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RESUMEN

La contaminacion de ecosistemas acuaticos por hidrocarburos es un problema ambiental significatitivo que
afecta la biodiversidad y salud humana. El objetivo de este estudio fue determinar la composicion y estructura de
comunidades microbianas asociadas a aguas contaminadas con hidrocarburos mediante un enfoque
metagendmico. Se analizaron 331 archivos de 6 paises del repositorio MGnify del gen 16S rRNA; se utilizd
SILVA y Kraken2 para la clasificacion taxondmica y RStudio para los analisis de diversidad. Se identificaron 77
phylum, 551 familias y 1387 géneros bacterianos, con predominio de Proteobacteria y Desulfobacterota, taxones
claves para la degradacién del contaminante. Familias predominantes como Colwelliaceae demostraron un
potencial biorremediador mediado por genes funcionales implicados en el proceso de degradacién de
hidrocarburos. Asimismo, se detectaron microorganismos no cultivables y bacterias con potencial patégeno. La
metagendémica demostré su importancia en la comprension de dindmicas ecoldgicas microbianas y su aplicacion
en estrategias con enfoque remediador.

Palabras clave: Metagendmica; hidrocarburos; diversidad microbiana; biorremediacion; aguas contaminadas.

COMPOSITION AND STRUCTURE OF MICROBIAL COMMUNITIES ASSOCIATED WITH
HYDROCARBON-CONTAMINATED WATERS USING A METAGENOMIC APPROACH

ABSTRACT

The contamination of aquatic ecosystems by hydrocarbons is a significant environmental problem that affects
biodiversity and human health. The objective of this study was to determine the composition and structure of
microbial communities associated with hydrocarbon-contaminated waters using a metagenomic approach. A total
of 331 files from six countries in the MGnify repository of the 16S rRNA gene were analyzed; SILVA and Kraken2
were used for taxonomic classification and RStudio for diversity analysis. A total of 77 phyla, 551 families, and
1,387 bacterial genera were identified, with a predominance of Proteobacteria and Desulfobacterota, key taxa for
pollutant degradation. Predominant families such as Colwelliaceae demonstrated bioremediation potential
mediated by functional genes involved in the hydrocarbon degradation process. Likewise, uncultivable
microorganisms and bacteria with pathogenic potential were detected. Metagenomics demonstrated its
importance in understanding microbial ecological dynamics and its application in remediation strategies.

Keywords: Metagenomics; hydrocarbons; microbial diversity; bioremediation; contaminated water.



1. INTRODUCCION

El petréleo crudo es un recurso esencial para la industria global, pero también constituye una fuente importante
de contaminacion en los ecosistemas terrestres, atmosféricos y oceanicos. Factores como el aumento de la
poblacion, los estilos de vida modernos y otras influencias han provocado una mayor exposicion a los
hidrocarburos de petréleo en nuestra vida diaria [1]. El sector hidrocarburos genera un volumen superior a los
250 millones de barriles de agua al dia a nivel mundial, con efectos nocivos para los ecosistemas y el ser
humano [2]. A medida que los campos de produccidén envejecen, la cantidad de agua recuperada en superficie
aumenta debido a la reinyeccion de fluidos como mecanismo para mantener la presion del yacimiento y la
produccion del petréleo [3].

La contaminacion de aguas por hidrocarburos es uno de los principales problemas ambientales actuales que
afecta tanto a los ecosistemas marinos, como la biodiversidad asociada y sus productos. Segun el Ministerio
para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demografico [4], los impactos se pueden clasificar en efectos letales —que
provocan la muerte directa de los organismos por simple contacto con el crudo afectando su funcionalidad-,
subletales —que causan alteraciones genéticas, fisiologicas y reproductivas-; e indirectos —que modifican
habitats, redes troficas y relaciones ecoldgicas-.[5,6,7] Estos impactos reflejan la complejidad de los dafios
ambientales y justifican la busqueda de estrategias sostenibles para la recuperacién de los ecosistemas
acuaticos y la mitigacién de los hidrocarburos.

A lo largo de los anos, se han implementado técnicas de limpieza y recuperaciéon de aguas basadas en métodos
fisicos y quimicos, que entre las técnicas mas utilizadas se encuentran las barreras flotantes, absorbentes
inorganicos, dispersantes quimicos, quema in situ o rompedores de emulsiones [8]. Sin embargo, su efectividad
es limitada y temporal, ya que no eliminan completamente los contaminantes, sino que los trasladan o
transforman en subproductos téxicos, generando una gravedad similar, y son un riesgo debido a sus efectos
téxicos en el ecosistema. Su alto costo, baja sostenibilidad y limitada eficiencia frente a contaminaciones
extensas ponen en evidencia la necesidad de soluciones mas efectivas y sostenibles para el medio ambiente,
como la biorremediacion [9].

La biorremediacion se presenta como una estrategia prometedora, basada en el uso de microorganismos para
eliminar, reducir o transformar contaminantes en compuestos de menor toxicidad utilizando los contaminantes
como sustratos. Se puede realizar tanto in situ como ex situ, e incluyen una serie de técnicas biorremediadoras
como la bioestimulacién, que es la adicion de nutrientes o aceptores de electrones con el fin de potenciar los
consorcios bacterianos nativos; la bioaumentacién, que consiste en la incorporacién de microorganismos o
consorcios especificos para acelerar el proceso de la degradacion y la biodegradacion, que transforma
compuesto de hidrocarburo en compuestos mas simples y menos toxicos. Se ha implementado el uso de
consorcios disefiados que son integrados por diferentes especies con diferentes funciones para descomponer
distintas partes de los hidrocarburos de manera complementaria. Entre las especies con mayor potencial
degradador destacan Acinetobacter sp, Bacillus sp, Pseudomonas sp. Rhodococcus sp, y Serratia sp las
cuales, producen biosurfactantes que incrementan la solubilidad y biodisponibilidad de los hidrocarburos,
potenciando su captacién y posteriormente, la degradacién [10,11]. Esta funcién de produccién de compuestos
naturales son las que permiten que las bacterias utilicen el crudo como fuente de nutrientes, que, a diferencia de
los surfactantes sintéticos, no resultan téxicos para el ambiente.

Los avances en las tecnologias dmicas han permitido a la ecologia microbiana generar una gran cantidad de
secuencias genéticas y desarrollar herramientas bioinformaticas de alta calidad, con el fin de procesar y analizar
grandes volumenes de datos. Herramientas como la gendmica, transcriptomica, proteomica y metabolémica
facilitan en gran medida la caracterizacion taxondémica y funcional de comunidades microbianas complejas como
aquellos microorganismos no cultivables que dificultan el estudio de las comunidades microbianas acuaticas,
especialmente en entornos contaminados por hidrocarburos. La metagendémica, al analizar secuencias de ADN
de microorganismos no cultivados, permite la identificacion de genes implicados en la degradacién de
hidrocarburos [12]. Ademas, el analisis del gen 16s rRNA ofrece acceso a la fraccion microbiana no cultivable,
permitiendo conocer linajes previamente desconocidos y ampliando el conocimiento de las interacciones y rutas
metabdlicas [13]. Gracias a estas herramientas, se pueden identificar microorganismos presentes y también, las
rutas metabdlicas implicadas en el proceso de la degradacién de compuestos organicos. Es decir que, los datos
generados facilitan la seleccion de microorganismos o consorcios con mayor capacidad degradadora,



optimizando recursos, reduciendo costos y aumentando la sostenibilidad de las estrategias de limpieza. En este
sentido, estudios han evidenciado prevalencia de géneros como Pseudomonas, Alcanivorax, Desulfobacteria y
Bacillus en ambientes contaminados, destacando por su papel biodegradador de hidrocarburos aromaticos y
alifaticos [14].

Regis Antonioli investigd las respuestas funcionales de comunidades microbianas en sedimentos marinos
contaminados, lo cual permitié identificar la prevalencia de Desulfobacteria y el enriquecimiento de enzimas
asociadas a la degradacion del tolueno, demostrando la importancia y eficacia de la integracién de distintas
omicas [15]. De manera similar, en Libano se realizé un estudio donde se puso en evidencia la transformacion
de la comunidad microbiana de los sedimentos tras un derrame de petréleo, con aparicion de géneros como
Woeseia, Bacillus y Vibrio, demostrando la adaptacién y respuesta funcional de los microorganismos con
potencial degradador [16]. En Ecuador, gracias a la secuenciacion del gen 16s rRNA, se identificaron consorcios
bacterianos resistentes a metales, predominando Pseudomonas y Staphylococcus, con un alto potencial de
remocion de contaminantes, confirmando el valor del uso de estas tecnologias para identificar, caracterizar y
seleccionar cepas con fines biorremediadores [17].

El uso de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, junto con bases de datos bioinformaticas como
NCBI, ENA y MGnify permiten recopilar, comparar y visualizar secuencias microbianas. Esto ha marcado un
cambio importante en la microbiologia ambiental, puesto que aparte de tener descripciones generales de las
comunidades se puede realizar analisis mas complejos para lograr un mayor conocimiento respecto a sus
funciones, interacciones y las rutas metabdlicas implicadas en la degradacion de los hidrocarburos.

Con ello se demostré que, aunque los avances en la bioinformatica y ciencias émicas han evolucionado
notoriamente el conocimiento acerca de las comunidades microbianas en ambientes contaminados aun existe
una brecha a nivel global en la comprensidon de manera integral de la composiciéon, abundancia y funciones
ecoldgicas en la degradacion de hidrocarburos. Es por esto que, el objetivo de este estudio fue determinar la
composicién de la microbiota asociada a la contaminacién por hidrocarburos mediante herramientas
bioinformaticas y bases de datos, aportando asi informacion cientifica que contribuye a mejorar las bases para el
disefio de estrategias biorremediadoras aun mas efectivas.

2. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarrolld6 bajo un enfoque metagendémico de amplicones, empleando datos publicos
disponibles en la base de datos MGnify del European Bioinformatics Institute [18]. El flujo de trabajo contempld
tres etapas principales: busqueda y selecciéon de datos, analisis bioinformatico (por ejemplo, control de calidad,
identificacion taxonémica) y analisis estadistico, cuya secuencia metodoldgica se sintetiza en el flujo general de
procesamiento mostrado en la Figura 1.



Figura 1. Flujo general de procesamiento y andlisis metagenémico empleado
2.1. Seleccion set datos

Se realizé la busqueda y descarga de datasets metagendmicos depositados en MGnify [18] correspondientes a
aguas contaminadas con hidrocarburos en diferentes regiones del mundo, donde se emplearon las palabras
clave “Oil spill”, “Oil water” y “Oil contaminated” como criterios de busqueda, como criterio de inclusion, se
seleccionaron unicamente aquellos proyectos que especificaran el analisis del gen marcador 16S rRNA y cuyos
archivos presentaran una calidad de lectura con Phred score mayor a 20, garantizando asi una adecuada
confiabilidad en el procesamiento y analisis de las secuencias. En total, se analizaron 291 archivos FASTQ
crudos (raw data) provenientes de siete paises (Tabla 1).

Tabla 1. Datasets metagendmicos seleccionados de MGnify asociados a aguas contaminadas con
hidrocarburos.

Palabras clave ENA acceso Estudio Numero de muestras Pais
MGYS00001416 PRJEB7646 34 Finlandia
Oil contaminated MGYS00001471 PRJEB7900 11 Italia
MGYS00001426 PRJEB18772 134 Rusia
Oil spill MGYS00001538 PRJEB14899 32 Noruega
MGYS00001620 PRJEB10119 5 Italia
_ MGYS00001475 PRJEB5200 9 Noruega
Ollwater  \16vs00001538 PRJEB14899 32 Pert
MGYS00002820 PRJDB4762 34 China
Total 291 7

2.2. Analisis Bioinformatico

Una vez descargados los archivos crudos (FASTQC), se realizd un analisis de control de calidad utilizando
FastQC [19], con el propésito de identificar posibles problemas relacionados con la calidad de las bases, la
presencia de adaptadores o los niveles de duplicacién en las lecturas.



Las secuencias se sometieron a clasificacién taxonémica mediante Kraken2 [20], empleando la base de datos
SILVA 138 [21] enfocada en genes ARNr 16S.

Los resultados obtenidos de la clasificacidon con Kraken2 se transformaron en un archivo BIOM mediante scripts
personalizados, con el fin de preparar los datos para el analisis ecolédgico posterior, finalmente las clasificaciones
taxondémicas y los datos de abundancia fueron visualizados en la plataforma Pavian [22] lo que permitid
corroborar el niumero total de lecturas clasificadas.

2.3 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos de ecologia microbiana se realizaron en el programa RStudio [23] empleando los
paquetes microbiome, ggplot2 phyloseq [24]

Se calcularon los indices de diversidad alfa, incluyendo el indice de Shannon, la dominancia de Berger-Parker, la
equidad de Pielou y la rareza; la diversidad beta fue evaluada mediante las distancias Bray—Curtis,
representadas graficamente a través de un analisis de coordenadas principales (PCoA). Adicionalmente, se
generaron graficas para representar la composicion y variabilidad de las comunidades microbianas en diferentes
niveles taxonémicos. La interpretacion de los resultados se apoy6 en la consulta de literatura cientifica con el fin
de identificar posibles asociaciones funcionales entre los taxones identificados.

3. RESULTADOS

El control de calidad realizado con FastQC demostré resultados satisfactorios para las secuencias analizadas
(Figura 2A).
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Figura 2. A). Resultados generales del control de calidad en FastQC
B). Grafico de calidad por posiciéon de base en valores Phred



En la tabla se describe de manera general la informacién de los archivos dispuestos a ser utilizados después del
filtro realizado. Se evidencié el nombre de la muestra, la cantidad de secuencias, la longitud de pares de bases y
el contenido de %GC.

Después del control de calidad se garantiza una fidelidad adecuada respecto a la lectura de bases. El grafico de
calidad por posicion (Figura 2B) evidencié que los valores utilizados como limite de Phred fueron mayor a 30 y
se mantuvieron de manera predominante a lo largo de las lecturas, incluyendo las leves pero marcadas
diferencias hacia los extremos y el final, siento un comportamiento habitual en el proceso de secuenciaciones
con lllumina.

Esto permite demostrar que las secuencias escogidas presentan una alta calidad para los analisis taxonémicos.
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Figura 3. Diagrama de Sankey generado en Pavian a partir de los resultados de clasificacion taxondmica
obtenidos con Kraken2.

El diagrama de Sankey se obtuvo después de la clasificacidon taxonémica de las secuencias analizadas (Figura
3). Esta visualizacién permitié identificar la jerarquia desde el dominio hasta el género de cada muestra
analizada, representada mediante conexiones entre los distintos niveles de la jerarquia. Las lineas de union
reflejaron la relacion que existe entre taxones y la proporcién relativa de todas las secuencias que fueron
clasificadas en grupos, mientras que, los nimeros junto a los nombres indicaron la cantidad de muestras
identificadas en cada categoria, mientras que el grosor de las lineas representé de manera proporcional las
secuencias asociadas a cada grupo. En este caso, la muestra de Peru evidencié el predominio del dominio
Bacteria, con el filo mas abundante que es Proteobacteria concentrando mas de la mitad de las lecturas. Se
observé también la presencia de varias familias géneros que han sido asociados a la degradacion de
hidrocarburos.

Se obtuvo en total 15.567.608 lecturas crudas (raw data), que posterior a al control de calidad y normalizacién se
obtuvieron 10.388.178 lecturas crudas. Del total de lecturas normalizadas, se evidencid que el 40% fueron
asignadas a Peru, 32% a Rusia, 12% China, 8% Noruega, 6% ltalia y por ultimo, 2% Finlandia. En total se
identificaron 77 phylum 551 familias y 1387 géneros.



3.1 Abundancia relativa a nivel de phylum

De los 10 phylum mas abundantes (Figura 4), Proteobacteria, Desulfobacterota, Bacteroidota y Bacteroidetes
corresponden al 83% de la abundancia total.

Se demostré la abundancia relativa de los principales phylum bacterianos de las muestras analizadas
provenientes de seis paises: China, Finlandia, Italia, Noruega, Peru y Rusia. Se evidenciaron diferencias
notables en la composicion microbiana entre las muestras analizadas.
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Figura 4. Abundancia relativa a nivel de phylum

El phylum Proteobacteria fue el mas dominante en 5 de los 6 paises donde se tomaron las muestras con un
valor de abundancia relativa general de 72%, mientras que, en lItalia, el phylum predominante fue
Desulfobacterota representando casi el 60% del phylum. Para Proteobacteria las muestras de Peru y Rusia son
el 81% de la abundancia general. En contraste, China, Finlandia e Italia tuvieron una proporcién menor cercana
al 10%.

Desulfobacterota mostré una presencia considerable siendo el 4% de las muestras totales. En China e ltalia
obtuvo un 96% de abundancia en total, a diferencia de Rusia que fue del 4%.

Los phylum Bacteroidota y Bacteroidetes obtuvieron una abundancia general similar, ambas con 3%
demostraron una variabilidad moderada, donde China y Rusia compartieron el 73% de la abundancia de
Bacteroidota; mientras que en Peru se obtuvo un 99,9% de abundancia para Bacteroidetes.

3.2 Composicion taxonémica de las comunidades microbianas a nivel de familia

De las 551 familias encontradas en las muestras analizadas (Figura 5) se encontré que las familias
Colwelliaceae, Saccharospirillaceae, Vibrionaceae, Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Porticoccaceae,
Rhodobacteraceae, Cycloclasticaceae, Shewanellaceae, Yersiniaceae representaron el 55% de las muestras.
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Figura 5. Abundancia relativa a nivel de familia

En general, Colwelliaceae y Saccharospirillaceae representaron el 17% y 11% de la abundancia,
respectivamente. Las muestras de Peru representan una alta proporcién de las abundancias relativas totales,
siendo casi del 66% para Colwelliaceae y 95% para Saccharospirillaecae. Se evidencié también que, a pesar de
ser las familias con mayor abundancia, tan solo Colwelliaceae es predominante en Noruega y Peru; en
contraste, Vibrionaceae presenté una mayor abundancia en Rusia con 8%. A diferencia del resto de familias,
que sus abundancias relativas individuales son menores al 10%.

3.3 Composicion taxondmica de las comunidades microbianas a nivel de género

Se obtuvo una alta variabilidad de géneros bacterianos, de los cuales se lograron identificar aproximadamente
1.400 géneros bacterianos (Figura 6). La mayoria de géneros bacterianos representan individualmente menos
del 1% de abundancia relativa, y son tan solo 16 géneros bacterianos los cuales superaron este porcentaje.
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Figura 6. Abundancia relativa a nivel de género

Mas del 50% de la abundancia relativa total a nivel de género fue representada por 10 géneros: Colwellia, Vibrio,
Oleispira, Klebsiella, Photobacterium, C1-B045, Cycloclasticus, Shewanella, Pseudoalteromonas y Serratia.
Colwellia fue el género predominante en los 6 paises con un 22% de abundancia relativa. En similitud con la
Figura 3, Noruega y Peru fueron los paises con mayor abundancia, representando el 99,8%, mientras que, Rusia
represento el porcentaje restante.

Vibrio por su parte, demostré6 una proporcion menor con un 7%, del cual, Rusia fue el pais con mayor
dominancia de esta familia con un 97%; en contraste, en Finlandia no se encontré esta familia en las muestras
analizadas.

En ltalia predomind otro género, Desulfotignum con 99,9% de abundancia y Woeseia en China represento6 el
83% de la proporcion de abundancia. El género identificado como C7-B045 tuvo mayor representacion en paises
como Finlandia y Peru, el cual pertenece a un género de bacteria no cultivable.

3.4 Diversidad alfa de comunidades microbianas

Se logran observar los valores de los indices de diversidad alfa calculados para las comunidades bacterianas de
cada pais, categorizado en riqueza observada, rareza, indice de Shannon e indice de Berger-Parker. Figura 7.
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Figura 7. Diversidad alfa en muestras. A). indice de Shannon. B). indice de Berger-Perker. C) Riqueza
observada. D). Rareza.

El indice de Shannon (Figura 7A), el cual evalua la diversidad considerando la riqueza y la equitatividad de los
taxones, mostro los valores mas altos en China y Finlandia, lo que indica una alta y equilibrada diversidad junto
a una comunidad bacteriana muy similar. En contraste, Noruega presento los valores de diversidad mas bajos a
pesar de la cantidad de muestras analizadas. Y por ultimo, Peru e ltalia presentaron variabilidad media con
muestras que oscilaron entre los niveles mas bajos y altos de diversidad, demostrando una heterogeneidad
marcada interna.

El indice de Berger-Parker, que refleja los taxones mas dominantes y el grado de este (Figura 7B), demostro, en
correspondencia con el indice de Shannon, que Noruega presenté los valores mas altos, evidenciando
dominancia de taxones y poca diversidad bacteriana. China y Finlandia demostraron una representacion sin
taxones dominantes marcados. Nuevamente Peru e Italia, demostraron una heterogeneidad interna, significando
algunas muestras con comunidades equilibradas y otras dominadas por pocos taxones. Rusia, por su parte
demostré comunidades relativamente diversas y dominancias similares.

La riqueza permite medir la cantidad de taxones totales que fueron detectados (Figura 7C), China presento los
valores mas altos indicando alta cantidad de taxones y poca variabilidad entre las muestras. Italia y Pera han
destacado por su variabilidad entre muestras y mostraron niveles intermedios con una alta dispersién, ltalia
presentd una composicidon consistente sin valores bajos tan extremos. La riqueza de Rusia se evidencié de
manera moderada y con una alta variabilidad. Por ultimo, Finlandia y Noruega presentaron unos de los valores
mas bajos, Finlandia con muestras similares y Noruega con una diversidad taxonémica muy limitada en
comparacion con los demas paises a pesar de tener una cantidad considerable de muestras atipicas.

Por ultimo, la rareza evidencio diferencias marcadas entre paises (Figura 7D). Noruega presenté los valores mas
altos, considerando una alta presencia de taxones poco comunes en sus comunidades. De manera similar, Italia
y Peru demostraron valores altos, pero Italia fue el que presentd mas dispersion entre muestras. Por su parte
China y Finlandia demostraron valores menores o intermedios representando una rareza moderada en



comparacioén con los otros paises. Y Rusia fue el pais que presenté valores mas bajos, sugiriendo dominancia
por taxones comunes y poca presencia de taxones raros.

3.5 Diversidad beta y estructura de la comunidad

En la Figura 8 se represent6 el analisis de coordenadas principales, donde se evidencié una distribucion
espacial de las comunidades microbianas de los seis paises en funcion de sus diferencias composicionales.
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Figura 8. Taxones con mayor representacion

Los dos ejes explicaron el 20.7% y el 9.9% de la variacion total, respectivamente.

Las muestras provenientes de Finlandia se agruparon en un extremo, mostrando una composicién microbiana
similar entre las muestras. Paises como Peru y Noruega tuvieron una composicion similar debido a la cercania y
sobreposicion entre las muestras de los 3 paises; sin embargo, muestras de Noruega tuvieron una mayor
dispersion sin distanciarse tanto.

Italia y Rusia, por su parte, fueron los paises con mayor dispersion sugiriendo gran variabilidad interna de las
muestras. Las muestras de Rusia en comparacion con los demas paises fueron muy altas, por lo cual puede
sugerir una sobreestimacion de los analisis realizados en este pais.

Y por ultimo, China, que se posicioné en el inferior izquierdo, demostré una similitud entre sus propias muestras
e incluso, una muestra analizada de lItalia tuvo una composicion muy diferente al resto de su pais, pero alta
afinidad a las muestras de China. A pesar de esto, China demostré una variabilidad relativamente baja en
comparacion con Rusia y Noruega.

Dentro de la distribucion, el patrén general evidenci6 divisiones entre comunidades microbianas de los diferentes
paises, reflejando una amplia variaciéon en cuanto a composicién taxondmica y su estructura relativa de las
poblaciones bacterianas.

4. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)



El analisis metagendmico de las comunidades bacterianas presentes en aguas contaminadas por hidrocarburos
permitid identificar una amplia diversidad microbiana distribuida en distintos niveles taxondmicos, al igual que en
otros estudios metagendmicos este enfoque facilitd la deteccién de microorganismos no cultivables, grupos con
potencial degradador de hidrocarburos y varias familias predominantes con potencial patégeno.

Los datos de secuenciacion a nivel de phylum (Figura 4) revelaron que las comunidades microbianas estaban
compuestas predominantemente por Proteobacteria, en diversos estudios se han reportado como dominante en
ambientes contaminados con hidrocarburos, atribuyendo esta prevalencia a su alta versatilidad metabdlica,
réapida capacidad de respuesta a cambios ambientales y amplio repertorio de genes catabdlicos que les permiten
degradar diferentes fracciones de hidrocarburos [25,26,27]. El segundo phylum mas abundante fue
Desulfobacterota, este es conocido por su adaptabilidad a diversos niveles de oxigeno y su capacidad para
degradar hidrocarburos alifaticos y aromaticos, esto concuerda con un estudio realizado en sedimentos
mediterraneas y Caspio donde se evidencié que Desulfobacterota fue uno de los principales contribuyentes a la
degradacion de hidrocarburos, portando genes implicados en la oxidacion de compuestos alifaticos y aromaticos
bajo condiciones variables de oxigenacion [28]. La elevada abundancia de Desulfobacterota en las muestras de
China e ltalia se podria explicar por la presencia de zonas microdxicas y andxicas en los sedimentos costeros de
ambas regiones [29,30] condiciones que favorecen el crecimiento de bacterias sulfatorreductoras.

Las dos familias predominantes en las muestras analizadas mostraron su mayor, el cual concentrd
aproximadamente el 30% de las muestras globales, junto con Rusia y Noruega, con un elevado nuimero de
muestras. La diferencia en la cantidad de datos entre paises pudo generar una sobreestimacion, de abundancias
relativas, especialmente en los grupos dominantes de los paises con mayor cantidad de muestras. Ambas
familias fueron dominantes en Peru. De esta manera, Colwelliaceae, la cual es conocida por ser psicrofila; su
habitat generalmente es marino, como hielo, sedimentos y zona pelagica, es decir, zonas articas como Noruega.
Las condiciones climaticas entre Noruega y Peru son similares en areas como en la Corriente de Humbdolt en
Peru, que transporta aguas frias y ricas en nutrientes a lo largo de la costa peruana beneficiando a las especies
pertenecientes de esta, las cuales son conocidas por su capacidad degradadora de hidrocarburos [31]. Este
hallazgo coincide con los estudios realizados del derrame de Deepwater Horizon en el Golfo de México donde se
encontré que la especie Colwellia sp. domind en la columna, en comparacion con el orden Oceanospirillales que
fue el predominante en la primera etapa del derrame. Se considera que la especie tenia una baja presencia en
las profundidades del océano; sin embargo, al momento de entrar en contacto con el hidrocarburo, se generé un
nuevo nicho con una abundante fuente de carbono, actuando como presion selectiva y las especies de Colwellia
aumentaron su abundancia junto con el género Cycloclasticus y Oceanospirillalles [32]. Saccharospirillaceae por
su parte, mostré una presencia limitada en el resto de paises, pudiéndose asociar a las condiciones ambientales
mencionadas; sin embargo, el conocimiento de esta familia es escaso ya que se suele mencionar de manera
general con el orden al que pertenece (Oceanospirillales), el cual tiene especies con potencial degradador [33].
Estudios filogenéticos mostraron su estrecha relacion con Oceanospirillum, que tiene capacidad de degradacion
de hidrocarburos [34]. Esto resalta la necesidad de realizar estudios adicionales que evallen su papel ecoldgico
y metabdlico en ambientes contaminados.

La presencia predominante de Flavobacteriaceae en las muestras de China, Italia y Finlandia puede atribuirse a
la amplia plasticidad ecoldgica y metabdlica de esta familia, permitiendo su adaptacién a distintas condiciones
ambientales, se han aislado bacterias de la familia Flavobacteriaceae de diversos habitats, como agua de mar
[35] y sedimentos de aguas profundas [36], este grupo de bacterias heteroétrofas marinas se caracteriza por una
notable capacidad para degradar polimeros complejos y productos intermedios de la biodegradacion de
hidrocarburos, en un estudio realizado en el Mar de China Oriental, se reporté Flavobacteriaceae como una de
las familias dominantes en aguas costeras eutréficas, donde su abundancia se correlaciona positivamente con la
temperatura, materia organiza disuelta y la productividad reflejando su afinidad por ambientes ricos en carbono
organico [37]. Por otro lado, la abundancia en Finlandia e ltalia pueden explicarse por la existencia de cepas
psicrétrofas y psicrofilas capaces de mantener actividad enzimatica a bajas temperaturas y degradar materia
organica compleja en aguas frias [38]. En conjunto, estos antecedentes demuestran que esta familia posee una
amplia tolerancia térmica y una marcada dependencia del carbono organico disuelto. En Rusia se evidencié una
predominancia de familias conocidas como oportunistas o con potencial patégeno, como Vibrionaceae y
Enterobacteriaceae. Sin embargo, en la literatura no se ha evidenciado evidencia sélida que las sitie como
degradadoras primarias de hidrocarburos en aguas marinas rusas, lo que sugiere que su abundancia podria
estar relacionada con factores antropogénicos que favorecen su proliferacion. Por otro lado, la presencia de



Shewanellaceae resulta particularmente relevante, ya que especies de este grupo, como Shewanella
putrefaciens, un anaerobio facultativo tipico representativo, ha demostrado su capacidad para degradar por
separado dibenzotiofenos en condiciones aerébicas e hidrocarburos del petréleo en condiciones anaerdbicas
[39].

La composicién bacteriana en cuanto a géneros revelé una predominancia de aquellos del phylum
Proteobacteria, entre los cuales se lograron destacar Colwellia, Vibrio y Oleispira, los cuales han sido
ampliamente reconocidos por su papel degradador en ambientes marinos contaminados por hidrocarburos.
Géneros como Cycloclasticus, Shewanella, Marinobacter y Alcanivorax han demostrado su potencial degradador
de hidrocarburos, aromaticos, lineales y gaseosos, participando en momentos intermedios y finales del proceso
[39, 40, 41]. La prevalencia de estos géneros podria indicar una capacidad de adaptacion a ambientes de
contaminacion prolongada a compuestos del petroleo, lo cual permite la seleccion natural de microorganismos
con rutas metabdlicas especificas para el aprovechamiento del carbono disponible [42].

No obstante, dentro de la identificacion de géneros se encontraron unos con potencial patdégeno como Vibrio,
Pseudomonas, Aeromonas, Enterobacter, Klebsiella, Escherichia y Shigella. La presencia de estos refleja una
posible coexistencia de bacterias oportunistas en zonas con estrés ambiental y una alta carga o desechos
organicos, lo cual favorece la proliferacion de factores de virulencia y adquisicién de genes de resistencia [43].
Vibrio, tiene una alta capacidad de supervivencia en ambientes marinos con elevadas concentraciones de
nutrientes y, al ser oportunista, puede afectar tanto a organismos marinos como humanos [44]. Klebsiella y
Shigella tienen la posibilidad de combinar sus rutas metabolicas de degradacion de hidrocarburos junto con la
capacidad de formar biopeliculas y resistencia a antibiéticos, siendo relevante su presencia a nivel ecoldgico y
sanitario [45]. Esta evidencia puede sugerir una posible dualidad donde pueden actuar como reservorio
ecoldgico de patdégenos con gran potencial evolutivo y adaptativo. Enterobactery Escherichia son indicadores de
contaminacion fecal, lo cual es pertinente junto con las condiciones ambientales en el momento del muestreo
[46]. ElI enfoque metagendmico permitié identificar taxones asociados a la degradacion de hidrocarburos y
también, la deteccion de potenciales reservorios patdgenos, lo cual pone en evidencia la necesidad de integrar
analisis funcionales y metabdlicos donde se puedan evaluar los riesgos tanto ecolégicos como sanitarios y la
relacion prevalente entre estos.

Durante el analisis de abundancias relativas, se evidencié la presencia de géneros que tienen la capacidad de
generar biosurfactantes, los cuales son esenciales para una eficiente degradacion de hidrocarburos puesto que
favorece la emulsificacion y la biodisponibilidad [47]. Entre ellos destacan Alcanivorax, Marinobacter y
Halomonas los cuales se han podido describir como potenciales productores ramnolipidos, surfactinas y
glicolipidos extracelulares que reducen la tension superficial y facilitan el acceso bacteriano al contaminante [48,
49, 50]. Contribuye a la solubilizacion de hidrocarburos complejos y potencia la actividad de otros
microorganismos presentes en el ambiente. La presencia de estos taxones en ambientes acuaticos
contaminados sugiere que las comunidades bacterianas son funcionalmente integradas, siendo la produccion de
biosurfactante como un método adaptativo vital para la optimizacién de los procesos bajo condiciones extremas.

El perfil de la comunidad microbiana en ambientes contaminados es uno de los aspectos de mayor importancia
para entender la interacciéon ambiente-contaminante. Los diversos indices empleados (Shannon, Berger -Parker,
riqueza y rareza) permiten de manera complementaria la interpretacion de la complejidad ecoldgica del sistema.
El indice de Shannon, al contener la riqueza y equitatividad, permite una visualizacion general del equilibrio entre
los taxones; mientras que el indice de Berger-Parker actia como su contraparte, al resaltar la dominancia de los
grupos mas abundantes. La relacidon inversa entre ambos indices permite confirmar la consistencia de los
patrones observados, ya que un alto Shannon suele corresponder con un bajo Berger-Parker, indicando
comunidades mas equitativas y menos dominadas. Por otro lado, la riqueza aporta informacion acerca de la
cantidad total de taxones detectados, lo que complementa la informacién de Shannon al distinguir si la
diversidad encontrada se debe a una mayor variedad de especies o una distribucion mas equilibrada entre ellas.
Finalmente, la rareza al sefalar la presencia de taxones poco comunes permite la visualizacién de una
dimension ecolégica adicional reflejando procesos de colonizacién, adaptacion o resiliencia frente a
perturbaciones

La distribucion observada de coordenadas principales (PCoA) permite sugerir que las comunidades bacterianas
responden distinto a las variables de las condiciones ambientales y al contaminante en cada region.
Agrupaciones compactas como Finlandia y China pueden dar un indicio de una homogeneidad en el ecosistema



0 a una similitud estructural del contaminante, disminuyendo asi, la variabilidad interna. Por otro lado, Noruega e
Italia mostraron la mayor dispersion y heterogeneidad, lo que se podria asociar a las variaciones locales de las
muestras tales como salinidad, temperatura o disponibilidad del hidrocarburo como nutriente. Como se analiz6
anteriormente, las condiciones de Peru y Noruega para ser tan cercanos, se puede relacionar por la influencia
de las condiciones acuaticas frias, como las de la Corriente Humboldt que favorece la proliferacion de bacterias
psicréfilas. En esto se refleja la importancia de las condiciones geograficas y climaticas que moldean la dinamica
ecoldgica y funcional de comunidades bacterianas en ambientes contaminados.

Un aspecto fundamental que fue revelado por los analisis metagenémicos fue la aparicién de microorganismos
no cultivables, representando una fraccion significativa de la diversidad microbiana. Estos microorganismos son
imposibles de aislar por métodos tradicionales de cultivo, afectando la identificacion del taxén; y desarrollan
funciones metabdlicas esenciales que han sido subestimadas por las limitaciones para la caracterizacion de
estos [51]. De esta manera, se identifico el género C1-B045 predominante en Finlandia y en menor proporcion,
Peru. Aunque su identificacion exacta, fisiologia y capacidad degradadora no han sido descritas
experimentalmente, la aparicion en este tipo de zonas sugiere un posible potencial ecoldgico y participacién en
procesos de transformacion o sinergia con microorganismos degradadores. Estos hallazgos resaltan la
necesidad de estudios complementarios que permitan integrar las multi-émicas para predecir funciones
ecoldgicas y analisis de redes de coocurrencia para revelar interacciones simbidticas o complementarios con
otros géneros degradadores [52, 53].

Este estudio presentd algunas limitaciones que se deben considerar al momento de interpretar los resultados.
En primer lugar, la desigualdad en el numero de muestras analizadas entre paises, como Peru, Noruega y
Rusia, pueden haber influido en la representatividad de los taxones bacterianos observados, causando una
posible sobreestimacion de ciertos taxones dominantes. De esta manera, al tratarse de datos publicos tomados
de proyectos de MGnify, las condiciones o variables originales del muestreo tales como profundidad, muestra,
temperatura, concentracion de hidrocarburos, tipo de contaminante, no fueron uniformes limitando una
comparacion directa y real entre los paises. También, el uso del gen 16S rRNA fue el que permitié una
aproximacion de la estructura microbiana empero, una resolucion taxonémica limitada que impidié caracterizar a
nivel de especie y distinguir entre cepas con funciones ecoldgicas. Es por esto que, se recomienda
complementar con futuros estudios con enfoques metatranscriptomicos o metagendmicos integrales que den
paso a la identificacion de su papel ecolégico en la degradacién de hidrocarburos. A pesar de todo esto, el
enfoque bioinformatico permitid integrar informacioén de distintos paises con diferentes condiciones geograficas y
climaticas, aportando asi una vision de manera global a las tendencias microbianas en aguas contaminadas por
hidrocarburos.

1. CONCLUSIONES

El estudio realizado tuvo como objetivo identificar y caracterizar la diversidad microbiana presente en aguas
contaminadas por hidrocarburos mediante un analisis metagendémico, donde se pudo lograr el analisis de una
amplia cantidad de comunidades bacterianas con predominio por Proteobacteria y Desulfobacterota, phylums
esenciales en el proceso de la degradaciéon aerobia y anaerobia de compuestos del petréleo. Se evidencid
variabilidad entre paises, determinadas por factores ambientales y geograficos. Paises como China y Finlandia
presentaron comunidades microbianas mas diversas y equilibradas, mientras que, Noruega y Rusia evidenciaron
dominancia de taxones especializados y adaptados a condiciones especificas.

Familias como Colwelliaceae, Shewanellaceae y Porticoccaceae demostraron un importante potencial
degradador, debido a que estan vinculadas a genes funcionales relacionados con la oxidacion de hidrocarburos
alifaticos y aromaticos. A pesar de esto, la identificacion de bacterias con un potencial patégeno resalta la
necesidad también de evaluar riesgos ecoldgicos y un futuro estudio funcional con el fin de identificar rutas
metabdlicas, caracterizacion de microorganismos no cultivables y genes implicados en la degradacion de estos
contaminantes. Finalmente, la integracion futura de enfoques metagendémicos, transciptomicos y metabolémicos
es lo que permitira que se pueda profundizar en la comprensidon de las rutas metabdlicas implicadas,
fortaleciendo asi el disefio de estrategias biorremediadoras mas especificas, seguras y sostenibles.
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