues, 2011). En el resultado de esta investigacién (Tabla 4), este indice presentd una disminucién en todos los
valores de la comunidad 2, con relacién a la comunidad 1, indicando que la comunidad 1 posee una mayor diversidad.
Adicionalmente, el indice de Simpson mide la dominancia dentro de una comunidad y la sensibilidad a los cambios en las
especies abundantes. Es til para el monitoreo ambiental, el cual mide la variacién de las especies mas abundantes por
alguna perturbacion. Los valores de la diversidad, segin indice Simpson, se encuentran dentro de una escala de 0 a 1; siendo
mayor cuando se aproxima a uno, lo que indicard mayor dominancia y, por consecuencia, menor diversidad (Nique, 2010).
Los resultados de la diversidad, seguin el indice de Simpson (Tabla 4), fueron mayores (mas préximos a 1) en la comunidad 2,
lo que indica la existencia de una mayor dominancia de especies en la comunidad 2, pero con disminucién en la diversidad.
Por lo tanto, la comunidad 1, presenté una diversidad mayor con relacién a la comunidad 2.

Analisis estadistico

El analisis AMOVA (generado por el programa Mothur) es una prueba estadistica analogo al ANOVA (analisis
de varianza), y consiste en realizar el analisis molecular de la varianza. Este método se usa ampliamente en genética de
poblaciones para probar la hipotesis de que la diversidad genética dentro de dos poblaciones, no es significativamente
diferente de la que resultaria de la mezcla de ambas poblaciones (Neves, 2013). Los resultados del AMOVA generados por el
programa Mothur, se encuentran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados del AMOVA (programa Mothur) para las comunidades del riachuelo con vertido continuo de efluentes
de hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

Variacién AMOVA
Comunidad 1 vs. Comunidad 2 Entre los grupos Dentro de los grupos Total
SS 127,569 138,502 26,607
df 1 6 7
MS 127,569 0,230836
Fs: 552,637
Pyt 0,023

SS: suma de los cuadrados entre las dos comunidades; df: grados de libertad; MS: cuadrado medio entre las dos
comunidades; Fs: valor de F para a=0,01; p_ : probabilidad.

value®

Como puede observarse en la comparacién global entre las dos comunidades de estudio (Tabla 6), el resultado
refleja que no existe diferencia significativa entre ambas comunidades (p_, : >0,001). Adicionalmente, el analisis de
LIBSHUFF (Mothur) procura evaluar si las muestras (bibliotecas) de cada una de las comunidades analizadas, poseen la
misma estructura genética (Schloss, 2009). Los resultados generados del analisis LIBSHUFF, se presentan en la Tabla 7.

Los resultados muestran que no existe diferencia significativa en la estructura genética entre las muestras de
cada una de las dos comunidades analizadas (p>0,008; valor de p calculado después de la correcciéon de Bonferroni, p =
significancia/ntimero de comparaciones, p = 0,1/12).

Tabla 7. Resultados del analisis LIBSHUFF (programa Mothur) para las comunidades del riachuelo con vertido continuo de
efluentes de hidrocarburos. Comunidad 1: antes del vertido, comunidad 2: después del vertido.

Comunidad 1 Comunidad 2

Comparacion Probabilidad Comparacion Probabilidad

entre muestras P entre muestras P

(dCXYScore) (significancia 10 %) (dCXYScore) (significancia 10 %)
P1-P2 0,712 P5-P6 0,798
P2-P1 0,712 P6-P5 0,798
P1-P3 0,849 P5-P7 0,520
P3-P1 0,849 P7-P5 0,520
P1-P4 0,790 P5-P8 0,390
P4-P1 0,790 P8-P5 0,390
P2-P3 0,888 P6-P7 0,437
P3-P2 0,888 P7-P6 0,437
P2-P4 0,768 P6-P8 0,551
P4-P2 0,768 P8-P6 0,551
P3-P4 0,854 P7-P8 0,130
P4-P3 0,854 P8-P7 0,130

Conclusiones

En la comunidad 1, el filo dominante fue Acidobacteria con la clase Deltaproteobacteria, siendo los géneros Gp3'y
Geobacter los preponderantes en esta comunidad de estudio. Con relacion a la comunidad 2, el filo Proteobacteria, la clase
Betaproteobacteria y los géneros Geobacter'y Gp3, fueron los predominantes.
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Una parte de los microorganismos resultaron “no clasificados” (no catalogados cientificamente), aproximadamente
31 % en comunidad 1 y 25 % en comunidad 2. Aproximadamente 15 % de todos los géneros bacterianos identificados
fueron catalogados como biorremediadores de ambientes contaminados.

Los indices de riqueza presentaron variacion porcentual (disminucién e incremento) en ambas comunidades, lo
cual no permite definir en cual de las dos fue mayor la riqueza. Con respecto al indice de diversidad, los resultados indican que
la diversidad bacteriana en el comunidad 1, fue mas abundante con relacién a la comunidad 2. Sin embargo, estadisticamente
se comprobd que no existe diferencia significativa en la comparacién global entre ambas comunidades (p>0,001). Asimismo,
los resultados mostraron la misma estructura genética entre las muestras de cada comunidad analizada separadamente
(p>0,008).

Los resultados obtenidos representan un gran desafio para la exploracién biotecnoldgica y comprension de la
composicion, riqueza y diversidad de la comunidad bacteriana existente en este ecosistema, asi como un gran potencial para
identificar y clasificar nuevos grupos taxonémicos.
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