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RESUMEN

La Poza La Arenilla es un humedal costero artificial ubicado en La Punta, Callao, Pert. En nuestra investigacion,
se caracteriz6 la comunidad bacteriana de esta localidad en junio y septiembre de 2024 utilizando
metabarcoding de ADN ambiental. La secuenciacién mediante la tecnologia Oxford Nanopore identificé cinco
filos principales: Proteobacteria (dominante), Actinobacteriota, Bacteroidota, Campylobacterota y
Desulfobacterota, concordante con patrones de humedales costeros globales. La comunidad reveld una notable
diversidad taxon6mica, presentando a los géneros Amylibacter, Planktomarina y Glaciecola, el género candidato
Candidatus Actinomarina, y grupos marinos como HIMB11, NS11-12 marine group, OM43 clade, SAR86 clade y
Clade Ia. Se observaron variaciones temporales significativas en los indices de diversidad entre ambos meses
correlacionados con cambios en el oxigeno disuelto, pH, salinidad y temperatura del agua. La presencia
significativa de las categorias "Otros"” y uncultured (no asignados) sugiere la necesidad de investigaciones
futuras para identificar su taxonomia y sus roles en los procesos biogeoquimicos y como bioindicadores de
calidad ambiental, complementando los indicadores convencionales de la normativa peruana. Este estudio
establece la primera linea base molecular de la diversidad bacteriana en esta localidad, contribuyendo al
desarrollo de estrategias de conservacion y gestion ambiental efectivas.
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ABSTRACT

The Poza La Arenilla is an artificial coastal wetland located in La Punta, Callao, Peru. Our research characterized
the bacterial community of this ecosystem in June and September 2024 using DNA metabarcoding. Sequencing
through the Oxford Nanopore technology identified five main phyla: Proteobacteria (dominant),
Actinobacteriota, Bacteroidota, Campylobacterota, and Desulfobacterota, which is consistent with patterns
observed in global coastal wetlands. The bacterial community revealed notable taxonomic diversity, presenting
formally described genera such as Amylibacter, Planktomarina, and Glaciecola, the candidate genus Candidatus
Actinomarina, and various understudied marine groups including HIMB11, NS11-12 marine group, OM43 clade,
SARS86 clade, and Clade Ia. Significant temporal variations were observed in diversity indices between months,
which is correlated with changes in physicochemical parameters such as dissolved oxygen, pH, salinity, and
water temperature. The significant presence of categories such as "Others" and uncultured suggests the
necessity of future research to identify their taxonomy and their ecological roles in biogeochemical processes
and as potential bioindicators of environmental quality, complementing conventional indicators established in
Peruvian regulations. This study establishes the first molecular baseline of bacterial diversity at this locality,
contributing to effective conservation strategies and environmental management plans.
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INTRODUCCION

La contaminacién representa una creciente
amenaza global para los ecosistemas naturales y la
salud humana, siendo los humedales costeros
particularmente vulnerables a estos impactos
(Zegarra Tello et al., 2025). La Poza La Arenilla es
un humedal artificial costero de 18,2 Ha limitado
por dos rompeolas (Sanchez et al., 2014), ubicado
en el distrito de La Punta, Callao, y construido en
1967. Este ecosistema se caracteriza por sus aguas
litorales semiestancadas debido a la limitada
circulacién de agua (Cotillo et al,, 2018; Velazco &
Solis, 2013).

A pesar de su cercania a la zona residencial de La
Punta, el conocimiento sobre su biodiversidad,
especialmente respecto a su comunidad bacteriana,
sigue siendo escaso. Esta brecha de conocimiento
resulta particularmente relevante considerando
que la interaccién entre este humedal artificial y el
entorno urbano circundante podria generar im-
pactos significativos en el ecosistema y la pobla-
cién, afectando la calidad del agua, permitiendo la
proliferacién de patégenos o alterando los ciclos
biogeoquimicos fundamentales.

Estudios microbioldgicos previos en humedales
costeros peruanos han empleado predominan-
temente métodos de cultivo tradicionales. Estos
métodos permiten identificar entre el 0,1% y el
10% de las bacterias presentes en el ambiente (De
la Cruz-Leyva et al,, 2015). Por ello, auin existe un
vacio significativo en el conocimiento de la riqueza
microbiana de estos ecosistemas.

La implementacién de técnicas moleculares
actuales como el metabarcoding de ADN ambiental
emerge como una solucién necesaria para superar
estas limitaciones. Esta metodologia genera un

perfil representativo de la comunidades bacteria-
nas, detectando tanto grupos cultivables como no
cultivables (Padilla-Garcia et al., 2021).
Recientemente, la tecnologia Oxford Nanopore se
ha utilizado para metabar-coding generando una
secuenciacién de ampli-cones completos del gen
16S rRNA (Szoboszlay et al.,, 2023; Yeo et al., 2024;
Cuscé etal.,, 2019).

Diversos estudios han demostrado la eficacia del
metabarcoding en ecosistemas acudticos. Por
ejemplo, Cakin et al. (2025) encontraron correla-
ciones significativas entre taxones especificos y
eficiencia en la eliminacién de contaminantes en
humedales artificiales. Por otro lado, Robertson
(2024) estableci6 que las comunidades bacterianas
sedimentarias constituyen excelentes bioindicado-
res del estado ecosistémico, con variaciones
estacionales mas pronunciadas en el agua que en
sedimentos.

En el presente estudio se tuvo como objetivo
caracterizar la diversidad bacteriana de la Poza La
Arenilla mediante metabarcoding para establecer
la primera linea base microbiana en este humedal
artificial costero. Asimismo, se buscé identificar la
estructura comunitaria bacteriana, sus patrones de
variacién estacional y su relacién con parametros
fisicoquimicos, trascendiendo los indicadores
microbiolégicos convencionales establecidos en la
normativa peruana actual (MINAM, 2017), que solo
considera coliformes termotolerantes. Los resulta-
dos obtenidos buscan contribuir al conocimiento
de la biodiversidad microbiana en ecosistemas
costeros peruanos, proporcionando informacién
para el desarrollo de estrategias efectivas de
conservacion y planes de manejo ambiental.

METODOLOGIA

Area de estudio

Se establecieron cinco puntos de muestreo
distribuidos alo largo de la Poza La Arenilla (Figura
1), siguiendo la metodologia descrita por Sanchez
etal. (2014). La recoleccidon de muestras se efectud
en dos meses, junio y septiembre de 2024, para
evaluar posibles variaciones estacionales en la
composicion de la comunidad bacteriana.

Los cinco puntos de muestreo (M1 a M5), con sus
respectivas réplicas biol6gicas (M1D a M5D), estan
distribuidos espacialmente para obtener una
representacion adecuada del ecosistema.

Los muestreos se realizaron en dos meses del afio,
junio y septiembre de 2024. Para garantizar la
calidad y reproducibilidad de los resultados,
también se realizaron réplicas técnicas (dos
eventos de secuenciacion) para cada periodo:

- Junio: Secuenciaciones J1 (11/7/2024) y ]2
(09/11/2024).

- Septiembre: Secuenciaciones S1 (28/10/2024) y
S2 (09/11/2024).

Cada muestra esta identificada con un cédigo tnico,
un numero de barcode especifico y su
correspondiente fecha de secuenciacion. Los
c6digos de muestra siguen una nomenclatura que
indica el mes de colecta, mientras que las fechas de

secuenciacion fueron: 11/07/2024, 28/10/2024 y
09/11/2024, Tabla 1.

Recoleccion y procesamiento de muestras

En cada punto de muestreo se recolecté un litro de
agua en recipientes estériles de PVC, los que fueron
transportados a 4 °C hasta el Laboratorio de
Biologia Integrativa de la Facultad de Ciencias
Biolégicas (UNMSM), en un tiempo no mayor a 12
h post-recoleccién para su procesamiento. Se contd
con la autorizacién de la Municipalidad de La
Punta, Callao (Memorando N2 280-2024-MDLP-
GSC: Autorizacién para la realizaciéon de trabajos
para estudio de investigaciéon en Poza La Arenilla).
Las muestras fueron procesadas mediante un
sistema de filtracién por bomba de vacio (Millipore,
WP6122050, Alemania) utilizando filtros
Sterivex™ Filter Unit (0,22 um) (Merck Millipore,
SVGP01050, EE. UU.). Los filtros Sterivex fueron
sellados en sus extremos con una pelicula parafilm
y almacenados a -20 °C en un congelador (Sole,
3120SOLCONGV135, Perti) hasta la realizacion del
protocolo de extracciéon de ADN. Cada filtro fue
etiquetado con un cédigo Unico que incluia la
identificacién del punto de muestreo, la fecha de
colecta, el ndmero de réplica y la fecha de filtrado.
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Figura 1. Distribucién espacial de los puntos de muestreo en la Poza La Arenilla, La Punta, Callao. Los cinco puntos de
muestreo fueron seleccionados para cubrir diferentes zonas del humedal artificial. Las coordenadas estan expresadas en

sistema UTM WGS 84.
Tabla 1
Metadatos de las muestras recolectadas
N.2 Cédigo de Muestra Barcode Mes de Muestreo Fecha de secuenciacién
1 M5_J1 7 Junio 2024 11/07/2024
2 M4D_J1 12 Junio 2024 11/07/2024
3 M5_J2 7 Junio 2024 09/11/2024
4 M1D_J2 1 Junio 2024 09/11/2024
5 M2D_J2 2 Junio 2024 09/11/2024
6 M3D_J2 3 Junio 2024 09/11/2024
7 M4D_J2 4 Junio 2024 09/11/2024
8 M5D_J2 5 Junio 2024 09/11/2024
9 M1_S1 7 Septiembre 2024 28/10/2024
10 M2_S1 8 Septiembre 2024 28/10/2024
11 M3_S2 11 Septiembre 2024 09/11/2024
12 M4_S2 12 Septiembre 2024 09/11/2024
13 M5_S2 13 Septiembre 2024 09/11/2024
14 M1D_S2 16 Septiembre 2024 09/11/2024
15 M2D_S2 17 Septiembre 2024 09/11/2024
16 M3D_S2 18 Septiembre 2024 09/11/2024
17 M4D_S2 19 Septiembre 2024 09/11/2024
18 M5D_S2 20 Septiembre 2024 09/11/2024

Analisis molecular

Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 con el kit comercial
NucleoMagR DNA/RNA water (Macherey-Nagel,
744220.4, Alemania), con un protocolo optimizado
en cuatro fases secuenciales. Inicialmente, se
procedi6 con la etapa de lisis celular mediante la
adicion de 900 pL de Buffer Lisis C1 a cada filtro
Sterivex, seguido de un procesamiento mecanico-
térmico que incluy6 agitacién vigorosa en vortex
(Gilson, 3611750, EE. UU.) durante cinco minutos,
incubacién a 70 °C por cinco minutos adicionales y
una agitacién final para maximizar la liberacién del
material genético. El lisado resultante fue

recuperado mediante un sistema de jeringa estéril
y transferido a microtubos estériles de 1,5 mL.
Posteriormente, se realiz6 la purificacion del ADN
transfiriendo 450 pL del lisado obtenido a un nuevo
tubo, al cual se incorporaron 25 pL de particulas
magnéticas NucleoMag B-Beads y 475 pL de Buffer
MWA?2, sometiendo la mezcla a homogeneizacion
por pipeteo durante cinco minutos antes de
efectuar la separacién magnética (Cenmed
Enterprises, Genesig EASY-MR, EE. UU.).

La purificacion del ADN captado se ejecutd
mediante lavados secuenciales empleando Buffer
MWAS3 en dos ciclos consecutivos y Buffer MWA4
en un ciclo final, realizando en cada etapa la
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correspondiente homogeneizacién y separaciéon
magnética; el exceso de solvente fue eliminado
exponiendo el tubo abierto al separador magnético
durante 15 minutos. Finalmente, la elucién del ADN
se completd afiadiendo 100 pL de agua libre de
RNasas, seguido de un proceso de resuspension
durante cinco minutos y una separaciéon magnética
final de dos minutos, tras lo cual el ADN purificado
en el sobrenadante fue transferido a un nuevo
microtubo estéril y almacenado en condiciones de
congelacion para andlisis posteriores.

Amplificacion del gen 16S rRNA y preparacion
de biblioteca genémica

Las reacciones de PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) se prepararon en un volumen final de
50 pL, conteniendo: 5 pL de agua libre de RNasa, 10
uL de ADN gendmico (10ng), 25 uL de Long Hot
Start Taq polimerasa 2X (New England Biolabs,
MO0533, EE.UU.) y 10 pL de cada cebador. La
amplificacion se realizé en un termociclador Bio-
Rad T100™ (Bio-Rad, 1861096, EE.UU.) bajo las
siguientes condiciones: 30 ciclos de desnatu-
ralizacién (95 °C, 20 s), hibridacién (55 °C, 30 s) y
extension (65 °C, 2 min), seguidos de un ciclo de
extension final (65°C, 5 min). Las muestras fueron
etiquetadas siguiendo un esquema de distribucién
de barcodes utilizando el kit de barcoding 16S
(Oxford Nanopore Technologies, SQK-16S024,
Reino Unido), permitiendo el procesamiento
simultdneo de multiples muestras.

Secuenciacion usando la tecnologia Oxford
Nanopore

La secuenciacién se realiz6 empleando celdas de
flujo Nanopore (Oxford Nanopore Technologies,
FLO-MIN106, Reino Unido) en la plataforma Oxford
Nanopore (MinlON, Oxford Nanopore Techno-
logies, Reino Unido). El protocolo se desarroll6 en
cuatro fases secuenciales. Inicialmente, se formulé
una soluciéon de acondicionamiento combinando
30 pL del agente de anclaje (FLT) con 970 pL de la
soluciéon tampoén de lavado (FB), generando un
medio 6ptimo para la activacion de los nanoporos.
Luego, se procedid al acondicionamiento de la celda
de flujo mediante la introduccién de la soluciéon
preparada: La fase de preparaciéon de la celda de
flujo consistié en la carga secuencial del Priming
Mix, iniciando con 800 pL seguido de un periodo de
estabilizacion de 5 minu y culminando con la
adicién de los 200 pL restantes para asegurar la
distribucién uniforme de la solucién a través de la
membrana de nanoporos. La tercera fase com-
prendi6 la preparacion de la mezcla de carga: 37,5
uL de SQB (Sequencing Buffer), 25,5 uL de LB
(Loading Beads) y 12 pL de la biblioteca genémica
previamente procesada. La etapa de activacion del
sistema involucr6 la transferencia de la mezcla
completa (75 pL) a la celda previamente acondi-
cionada.

Analisis bioinformatico y estadistico

El analisis de los datos producidos por la secuen-
ciacién se realiz6 siguiendo un proceso ordenado.
La adquisicién inicial de datos fue mediante el
software MinKNOW (Oxford Nanopore Techno-

logies, version 24.06, Reino Unido), que permitié la
supervisién en tiempo real de los parametros
criticos durante la secuenciacién, asegurando la
calidad y continuidad del proceso.

El trabajo bioinformatico se desarrolld en el
entorno conda (Anaconda Inc., 2025), facilitando la
gestion de paquetes y dependencias para los
analisis computacionales.

La primera fase se centré en la limpieza y control
de calidad de las secuencias crudas, empleando una
combinacién de herramientas especificas. Se utiliz6
Porechop (Wick, 2017) para la identificaciéon y
eliminacién precisa de secuencias adaptadoras,
seguido por NanoFilt (De Coster et al., 2018) para
realizar un filtrado que preservé tnicamente las
lecturas con longitudes entre 250 a 1600 pares de
bases (pb) lo que resultd en un conjunto final de
dieciocho (18) muestras (Tabla 1). Este proceso
culminé con la implementacién de NanoStat (De
Coster et al, 2018) para la evaluacién de los
parametros cualitativos de las secuencias
resultantes.

La segunda fase abordé el andlisis especifico de las
secuencias filtradas. Inicialmente, se aplicaron
minimap2 (Li, 2018) y yacrd (Marijon et al,, 2020)
para la detecciéon y eliminacién de estructuras
quiméricas que pudieran comprometer la
interpretacién taxonémica.

A continuacion, las secuencias depuradas fueron
sometidas a un proceso de alineamiento contra la
base de datos Silva_138, wun repositorio
especializado en secuencias ribosomales (Quast et
al,, 2013; Yilmaz et al,, 2014).

Finalmente, se generaron tablas taxonémicas
mediante la aplicacién secuencial de los algoritmos
filterPAF.py y merfePAF.py (Lapefia, 2023),
transformando las coincidencias de alineamiento
en clasificaciones taxonémicas estructuradas.

La fase final consisti6 en un analisis estadistico
utilizando las plataformas RStudio (Posit, 2023) y
Minitab (Minitab, LLC, 2023). Este analisis integré
multiples dimensiones de la diversidad micro-
biana, incluyendo la cuantificacién de abundancias
relativas de los distintos taxones identificados, el
calculo de indices de diversidad alfa (Shannon y
Simpson) para caracterizar la riqueza y equita-
tividad de las comunidades, y la evaluacién de la
diversidad beta obteniendo valores de similitud de
Bray-Curtis que son usados para un andlisis de
coordenadas principales. Adicionalmente, se
caracterizé la composiciéon taxondmica a nivel de
filo y género, y se realizaron andlisis de varianza,
pruebas de significancia y evaluaciones de
correlacidn para identificar patrones significativos
en la estructura comunitaria y sus relaciones con
variables ambientales.

Parametros fisicoquimicos

Las mediciones de pardametros fisicoquimicos se
realizaron in situ utilizando un equipo multipara-
métrico Multi 3630 IDS SET G (WTW, Serie
2FD57G, Alemania), determinando simultanea-
mente: oxigeno disuelto, pH, salinidad y tempe-
ratura. Estos datos se utilizaron para correlacionar
las condiciones ambientales y la diversidad
bacteriana identificada.



M. Silva et al. (2025). Manglar 22(4): 551-562 555

RESULTADOS Y DISCUSION

Variaciones estacionales en parametros
fisicoquimicos y diversidad bacteriana en la
Poza La Arenilla

Se observd variacion entre los meses de junio y
septiembre de 2024. En particular, las muestras de
septiembre presentaron un ligero incremento en
los valores de pH (de 7,9 - 8,0 en junioa 8,0 - 8,1 en
septiembre) y oxigeno disuelto (de 6,7 - 10,3 mg/L
enjunioa9,1- 10,3 mg/L en septiembre), mientras
que la temperatura mostré una leve disminuciéon
(de 18,0 - 18,6 °C en junio a 17,4 - 18,1 °C en
septiembre). Estos cambios se reflejan también en
los indices ecoldgicos, con valores de diversidad de
Shannon generalmente mds altos en septiembre
(3,3 - 3,8) en comparacion con junio (2,7 - 3,2). Los
valores especificos por punto de muestreo, junto
con los pardmetros fisicoquimicos (oxigeno

disuelto, pH, salinidad y temperatura) y los indices
ecoldgicos se encuentran registrados en la Poza La
Arenilla, se detallan en la Tabla 2.

Distribucion del nimero de secuencias por sitio
de muestreo durante dos periodos estacionales
Los resultados revelan que, en junio, se observé
alta variabilidad en la distribucién del nimero de
secuencias entre puntos de muestreo. En
septiembre, se presenté una distribucién mas
uniforme (Figura 2).

Riqueza taxondmica a nivel de géneros

Se observa una tendencia estacional en la riqueza
taxondmica: las muestras de septiembre presentan
mas géneros bacterianos en comparacién con las
muestras de junio (Figura 3).

2500

Numero de secuencias

[ junio
M setiembre

0
M4DJ1 M5J1 M1DJ2 M2DJ2 M3D_J2 M4D_J2 M5]J2 M5D_J2 M1_.S1 M2_S1 M1D_S2M2D_S2 M3_S2 M3D_S2 M4_S2 M4D_S2 MS5_52 M5D_S2

Figura 2. Distribucién del niimero de secuencias por muestra obtenidas mediante secuenciacién de Oxford Nanopore en
junio (barras verdes) y septiembre (barras moradas). Los cédigos en el eje X indican el c6digo de muestra.

Tabla 2
Pardmetros fisicoquimicos e indices ecoldgicos
Cédigo de - Oxigeno indice Indice
N.2 Mufstra pH SeLICer Disﬁelto Temperatura Shannon Simpson
1 M5_J1 8,0 35,3 7,2 18,6 3,2 0,9
2 M4D_J1 8,0 35,1 10,3 18,2 31 0,9
3 M5_J2 8,0 35,3 7,2 18,6 31 0,9
4 M1D_J2 8,0 35,0 7,8 18,6 3,0 0,9
5 M2D_J2 8,0 34,8 6,7 18,5 3,0 0,9
6 M3D_J2 7,9 34,5 7,1 18,0 3,0 0,9
7 M4D_]2 8,0 351 10,3 18,2 2,7 0,9
8 M5D_J2 8,0 35,3 7,2 18,6 31 0,9
9 M1_S1 8,1 35,4 10,3 18,0 31 0,9
10 M2_S1 8,0 35,3 9,1 17,4 3,7 1,0
11 M3_S2 8,1 35,4 9,6 17,6 3,8 1,0
12 M4_S2 8,1 35,4 9,1 18,1 35 0,9
13 M5_S2 8,1 35,4 9,3 18,0 3,8 1,0
14 M1D_S2 8,1 35,4 10,3 18,0 3,3 0,9
15 M2D_S2 8,0 35,3 9,1 17,4 35 0,9
16 M3D_S2 8,1 35,4 9,6 17,6 3,6 0,9
17 M4D_S2 8,1 35,4 9,1 18,1 35 1,0
18 M5D_S2 8,1 35,4 9,3 18,0 3,6 1,0
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Caracterizacion de la diversidad alfa de la
comunidad bacteriana en Poza La Arenilla

El analisis de la biodiversidad bacteriana mediante
indices ecolégicos permitié cuantificar la diversi-
dad bacteriana en la Poza La Arenilla durante junio
y septiembre de 2024. Se evidencid variacién en el
indice de Shannon, con valores mayores en
septiembre (3,1-3,8) en comparacién con junio (2,7
- 3,2) anivel de género (p < 0,05, en el test de Mann-
Whitney). De manera similar, encontramos que el
indice de Simpson también presenta diferencias
significativas entre junio y septiembre (0,9 - 1,0) (p
< 0,05, en el test de Mann-Whitney).

Distribucion de principales filos

El analisis revel6 la presencia de cinco filos
bacterianos: Proteobacteria, Bacteroidota, Actino-
bacteriota, Campylobacterota y Desulfobacterota.
Proteobacteria se mantuvo como el filo dominante,
mientras Bacteroidota aumentd su representacion

de junio a septiembre. Los filos Actinobacteriota,
Campylobacterota y Desulfobacterota, aunque
menos abundantes, persistieron en ambos
periodos de muestreo (Figura 4).

Distribucion de los principales géneros

La comunidad bacteriana de la Poza La Arenilla
revel6 una notable diversidad taxonémica, presen-
tando géneros formalmente descritos como
Amylibacter, Planktomarina y Glaciecola. También
se identificaron Candidatus_ Actinomarina (un
género candidato) y diversos grupos filogenéticos
marinos incluyendo HIMB11, NS11-
12_marine_group, OM43_clade, SAR86_clade 'y
Clade_la. Cabe destacar que las categorias "Otros"y
uncultured (no asignados) constituyeron una
proporcidn significativa del total, evidenciando la
presencia de una considerable diversidad
microbiana que adn requiere -caracterizacion
completa (Figura 5).

¢  observado
3
) ®
Z 150-
a e *
o ® ;"
2125- e
®

: ! !
< 100-
Rt}
3 '
S .

754 L ® L J
o ®
£
5 50+ L. ; - ; : ; ; : - . :
z e g g g g g g g g

S o 9 9 9 .9 9 9 &

®b‘0> \}\“)> \!\’\‘0> \"09) &0> \X\D‘O> \‘\c)> “\(30> \;\‘\/ \ﬂ«/ "\,\0/ ‘x\q’{)/ ‘g{’)/ \!\,50/ \‘\D‘/ \5\5‘0/ ‘;\‘J/ “\60/
Muestras

Figura 3. Numero de géneros bacterianos observados en junio (verde) y septiembre (morado).
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Analisis de coordenadas principales (PCoA)
con disimilitud de Bray-Curtis

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) a
nivel de género revela una clara separacién
estacional de las comunidades bacterianas en la
Poza La Arenilla entre las estaciones de junio y
septiembre (Figura 6). Esta marcada diferenciacién
esta principalmente influenciada por los niveles de
oxigeno disuelto, que muestran el contraste mas
significativo entre estaciones (6,7 - 10,3 mg/L en
junio frente a valores mas estables y elevados de
9,1 - 10,3 mg/L en septiembre). Los cambios en la
concentraciéon de oxigeno disuelto parecen ser el
factor ambiental determinante en la estructuracion
de las comunidades bacterianas, explicando gran
parte de la variacién observada en la composiciéon
taxondmica entre ambos meses.

san{ Mes
@ Junio
vso| @ Setiembre
4 52
0.20 582
. Msp 52 et
o "&P! man 5 ¥
- 3.82
o MlDJ%bez _
= 000
~ M3D_J2 M3D"-i2
i mac®2 )2 S
o0 5 )1 MZD_S52
M5D_]2 M-t
e Mng:z
0.30
-0.40
-0.40 -0.30 -0.20 -0.10 0.00 0.10 0.20 030 0.40
Eje.1 [53.5%]

Figura 6. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) a
nivel de género bacteriano en Poza La Arenilla. Las
muestras fueron colectadas en junio (verde) y
septiembre (morado).

Esta correlacién sugiere que las fluctuaciones
estacionales en la oxigenacion del agua constituyen
un factor critico para la dindmica de la comunidad
bacteriana en este humedal costero artificial.

Andlisis estadistico de las variables ambientales
El andlisis estadistico reveld correlaciones signifi-
cativas entre los indices ecolégicos y los para-
metros fisicoquimicos. Los datos no cumplieron
con los supuestos de normalidad (prueba Ryan-
Joiner, p < 0,05), por lo que se emplearon pruebas
no paramétricas. Las correlaciones de Spearman
evidenciaron asociaciones positivas significativas
del indice de Shannon con el pH (r=0,473,p < 0,05)
y la salinidad (r = 0,581, p < 0,05), mientras que se
detecté una correlacién negativa significativa con
la temperatura (r = -0,650, p < 0,05). Estos
resultados indican que condiciones de mayor pH y
salinidad, junto con temperaturas mas bajas,
favorecen una mayor diversidad bacteriana en este
ecosistema.

Nuestros resultados proporcionan un aporte
significativo al conocimiento de la diversidad
bacteriana en la Poza La Arenilla. La comprensién
microbiolégica de este ecosistema ha evolucionado
considerablemente a lo largo del tiempo, comen-
zando con el estudio pionero de Yamashiro et al.
(1997), quienes registraron bacterias coliformes
fecales utilizando técnicas de cultivo tradicionales.
Este estudio fue ampliado por Sanchez etal. (2014),
quienes documentaron niveles elevados de
coliformes totales y termotolerantes que
superaban los Estandares de Calidad Ambiental
(ECA) para agua establecidos por el Ministerio del
Ambiente (MINAM, 2008). De manera comple-
mentaria, investigaciones en ecosistemas similares
como larealizada por Rodriguez et al. (2017), en los
Humedales de Ventanilla (Callao), confirmaron
este patréon de elevados niveles de coliformes que
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superan los ECA para agua establecidos por el
MINAM (2008).

Adicionalmente, el estudio de Sota et al. (2023) en
los Humedales de Huasao (Cusco) encontré altos
niveles de contaminacién fecal con coliformes
totales, Escherichia coli y Enterococcus faecalis que
superaban los ECA para agua (MINAM,2017).

Si bien los estudios previos se centraron en
indicadores de contaminaciéon como los coliformes,
es crucial comprender la composiciéon completa de
las comunidades bacterianas y su dindmica para
implementar estrategias de gestion ambiental.
Revisando en la normativa peruana, ECA para agua
(MINAM, 2008, 2017), se observa que se establecen
pardmetros para coliformes termotolerantes y
otros indicadores microbioldgicos, pero carecen de
lineamientos especificos para la caracterizacion
integral de comunidades bacterianas en
ecosistemas artificiales como la Poza La Arenilla e
incluso en los humedales naturales. Esta ausencia
de normativa refuerza la necesidad de desarrollar
estudios completos sobre diversidad bacteriana en
estos entornos, ya que los microorganismos no solo
son indicadores de contaminacién, sino que
cumplen funciones ecoldgicas esenciales en los
ciclos biogeoquimicos y pueden servir como
bioindicadores mas precisos del estado ambiental
del ecosistema.

Nuestro estudio representa un avance método-
l6gico al implementar tecnologias de secuenciacién
de nueva generacién que permiten caracterizar no
solo indicadores especificos de contaminacién, sino
la estructura completa de la comunidad bacteriana
y su dindmica estacional. Por ejemplo, las
variaciones estacionales observadas en la
diversidad bacteriana de la Poza La Arenilla,
muestran similitudes con los hallazgos de Cakin et
al. (2025) quienes documentaron fluctuaciones en
comunidades bacterianas acudaticas en respuesta a
factores ambientales. Estos autores, al igual que
nuestro estudio, reportan la dominancia de
Proteobacteria en humedales escoceses donde este
filo desempefia un papel crucial en procesos
biogeoquimicos esenciales como la degradacion de
materia organicay la transformacion de nutrientes.
Asimismo, Song et al. (2024), en un estudio de un
humedal costero de China (humedal costero de
Tiaozin), confirmaron al filo Proteobacteria como
dominante, gracias a su adaptabilidad a diversos
entornos ecolégicos dentro del humedal, como
diferentes zonas dominadas por distintas especies
vegetales, suelos con variaciones en salinidad,
distintos rangos de pH, y diferentes contenidos de
materia organica y nutrientes. Geng et al. (2020)
consideran que las Proteobacterias participan en el
ciclo de carbono y representa el filo bacteriano mas
comun en el mundo y Hartman et al. (2008)
sugirieron su potencial como indicador de calidad
ambiental debido a su respuesta ante cambios en el
pH del suelo, contenido de carbono organico y
regimenes de humedad. Diversos estudios
consideran la importancia de las Proteobacterias
en los procesos de descomposicion de materia
organica y el ciclo de nutrientes. Por ejemplo,
diversos estudios destacan el papel fundamental de
las Proteobacterias en los procesos ecosistémicos
de descomposicion de materia organica y ciclaje de

nutrientes en humedales. Garcia-Estrada et al.
(2024), al investigar las aguadas de la Reserva de la
Bidsfera de Calakmul en México, identificaron a
Proteobacteria como uno de los filos dominantes
en sedimentos. Su estudio revel6 que la diversidad
bacteriana resulté menor en sitios menos
perturbados y mayor en 4reas con mayor
intervencién humana. Particularmente relevante
fue la identificacion de vias metabdlicas
relacionadas con los ciclos del nitrégeno y azufre.
En un contexto urbano similar al de Poza La
Arenilla, Castro et al. (2022) estudiaron Ila
comunidad bacteriana del humedal Santa Maria del
Lago en Bogota, Colombia, un sistema de agua
dulce, donde identificaron grupos bacterianos
abundantes, incluyendo Proteobacteria,
Acidobacteria, Aminicenantes, Bacteroidetes y
Chloroflexi. Aunque Proteobacteria represent6 uno
de los filos mas frecuentes, los autores encontraron
que la composicion bacteriana se mantuvo
relativamente homogénea entre diferentes zonas
del humedal y a lo largo del tiempo. Este patrén de
estabilidad comunitaria resulta interesante en
ecosistemas urbanos que tipicamente enfrentan
multiples presiones antropogénicas. La distri-
bucién relativamente homogénea de estos grupos
entre diferentes areas de muestreo sugiere
patrones comunitarios consistentes en ecosis-
temas urbanos perturbados. Complementaria-
mente, Wei et al. (2021), estudiando humedales de
flujo superficial en Beijing, China, identificaron una
comunidad bacteriana desnitrificante dominada
por Proteobacterias no clasificadas (18,16%) y
géneros  especificos como  Dechloromonas
(16,21%), junto con diversos grupos taxonémicos
no clasificados. Este predominio de bacterias
asociadas a procesos de desnitrificacién sefala la
importancia de las comunidades bacterianas en la
regulacion del ciclo del nitrégeno en humedales,
funcién particularmente relevante en ecosistemas
sometidos a presiones antropogénicas.

Los filos Campylobacterota y Desulfobacterota,
aunque presentes en baja abundancia, se
detectaron consistentemente en ambos periodos
de muestreo. Estos grupos minoritarios cumplen
funciones especializadas en los ciclos del azufre y
nitrégeno, lo que sugiere que mantienen nichos
ecoldgicos especificos dentro del ecosistema. En
contraste, Actinobacteriota mostré mayor abun-
dancia y ha sido reportado como un componente
dominante en diversos sistemas acuaticos (Chen et
al,, 2018; Garcia-Estrada et al., 2024), participando
activamente en la degradacion de compuestos
carbonados. La coexistencia de grupos abundantes
y minoritarios con funciones metabdélicas comple-
mentarias contribuye a la estabilidad del ecosis-
tema, permitiéndole responder adaptativamente a
cambios ambientales. Estos filos, junto con
Bacteroidota, han sido registrados en humedales
costeros de China, Estados Unidos, Colombia y
Australia (Shen et al, 2023), donde cumplen fun-
ciones ecoldgicas especificas. Beazley et al. (2012)
identificaron a Proteobacteria, Bacteroidota y
Actinobacteriota como degradadores de hidrocar-
buros en humedales estadounidenses, algo que
podria también estar ocurriendo en la Poza La
Arenilla, mientras que Morina et al. (2022)
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correlacionaron la abundancia de Bacteroidota y
Desulfobacterota con mayores concentraciones
salinas en humedales estadounidenses.

La comunidad bacteriana de la Poza La Arenilla,
caracterizada por géneros formalmente descritos
como Amylibacter, Planktomarina y Glaciecola, el
género candidato Candidatus_Actinomarina 'y
grupos filogenéticos marinos como HIMB11, NS§11-
12_marine_group, OMA43 clade, SAR86_clade 'y
Clade_Ila, representa un ecosistema microbiano
Unico, cuyo estudio es crucial para comprender la
biodiversidad de este humedal costero artificial
peruano. Estos géneros no solo reflejan la
naturaleza transicional del ecosistema entre
ambientes marinos y costeros, sino que
desempefian funciones ecosistémicas clave
relacionadas con las condiciones fisicoquimicas
especificas de cada estacion (Tabla 3).

Esta diversidad funcional bacteriana concuerda
con lo descrito por Garcia-Estrada et al. (2024),
quienes enfatizan que las comunidades
microbianas en humedales no solo reflejan las
condiciones ambientales predominantes, sino que
desempefian roles cruciales en procesos
biogeoquimicos y de biorremediacién. Nuestros
hallazgos representan una primera aproximacion a
la comprension de un componente microbiano que,
como sefialan Gandhi et al. (2018), permanece en
gran parte desconocido en muchos ecosistemas,
constituyendo asi una contribucién cientifica
fundamental para la caracterizacion ecoldgica y el
manejo de este humedal costero artificial.

El indice de Shannon reveld6 un incremento
significativo en la diversidad bacteriana durante
septiembre (3,2 - 3,8) en comparaciéon con junio
(2,7 - 3,1), patrén que coincide con lo documentado
por Cakin et al. (2025) en humedales costeros. En
contraste, Wei et al. (2021) documentaron valores

del indice de Shannon superiores en humedales
naturales de flujo superficial en China (3,718 en
mayo, 4,303 en agosto y 4,432 en octubre). Esta
diferencia podria atribuirse a que nuestro estudio
se realiz6 en un humedal artificial costero,
mientras que Wei et al. analizaron humedales
naturales con mayor heterogeneidad de habitats. A
pesar de esta distincién, ambos estudios eviden-
cian patrones similares de variacién temporal en
las comunidades bacterianas, particularmente en la
respuesta a factores fisicoquimicos como tempe-
ratura, pH y oxigeno disuelto. Wei et al. (2021)
identificaron una fuerte correlaciéon entre estos
pardmetros y la abundancia y diversidad de bacte-
rias desnitrificantes, con predominio de Proteo-
bacterias (18,16%) y géneros especializados como
Dechloromonas (16,21%) y Rhodanobacter (1,51%).
El indice de Simpson mostré alta dominancia en
ambos periodos, con valores cercanos a 0.95 en
junio, incrementandose ligeramente en septiembre
de 0,95 - 1,00 (p < 0,05, test de Mann-Whitney).
Esta tendencia refleja como Proteobacteria
mantuvo su predominio, mientras Bacteroidota
aumentaba su representaciéon en septiembre,
demostrando dinamicas temporales consistentes.

En el presente estudio se documentan cambios
significativos en la diversidad y composicién bacte-
riana entre junio y septiembre, con mayor riqueza
taxondmica y predominio de diferentes géneros
segun la estacidn. Esto sugiere que, al igual que en
el estudio de Wei et al,, las variaciones estacionales
en parametros ambientales, especialmente tempe-
ratura y oxigenacion, influyen decisivamente en la
estructura de las comunidades microbianas, lo que
estaria correlacionado con las fluctuaciones esta-
cionales en factores fisicoquimicos que modulan la
composicién bacteriana, un fenémeno consistente
tanto en ecosistemas naturales como artificiales.

Tabla 3
Filos bacterianos dominantes en la Poza La Arenilla. Funciones ecolégicas potenciales e importancia de acuerdo a la literatura
Filo Funciones Ecolégicas Potenciales  Importancia en Humedales Costeros Referencia
» Descomposicion de materia
organica
« Participacidn en ciclos del Filo mas versatil y abundante en Song et al.
carbono y nitrégeno humedales costeros. Esencial en el ciclo (2024); Geng et
Proteobacteria » Degradacién de hidrocarburos del carbono, participando activamente en al. (2020);

» Transformacién de nutrientes
* Procesos de Biorremediacion
» Adaptabilidad a diversos
gradientes ambientales

la descomposicién de materia organica y
compuestos organicos complejos.

Hartman et al.
(2008)

Presente en diversos tipos de humedales
costeros y urbanos. Responde

eDegradacion de hidrocarburos significativamente a contaminacién por Elzagtzr;).et al.
Bacteroidota eDegradacién de materia organica hidrocarburos, mostrando incrementos Beazle}ll et al
e Biorremediacion dramaticos durante eventos de (2012) ’
contaminacién y posterior disminucién al
degradarse los contaminantes.
¢ Degradacion de carbono mediante
glicésido hidrolasas Ghen etal

* Produccién de metabolitos
secundarios
« Sintesis de antibidticos naturales

Actinobacteriota

Filo dominante ampliamente distribuido
en humedales, con influencia agricola.

(2018); Garcia-
Estrada et al.

» Amplia cobertura funcional (2024)

metabdlica.

* Reduccion de sulfatos Indicador de transicion salina en Morina et al
Desulfobacterota e Ciclo del azufre humedales costeros. Aumenta (2022) )

» Degradacién anaerobia

progresivamente con salinizacién
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La diversidad microbiana observada en la Poza La
Arenilla coincide con patrones encontrados en otros
ecosistemas costeros a nivel mundial, lo que resalta
la necesidad de este tipo de estudios y su replicacién
en humedales costeros artificiales para comprender
completamente la estructura y funcién de sus
comunidades bacterianas. Esta informacién es
fundamental para desarrollar estrategias efectivas
de conservaciéon y manejo, como el biomonitoreo
molecular basado en técnicas de metabarcoding de
ADN ambiental para la deteccién temprana de
cambios en la composicién microbiana (Robertson,
2024), la identificaciéon de bioindicadores especi-
ficos de calidad ecosistémica que permitan evaluar
objetivamente el impacto de intervenciones (Chen et
al, 2018),ylaimplementacién de aproximaciones de
biorremediacién  microbiana para  degradar
contaminantes especificos (Cakin et al, 2024).
Ademads, como sugieren Esser et al. (2024), la
ecogenémica de humedales permite evaluar
directamente los efectos de cambios en la calidad del
aguay medir procesos biogeoquimicos clave como la
desnitrificacién o la transformacién de contami-
nantes, proporcionando informacién crucial para
estrategias adaptativas de gestion que optimicen los
servicios ambientales que este humedal artificial
ofrece a la comunidad circundante.

Los pardmetros fisicoquimicos de la Poza La
Arenilla sugieren una relacién significativa con la
diversidad bacteriana observada. El pH se mantuvo
en rango alcalino con un ligero incremento entre
junio y septiembre, la salinidad permaneci6 estable
(34,5 - 35,4%0) como es caracteristico en ecosis-
temas costeros, mientras que el oxigeno disuelto
mostro fluctuaciones estacionales y la temperatura
presentd un descenso sutil entre ambos periodos
de muestreo. La literatura cientifica respalda la
influencia de estos parametros en comunidades
bacterianas. Wei et al. (2021) documentaron como
la temperatura y salinidad modifican la estructura
microbiana en humedales chinos, evidenciado por
variaciones significativas en el Indice de Shannon-
Wiener (3,718 - 4,432) entre estaciones. Morina et
al. (2022) establecieron correlaciones especificas
entre salinidad y abundancia de Bacteroidota y
Desulfobacterota en humedales de Florida,
mientras que Geng et al. (2020) identificaron al pH,
humedad y concentracién de nutrientes como
factores determinantes en la composicién
microbiana. Estas evidencias sugieren que las
variaciones fisicoquimicas registradas en la Poza
La Arenilla podrian explicar las fluctuaciones
observadas en la abundancia de filos bacterianos,
particularmente Proteobacteria y Bacteroidota.

CONCLUSIONES

Desde una perspectiva de gestiéon ambiental, los
resultados obtenidos sugieren la necesidad de
incorporar el andlisis de diversidad bacteriana en
los programas de monitoreo de ecosistemas
acuaticos artificiales, complementando los para-
metros microbioldgicos convencionales estable-
cidos en la normativa peruana. Esta informacion
proporcionaria indicadores mas sensibles sobre
cambios en la calidad ambiental, permitiendo
identificar alteraciones ecosistémicas tempranas y
desarrollar estrategias mas efectivas para el
control de la contaminacién y la conservacion de
estos valiosos ecosistemas.

En este estudio se revela el potencial trans-
formador de las tecnologias de secuenciacién de
nueva generacién para el monitoreo y
conservacion de humedales costeros artificiales en
Peru. A través del metabarcoding del gen 16S rRNA
completo mediante Oxford Nanopore, hemos
identificado una comunidad bacteriana altamente
diversa, con patrones estacionales marcados que
responden sensiblemente a variaciones en
parametros fisicoquimicos clave.

La comunidad microbiana de este ecosistema,
dominada por Proteobacteria (60% - 80%), exhibe
una clara diferenciacién entre junio y septiembre,
con mayor diversidad y riqueza taxondmica
durante esta ultima. El oxigeno disuelto emergié
como el principal factor estructurador de la
comunidad bacteriana, modulando la distribucién
de géneros con funciones ecolédgicas especificas,
desde degradadores de hidrocarburos hasta
microorganismos fotosintéticos y potenciales
bioindicadores de calidad ambiental.

Los perfiles bacterianos identificados constituyen
una herramienta de diagndstico altamente sensi-

ble, capaz de detectar alteraciones ecosistémicas.
Esta sensibilidad permite anticipar cambios en la
calidad ambiental, facilitando intervenciones
preventivas mas efectivas y econémicas.

La incorporacién de los andlisis de diversidad
bacteriana en programas regulares de monitoreo
ambiental potenciard significativamente las
estrategias de conservacion de humedales
costeros, proporcionando indicadores precisos
sobre el funcionamiento ecosistémico, los ciclos
biogeoquimicos y los procesos de contaminacién
antropogénica. Esta aproximacién representa un
avance sustancial respecto a los métodos tradi-
cionales basados exclusivamente en coliformes
termotolerantes, estableciendo un nuevo estandar
para la evaluacidn integral de la salud ecosistémica
en ambientes acuaticos.

Futuras investigaciones deberian enfocarse en tres
aspectos fundamentales. Primero, seria importante
realizar analisis funcionales para entender mejor
qué procesos metabélicos realizan estas bacterias,
especialmente aquellas relacionadas con la degra-
daciéon de contaminantes tipicos de la zona del
Callao. Segundo, necesitamos datos de periodos
mas largos que incluyan eventos climaticos
extremos, ya que durante nuestro estudio no
pudimos evaluar el impacto de fen6menos como El
Nifio. Tercero, seria valioso comparar nuestros
resultados con otros humedales cercanos como
Ventanilla o Pantanos de Villa para verificar si los
patrones observados son consistentes. Este tipo de
informacién permitiria eventualmente desarrollar
herramientas de monitoreo mdas precisas y
adaptadas a nuestra realidad costera, contri-
buyendo asi a una mejor gestion de estos
importantes ecosistemas.
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