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RESUMEN

Los rios son ecosistemas vitales para la vida en la Tierra; aquellos que experimentan
interrupciones periddicas en su flujo se denominan rios intermitentes. El estudio de estos
cuerpos de agua es crucial para comprender mejor su funcidén ecologica. Los rios estacionales
de los tropicos ofrecen un escenario interesante para investigar los impactos de la intermitencia
fluvial, como es el caso del rio Cube, ubicado en el Choc6é Andino ecuatoriano. Dentro de los
rios, los microorganismos pueden concentrarse en biopeliculas como el perifiton, el cual
consiste en una matriz que alberga algas, hongos, bacterias e incluso protozoos. En el perifiton,
microorganismos como las bacterias responden ante cambios estacionales, por lo que
identificar posibles factores que causan cambios en la composicion de comunidades bacterianas
permitiria comprender mejor como la intermitencia afecta los procesos ecosistémicos en los
rios. En este estudio se empled el secuenciamiento del gen 16S ARNr para identificar y
caracterizar la diversidad bacteriana del perifiton en dos sitios de la cuenca del Cube,
analizando la variacion en tres meses de la €poca seca. Se encontro6 que la riqueza y diferencias
entre las muestras podrian estar influenciada por factores inherentes al sitio en el que se toma
la muestra. Por otro lado, la equitatividad (evenness) de la comunidad fue principalmente
influenciado por las condiciones del mes de colecta. Estos hallazgos son un primer paso para

comprender los factores que afectan a las comunidades bacterianas en los rios intermitentes.

Palabras clave: Rios intermitentes, estacionalidad, diversidad, bacterias, perifiton, Chocd

Andino.



ABSTRACT

Rivers are vital ecosystems for life on Earth; those that experience periodic interruptions in
their flow are known as intermittent rivers. Studying these water bodies is crucial for a better
understanding of their ecological function. Seasonal rivers in the tropics provide an intriguing
setting to investigate the impacts of fluvial intermittency, such as the case of the Cube River,
located in the Ecuadorian Andean Choc6. Within rivers, microorganisms can be concentrated
in biofilms like periphyton, which consist of a matrix that contains algae, fungi, bacteria, and
even protozoa. In periphyton, microorganisms such as bacteria respond to seasonal changes, so
identifying potential factors causing shifts in bacterial community composition would allow us
to understand how intermittency affects ecosystem processes in rivers. This study employed
16S rRNA gene sequencing to identify and characterize bacterial diversity in periphyton at two
sites in the Cube River basin, and to analyze variation across three months in the dry season.
We found that richness and differences among samples might be influenced by inherent site-
specific factors, while community evenness was primarily influenced by collection month
conditions. These findings represent a first step to understand the factors that impact bacterial

communities in intermittent rivers.

Keywords: Intermittent rivers, seasonality, diversity, bacteria, periphyton, Andean Choco.
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1. INTRODUCCION

Un rio se define como una corriente natural de agua que fluye por gravedad a lo largo de un
canal, dando forma a un ecosistema acuatico complejo de vital importancia ecoldgica para la
vida en la tierra (Huang et al., 2020; Bandyopadhyay, 2018). El agua en los rios funciona como
recurso o habitat para seres vivos, y al mismo tiempo actia como un medio que facilita la
conectividad e intercambio de energia, materiales y organismos (Sponseller et al., 2013). Para
los seres humanos, los rios constituyen una fuente de agua dulce para el uso domeéstico,
industrial y agricola. De acuerdo con el periodo de actividad del flujo de agua, un rio puede ser
clasificado como perenne o intermitente (Huang et al., 2020). Los rios perennes se distinguen
por mantener un flujo de agua continuo a lo largo de todo el afio; mientras que los rios
intermitentes, también llamados temporales o estacionales, experimentan interrupciones
periddicas en su flujo, ya sea en uno o mas segmentos de su curso (Messager et al., 2021; Leigh
etal., 2016).

Los canales intermitentes conforman mas de la mitad de la red fluvial global. (Datry, et al.,
2014a). Sin embargo, durante varias décadas, las investigaciones se han centrado en rios
perennes, por lo que hay una menor cantidad de informacidn sobre cuerpos de agua estacionales
(Borg et al., 2019; Datry, et al., 2014a; Eng et al., 206; Fovet et al., 2021; Jaeger et al., 204;
Pumo et al., 2016). Esta falta de reconocimiento de los arroyos intermitentes resulta en una
gestion deficiente de los mismos y la escasez de datos representa un desafio para lograr una
comprension holistica de estos sistemas (Fovet et al., 2021). En los Gltimos afios, el interés en
los rios intermitentes se ha incrementado debido a que albergan una biodiversidad resistente y
resiliente; asi como por la necesidad de comprender la influencia del cambio climatico y
actividades humanas en su régimen hidrologico (Fovet et al., 2021; Sabater et al., 2016;
Sarauskiené¢ et al., 2020). La inclusion relativamente reciente de los rios intermitentes en la

ecologia de agua dulce a nivel global y regional podria representar un cambio significativo en
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la comprension del papel que desempefian los rios en la regulacion de flujos de materiales y en
la preservacion de la biodiversidad (Datry et al., 2014a).

La investigacion y proyectos relacionados a redes fluviales estacionales estan creciendo en
alcance y profundidad de conocimiento (Datry et al., 2017; Datry et al., 2014a; Datry et al.,
2014b; Leigh et al., 2016; Magand et al., 2020). Por ejemplo, el proyecto DRYVER busca
predecir cambios en los patrones de intermitencia, con datos de diversos sistemas intermitentes
de Europa y Suramérica (DRYVER, 2020; Datry et al., 2021). Es importante cubrir la variedad
de rios intermitentes para lograr un conocimiento unificado, lo que implica incluir areas que
han recibido poca atencion como las regiones tropicales (Fovet et al., 2021). En los trépicos,
los rios estacionales generan pozas de agua que se conectan y desconectan con los cambios en
el nivel superficial y flujo subterrdneo de agua, lo cual es interesante porque da paso a
comunidades muy diversas (Sharmay Dutta, 2020). En este escenario, areas identificadas como
hotspots, o puntos criticos de biodiversidad, son de particular interés por su alta biodiversidad
endémica (Medina-Rivas et al., 2016). Uno estos hotspots es la region biogeogréafica del Choco,
el noveno punto con mayor biodiversidad de la Tierra (Datry et al., 2021). ElI Choco se extiende
a lo largo de las costas del océano Pacifico desde Panama hasta alcanzar el norte de Ecuador
(Tinoco et al., 2023). Dentro del Chocd Andino ecuatoriano, en la provincia de Esmeraldas, se
encuentra la cuenca hidrografica del Cube, cuyo cauce principal es un rio perenne y sus
nacientes, en su mayoria, son rios intermitentes (Datry et al., 2021). Por estas razones, la cuenca
del Cube se presenta como una zona relevante para investigar los efectos de la intermitencia
fluvial.

Enrios, la comunidad de microorganismos es fundamental debido a que desempefian funciones
que impactan a niveles superiores en el ecosistema (Li et al, 2021). Dentro de ecosistemas
fluviales, se ha reportado que las biopeliculas o biofilms, son puntos ricos en biodiversidad

microbiana riberefia (Battin et al., 2016). El biofilm que se forma en superficies sumergidas en
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rios y arroyos también se denomina como “perifiton”, el cual estd conformado por una
comunidad compleja de microorganismos, como algas, bacterias, hongos y protozoos,
embebidos en una matriz de proteinas y polisacaridos (Montuelle et al., 2010; Saltos, 2022).
Los microorganismos dentro del perifiton interactian fuertemente y son responsables del
mayor aporte de energia a través de la produccion primaria (Montuelle et al., 2010). La
comunidad de microorganismos en el perifiton responde a cambios en su ambiente, por lo que
puede ser usado como un bioindicador que permite evaluar el estado de un ecosistema (Pefia
etal., 2017; Montuelle et al., 2010).

En el perifiton, la comunidad bacteriana desempefia un rol importante debido a que sus
miembros pueden participar en ciclos biogeoquimicos y también realizar procesos relacionados
con la descomposicién de la materia organica. La comunidad bacteriana es un indicador
importante del estado del cuerpo de agua, pues la presencia de ciertas especies de bacterias
puede indicar contacto con contaminantes (Zaghloul et al., 2020). Ademas, la diversidad y
funcién microbiana estd estrechamente ligada a las fases hidroldgicas, por lo que pueden
aportan informacion sobre los efectos de la intermitencia en sistemas estacionales (Romani et
al., 2017). Investigaciones previas indican que los ciclos temporales influyen en la composicion
de la comunidad bacteriana al alterar la abundancia de especies especificas (Rubin y Leff,
2007). Estas alteraciones en la comunidad podrian influir en el rol de las bacterias en el
ecosistema por las funciones inherentes entre los taxones bacterianos (Philippot et al., 2021).
Por consiguiente, investigar microorganismos como bacterias en muestras de perifiton podria
resultar Gtil para entender el impacto la estacionalidad en una comunidad que cumple un rol
importante en procesos ecosistémicos del rio.

En cuanto a los métodos disponibles para estudiar la diversidad bacteriana, las técnicas
moleculares actuales ofrecen la oportunidad de obtener informacién sobre la composicién de

la comunidad de manera rapida y eficiente, pues no requieren de medios de cultivo y es posible
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identificar especies que no son detectadas por métodos tradicionales (Zwart et al., 2002). Los
enfoques moleculares han demostrado ser valiosos para lograr una comprension mas completa
de la diversidad microbiana, uno de los métodos que se utiliza para estudiar la comunidad de
microorganismos consiste en secuenciar un gen o fragmento de ADN que permita identificar a
las especies presentes en una muestra (Liu et al., 2020). Actualmente, el gen 16S ARNTr es el
que mas se utiliza para el analisis de la diversidad bacteriana (Pédron et al., 2020). Gracias a
tecnologias de secuenciamiento de nueva generacion, se ha registrado informacion relacionada
con cambios de las comunidades microbianas en el tiempo y con énfasis en diferentes factores
ambientales (Ju y Zhang, 2015).

Estudiar la biodiversidad es de particular importancia por su valor intrinseco, los beneficios
que puede proveer a los seres humanos y por las funciones que cumplen los organismos en su
habitat (Duffy, 2009; Patrick, 1997; Schneiders et al., 2012). Por estas razones, el presente
estudio tiene como objetivo caracterizar la diversidad de la comunidad bacteriana del perifiton
y entender como cambia esta comunidad en dos sitios de cuenca del rio Cube durante la época
seca. En este trabajo se identificaron los grupos microbianos presentes en los dos lugares de
estudio, en muestras recolectadas al inicio de los meses de agosto, octubre y diciembre de 2021.
Se realizaron analisis de alfa y beta diversidad para identificar si existia una diferencia de las
comunidades entre los sitios y entre los meses de colecta. También se realizé un breve un
analisis de los posibles factores que podrian estar involucrados en los cambios de la comunidad.
Aunque este estudio proporciona una pequefia vision de lo que ocurre a nivel microscopico en
el perifiton, también representa un avance para identificar como el lugar y los cambios
estacionales impactan en las comunidades bacterianas en rios con distintos patrones de
intermitencia tropical. Ampliar la cantidad de muestras podria enriquecer ain mas el analisis y
tener aplicaciones potenciales en conservacion y gestion responsable de los ecosistemas

acuaticos.
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2. METODOS
2.1 Area de investigacion y toma de muestra
Las muestras de perifiton utilizadas en este trabajo se recolectaron en dos puntos especificos
de la cuenca del rio Cube, ubicada en la provincia de Esmeraldas, Ecuador (Anexo 1). Los dos
sitios de muestreo se denominan: Bilsa — Cuchilla y Quebrada — Platano. Se tomaron muestras
de ambos puntos en tres campafias de colecta en los meses de agosto, octubre y diciembre
(Anexo 2). Las seis muestras fueron trasladadas a la Universidad San Francisco de Quito y se
almacenaron en congelacion en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal para su posterior
procesamiento.
2.2 Extracciéon de ADN
Para la extraccidon de ADN, se utilizé una muestra de 3 ml de perifiton y se siguié el protocolo
del kit DNeasy® PowerSoil® Pro de QIAGEN (2023) con una modificacion: después de
agregar la solucién C1, se incluy6 un paso adicional de lisis con la soluciéon C1 a 70°C durante
10 minutos. Los pasos posteriores se continuaron conforme se detalla en el manual. Todas las
soluciones utilizadas en la extraccion fueron proporcionadas por el kit. A continuacion, para
cuantificar la concentracion y calidad de ADN, se utilizé el espectrofotometro NanoDrop2000
(Invitrogen). EI ADN extraido de cada muestra fue eluido usando la solucién C6 provista por
el kit y se mantuvo a—-20°C.
2.3 Secuenciamiento y analisis bioinformatico
El ADN extraido de cada una de las 6 muestras fue enviado a la empresa de biotecnologia
Macrogen, con sede en Corea del Sur, donde se llevo a cabo la secuenciacion de las regiones
V3-V4 del gen 16S ARNr. La tecnologia de secuenciacién fue lllumina MiSeq. Con los datos
de las secuencias obtenidas, se siguid el flujo de trabajo del paquete de DADA2 (Callahan,
2015) en la herramienta RStudio para filtrar las secuencias de baja calidad y realizar la

asignacién taxondémica. Después, se procedid a limpiar las secuencias identificadas como
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cloroplastos y mitocondrias, seguido de una rarefaccion de las secuencias a 24,800 lecturas en
cada muestra. Con la asignacion taxonémica de ASVs de bacterias, se generd una tabla de
conteos que se utilizd en R para evaluar la composicion de las comunidades y llevar a cabo
andlisis de alfa y beta diversidad con los paquetes Ohchibi y Vegan (Oksanen, et al., 2023;
Salas, 2019).

Los resultados de indices de alfa diversidad se agruparon para realizar comparaciones entre
campafas de colecta y sitios de recoleccidn, las cuales se evaluaron con una prueba estadistica
ANOVA para comprobar si existia una diferencia significativa entre sitios y campafias. Por
otro lado, en el analisis de beta diversidad se obtuvo la matriz de disimilitud de Bray-Curtis, a
partir de la cual se realiz6 un grafico PCoA. En este caso, se realizd la prueba estadistica

PERMANOVA para determinar la varianza explicada por el modelo (R?) y la significancia.
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3. RESULTADOS

1.1 Concentraciones e indices de calidad de ADN extraido

A partir de las extracciones, se evalud tanto la concentracion como la calidad del ADN obtenido
de las muestras (Tabla 1). El ADN extraido de cada una de las muestras cumplié con los
criterios necesarios para ser enviado a secuenciar: las concentraciones superaron los 10 ng/pl
y los valores del indice 260/280 se encontraban entre 1,7 y 2,5.

1.2 Analisis diferencial de abundancias de clases de bacterias

Con los archivos de las secuencias procesadas, se realizé el grafico de abundancias relativas
presentado en la Figura 1. Ambos puntos de recoleccion comparten las 11 clases
predominantes que se visualizan en el grafico, cuyos nombres se especifican en la leyenda de
la Figura 1, mientras que las clases menos abundantes se encuentran agrupadas como “otros”.
Aunque los dos sitios comparten las 11 clases presentadas en la figura, se observa que ciertas
clases muestran una mayor prevalencia en uno de los sitios en contraste con el otro punto de
colecta. Para empezar, en Bilsa-Cuchilla se encontré la mayor proporcién de la clase
Actinobacteria, especialmente en el mes de octubre, en el cual se encontr6 en un porcentaje de
27,3% del total de especies en la muestra. En este sitio también hay una mayor abundancia de
Cyanobacteriia, con una proporcion de 7,4 a 10,2%, y Planctomycetes, de 5 a 8,6%. En
comparacion, Quebrada-Platano tiene un 3% de Cyanobacteriia y entre 3 a 6.5% de
Planctomycetes en los tres meses. Es posible observar que clase Acidimicrobiia también es mas
abundante en Bilsa (4,9 — 8,4%), pero esta diferencia no es tan marcada como la que se observa
con las tres clases mencionadas previamente. En Bilsa también se observo que las proporciones
de la clase Alphaproteobacteria cambian poco en los 3 meses de muestreo, con un rango de
21,5 —27,3%, mientras que en la Quebrada-Platano disminuye de 20,5% en agosto a 14,5% en

diciembre.



18

Por otro lado, en Quebrada-Platano se encontrd una mayor proporcion de la clase Anaerolineae,
con una prevalencia entre 4,3 — 8,8%; mientras que la abundancia de esta clase disminuye
considerablemente en Bilsa en un rango de 0,4 - 1,1%. En la Quebrada también se encontr6d
una mayor abundancia de Gammaproteobacteria (10,5 — 15,2%), Bacteroidia (4,9 — 5,8%), y
una mayor proporcion correspondiente a clases de bacterias con abundancias bajas, las cuales
se encuentran agrupadas como “otros” (22 — 29,4%). Las clases como Thermoleophilia y
Verrucomicrobiae se mantienen porcentajes de abundancia que cambian poco durante los tres
meses de colecta, con rangos entre 3,9 — 5,1% y 2,9 — 5,7%, respectivamente. Por otro lado, su
abundancia en Bilsa disminuye considerablemente en el mes de octubre: Thermoleophilia baja
a 2,2% y Verrucomicrobiae se reduce a 2,3%.

1.3 Comparacion de rigueza y equitatividad entre sitios

Se obtuvieron los valores riqueza y equitatividad (evenness) de las 6 muestras (Tabla 2). Al
realizar las comparaciones entre los dos sitios, la prueba estadistica ANOVA demostré que no
se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa entre los valores de riqueza de Bilsa-
Cuchilla y Quebrada-Platano, con un valor P de 0,154 (Figura 2A). Sin embargo, se observa
que la Quebrada tiene una tendencia a tener mayor diversidad que Bilsa; en la Quebrada, el
rango se encuentra entre 1366 a 1822 especies, mientras que Bilsa tiene un rango de 1329 a
1364 especies.

De igual forma, tampoco se obtuvo una diferencia significativa en la equitatividad de la
comunidad bacteriana de los dos sitios, pues el valor P de la prueba estadistica fue 0,758
(Figura 2B). Los valores de equitatividad fueron mucho mas similares entre ambos puntos de
muestreo: en Bilsa el rango de valores fue de 0,90 a 0,92; mientras que la Quebrada tuvo un
rango de 0,90 a 0,94 (Tabla 2).

1.4 Comparacion de riqueza y equitatividad entre campafias de colecta
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Al comparar los valores de acuerdo con el tiempo, no se encontrd una diferencia significativa
entre la riqueza de los tres meses de colecta, pues la prueba estadistica indic6 un valor P de
0,747 (Figura 3A). En este caso, no se identificd ninglin mes que mostrara una clara tendencia
hacia una mayor riqueza, pero es posible observar que la riqueza es muy similar en diciembre
y agosto. El mes de octubre tuvo el rango de mas amplio debido a que fue el mes en el que
Bilsa tuvo el menor valor de riqueza (1240) y Quebrada tuvo su mayor valor (1897).

Por otro lado, en la Figura 3B se observo una clara diferencia entre los valores de equitatividad
(evenness) de la comunidad en cada mes. La prueba ANOVA confirmé que esta diferencia era
estadisticamente significativa, con un valor P de 0.0275. Se identific6 que las comunidades
bacterianas eran mas uniformes durante diciembre y agosto. En diciembre los valores de
equitatividad fueron de 0,94 en Quebrada y 0,92 en Bilsa, mientras que en el mes el valor la
equidad fue de 0,92 en los dos sitios (Tabla 2). Por otro lado, en el mes de octubre se observo
una disminucion en la equidad de especies de la comunidad hacia 0,90 en ambos puntos de
colecta.

1.5 Anadlisis de coordenadas principales

En cuanto al andlisis de beta diversidad, se obtuvo el grafico de PCoA, en el cual se observo
una agrupacion de las muestras en los dos extremos de acuerdo con sitio de colecta (Figura 4).
Segun el andlisis estadistico PERMANOVA, no se encontr6 significancia en el efecto, lo que
indica que no hay suficiente evidencia para demostrar que el factor sitio influye en las
diferencias entre las muestras. No obstante, se obtuvo un valor de 0.433 en el R?, es decir el
43,3% de la de la varianza es explicada por el modelo, lo que sugiere que con un mayor nimero
de muestras se podria comprobar estadisticamente que el factor sitio de colecta tiene un efecto

sobre las diferencias entre las muestras.
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4. DISCUSION

Los resultados de la figura 1 muestran comunidades compuestas por clases bacterianas que
cumplen su rol en ciclos biogeoquimicos, degradacion de materia orgéanica y formacién de
biofilm (Pilgrim et al., 2022). Si bien hay investigaciones limitadas en rios intermitentes del
Chocd Andino que permitan realizar mejores comparaciones, las clases bacterianas
identificadas en este estudio, como Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
Cyanobacteriia y Actinobacteria se han reportado previamente en ecosistemas acuaticos y en
investigaciones realizadas en arroyos intermitentes (Cruaud, 2020; Febria et al., 2015). Para
analizar las variaciones en la abundancia de clases, es importante considerar que el grafico
PCoA de la figura 4 indica que las diferencias entre las muestras pueden deberse a factores
inherentes al lugar. Aunque la prueba estadistica no confirma que el efecto del factor sitio es
significativo, esto podria estar relacionado con el pequefio tamafio de muestra, pues otros
estudios han reportado que el lugar si influye en la beta diversidad (Langenheder y Lindstrom,
2019; Sabater y Admiraal, 2005). Cambios en las condiciones fisicas, quimicas y biologicas
entre sitios ofrecen nichos que pueden ser ocupados por diferentes especies (Sabater y
Admiraal, 2005). Por esa razon, en los proximos parrafos se detalla la comparacion de
abundancias de las clases bacterianas entre los dos sitios de muestreo.

En el caso de las clases de bacterias encontradas en Bilsa-Cuchilla, la alta abundancia de
Actinobacteria y Alphaproteobacteria (Figura 1) posiblemente se deba a que son clases de
bacterias comunes en sedimentos de rios (Timoner et al., 2014). La presencia de dichas clases
podria estar fuertemente influenciada por la materia organica en el sitio, dado posee miembros
con capacidad de descomponer compuestos organicos complejos (Freixa et al., 2016).
Actinobacteria también puede sobrevivir largas condiciones de sequia gracias a su gruesa capa
de peptidoglicano en la pared celular de bacterias gram-positivas, al igual que clase Bacilli

(Gionchetta et al., 2019). Por lo tanto, la capacidad de estas dos clases de resistir la desecacion
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podria favorecer su prevalencia en la temporada seca. También se ha reportado que
Planctomycetes tiene patrones de ocurrencia relacionados con Cyanobacteriia (Svoboda,
2020). Esto se refleja en la figura 1 donde ambas clases muestran una mayor presencia en Bilsa
y disminuyen en conjunto en Quebrada.

Por otra parte, en Quebrada-Platano se destaca una mayor proporcion de ciertas clases
compuestas principalmente por especies anaerobias, como Bacteroidia, asi como otras clases
exclusivamente conformadas por bacterias anaerobias estrictas, como Anaerolineae (Fang et
al., 2017; Podosokorskaya et al., 2013). El notable aumento de estas clases en Quebrada
probablemente se debe a que las condiciones del sitio favorecen microambientes anaerobicos,
pues el oxigeno dentro del perifiton depende de caracteristicas fisicas de la matriz que permitan
su difusion (Pratiwi et al., 2011). En Quebrada también se observa una menor proporcion de
clases que pueden realizar fotosintesis oxigénica como Cyanobacteriia, lo cual también podria
propiciar la abundancia de bacterias anaerdbicas al disminuir el grado de produccion
fotosintética del oxigeno, otro factor importante en la distribucion de este elemento en el
perifiton (Carlton y Wetzel, 1987). Otras clases como Gammaproteobacteria se caracterizan
por exhibir una enorme variedad de fenotipos y capacidades metabolicas (Gao et al., 2019).
Realizar inferencias con clases tan diversas presenta desafios; aunque la figura 1 presenta
abundancias relativas a nivel de clase, una resolucion taxondmica mas especifica seria
beneficiosa para comprender mejor el rol de clases muy diversas en el sitio de muestreo.

La precision taxondmica se ve restringida por caracteristicas relacionadas con método de
secuenciacion. El secuenciamiento completo del gen 16S ARNr permite una mejor
identificacion taxondmica a nivel de género, a diferencia de una region restringida por el
tamafio del amplicon en el secuenciamiento con Illumina (Numberger et al., 2019). Otra
limitacion es la escasez de informacion disponible en bases de datos sobre ciertas clases

identificadas, como ocurre con Thermoleophilia, cuyas caracteristicas se basan unicamente en
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informacion obtenida a partir de la secuenciacion del gen 16S ARNr (Hu et al., 2019). A pesar
de que el uso de técnicas moleculares proporciona una vision mas amplia de los
microorganismos en muestras ambientales, es crucial continuar la investigacion para identificar
donde se encuentran bacterias que no pueden ser cultivadas.

La composicién de la comunidad provee informacion sobre la dindmica de las poblaciones
bacterianas, pero otras medidas como la riqueza de especies y la equitatividad (evenness),
también permiten comparar los sitios y entender como influyen efectos espaciotemporales en
la composicion bacteriana (Algarte et al., 2017). Aungue este estudio no identificé diferencias
significativas en la riqueza y la equidad entre los sitios, es importante considerar que so6lo se
analizaron 6 muestras. Un tamafio de muestra reducido puede sobreestimar efectos
individuales, lo que lleva a conclusiones erroneas (Mgller y Jennions, 2002). Por esa razon, la
tendencia hacia una mayor riqueza en la Quebrada (Figura 2A) subraya la importancia de
llevar a cabo futuros analisis con un mayor niumero de muestras para verificar si realmente no
existe una diferencia en la riqueza entre ambos sitios. Es posible que, al realizar un analisis con
mas muestras, se encuentren diferencias significa-tivas en la riqueza debido a que las
variaciones de especies en el perifiton estan relacionadas con factores locales como nivel de
nutrientes, luz y herbivoria (Algarte et al., 2017).

Aunque se necesitan comparaciones con muestras adicionales, la tendencia de una mayor
rigueza en Quebrada-Platano es interesante debido a que el sitio de muestreo se encuentra cerca
de un cultivo de platanos, caracteristica de la que deriva su nombre. Generalmente se ha
aceptado que la riqueza de especies se reduce como consecuencia de actividades
antropogeénicas, pero se ha reportado que actividades que provoguen un incremento en las
concentraciones de nutrientes pueden aumentar la riqueza de especies en el perifiton (Ager et
al., 2010; Algarte et al., 2017). Por ese motivo, la proximidad a una platanera podria ser un

factor que afecta en la riqueza de especies debido a que los cultivos usualmente estan
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acompariados del uso de fertilizantes que proporcionan nichos ecoldgicos adicionales para
diferentes especies bacterianas (Ren et al., 2020). No obstante, otras condiciones como
temperatura, pH y la diferencia del dosel también podrian favorecer naturalmente el
crecimiento de una mayor cantidad de especies en Quebrada-Platano.

En cuanto a la comparacion entre campafias de colecta, el hecho de que la comunidad
experimente cambios la equitatividad (Figura 3B) indica que la presencia de ciertas
poblaciones bacterianas es fluctuante a en el tiempo. Estudios de algas y bacterias del perifiton
han reportado un aumento en la equidad relacionado a la temperatura, pero no con los niveles
de nutrientes; es decir que una mayor temperatura acoplada a nutrientes limitados da lugar a
una comunidad mas uniforme (Piggott et al., 2015; Nelson et al., 2013). Por ello, una alta
equitatividad durante diciembre y agosto podria estar relacionado con la temperatura y cambios
en la disponibilidad de nutrientes en los dos meses, lo que da lugar comunidades més uniformes
que en el mes de octubre. Es importante considerar que las reducciones en la equidad de la
comunidad en respuesta a cambios ambientales pueden afectar la dinamica de los
microorganismos dentro del perifiton (Wilsey y Potvin, 2000; Carles et al., 2021).
Considerando la importancia del perifiton en el ciclo de nutrientes y su valor como
bioindicador, se recomienda realizar un analisis que incluya muestras de otros meses para
entender la influencia de la temporada hiimeda en la diversidad (Gulzar et al, 2017). También
es necesario incluir otros organismos en el andlisis, como algas, hongos e incluso
macroinvertebrados, porque €stos también interactiian y tienen un impacto en las bacterias
presentes en el perifiton (Tonkin et al., 2014). Los resultados de este estudio ofrecen una
perspectiva muy pequena de los factores que podrian influir en la comunidad bacteriana, pero
son un primer paso en el que se detecta y cuantifica la biodiversidad, lo cual es un prerrequisito
para entender como los procesos ecologicos e impactos antropogénicos podrian afectar a las

bacterias del perifiton en rios intermitentes (Ager et al., 2010)
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5. CONCLUSIONES
En el presente estudio Se caracterizo la diversidad de la comunidad bacteriana del perifiton en
dos sitios de cuenca del rio Cube durante la época seca. Considerando las funciones que
cumplen las clases identificadas en el ecosistema, se realiz6 un analisis de los posibles factores
gue influyen en las abundancias de las clases bacterianas entre los dos sitios de colecta.
También se realizaron andlisis de alfa diversidad para comprender los posibles factores que
afectan a la riqueza y equidad de las comunidades. Entre los dos sitios no se identificaron
diferencias estadisticamente significativas en los valores de riqueza y equitatividad.
Unicamente se identifico que la equidad de la comunidad fue significativamente diferente entre
los tres meses de la época seca en los que se recolectaron las muestras. En otras palabras, las
condiciones del mes en esta temporada tienen un mayor impacto en la uniformidad de la
comunidad que las condiciones del sitio.
Aunque no fue posible comprobar el efecto del factor sitio con la prueba estadistica en los
analisis de beta diversidad, el grafico de PCoA sugiere que las caracteristicas del sitio podrian
influir en las diferencias entre las muestras. Un mayor tamafo muestra permitiria validar de
manera mas robusta los posibles efectos del sitio en la comunidad.
Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan una vision inicial sobre los factores que
podrian impactar la comunidad bacteriana, representando un primer paso para comprender
como los procesos ecologicos pueden afectar a las bacterias presentes en el perifiton de los rios
intermitentes. La inclusion de un mayor nimero de muestras que también pertenezcan a la
época humeda, junto con un andlisis mas amplio que incorpore otros organismos (como algas
y hongos), permitiria obtener una comprension mas solida de los factores que influyen en las

comunidades bacterianas de los ecosistemas fluviales intermitentes.



6. TABLAS

Tabla 1. Concentraciones y calidad del ADN extraido de las muestras

Mes

Agosto

Diciembre Octubre

Sitio de colecta Cddigo de la Concentracién indice

muestra (ng/ul) 260/280
Bilsa-Cuchilla CUB-02-M4 31,2 1,79
Quebrada-Platano CUB-12-M4 55,6 1,6
Bilsa-Cuchilla CUB-02-M5 50,1 1,85
Quebrada-Platano CUB-12-M5 29 2,14
Bilsa-Cuchilla CUB-02-M6 63 2,05
Quebrada-Platano CUB-12-M6 40,1 1,74

25

Indice
260/230

0,07
0,18
0,75
0,18
0,82

0,43
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Tabla 2. Indices de alfa diversidad

- . . indice indice  Inverso
Mes Sitio CEnlEDe Riqueza ke Il de de de
Muestra (Evenness)  Chaol . :
Shannon Simpson Simpson
= Bilsa Cub-02-M4 1364 0,92 1373,12 6,65 1,00 433,40
=
< | Quebrada Cub-12-M4 1522 0,92 1538,12 6,75 1,00 325,11
g Bilsa Cub-02-M5 1240 0,90 1246,33 6,42 1,00 305,34
>
S Quebrada = Cub-12-M5 1897 0,90 1937,62 6,81 0,99 196,96
E Bilsa Cub-02-M6 1329 0,92 1338,41 6,64 1,00 406,46
5
E Quebrada = Cub-12-M6 1366 0,94 1366,38 6,75 1,00 473,06
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7. FIGURAS
Bilsa-Cuchilla Quebrada-Platano

Octubre Diciembre Agosto Octubre Diciembre
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Acidimicrobiia
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Verrucomicrobiae
Otros

Abundancia Relativa

Figura 1. Gréfico de abundancias relativas de las clases de bacterias encontradas.

Representacion grafica de las proporciones de las clases bacterianas mas abundantes identificadas en las muestras.
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Figura 2. Comparacion de la riqueza y equitatividad entre sitios de colecta.

A) El diagrama de caja (boxplot) muestra la riqueza de especies en Bilsa-Cuchilla y en
Quebrada-Platano. B) En el diagrama se representan los valores respecto a la equitatividad de
la comunidad bacteriana en Bilsa-Cuchilla y en Quebrada-Platano. Los puntos de colores

representan los valores obtenidos en cada campana de recoleccion.
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Figura 3. Comparacion de la riqueza y equitatividad entre las campafias de colecta.

A) En el diagrama de caja (boxplot) se representa la distribucion de los valores de la riqueza
obtenidos en cada campana. B) En el diagrama se ilustra la equitatividad de la comunidad
bacteriana en las tres campafas de colecta. Los puntos de colores representan los valores

obtenidos en cada sitio de muestreo.
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Figura 4. PCoA de las comunidades bacterianas de los sitios de colecta.
Analisis de coordenadas principales construido con la matriz de disimilitud de Bray-Curtis.

Se empled la prueba PERMANOVA para encontrar la varianza explicada por el modelo (R?)

y la significancia (p).
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ANEXOS

Anexo 1. Sitios de muestreo en la cuenca hidrografica del Cube
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Anexo 2. Fotografias de los dos sitios de muestreo en las tres campaiias de colecta
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Anexo 3. Hidrograma de la cuenca hidrografica del Cube
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