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RESUMEN

Las Islas Galapagos son globalmente reconocidas por su singular diversidad y endemismo, no
obstante, todavia no se termina de describir a los ecosistemas presentes en las Islas. Algunos
de estos ecosistemas son los de agua dulce y salobre, de los cuales se tiene informacion de la
calidad del agua y composicion de macroinvertebrados. Dentro de este enfoque, se sabe que
para comprender de mejor manera el funcionamiento de los ecosistemas, se requiere
comprender la composicidon bacteriana presente. Por ende, este estudio aborda la identificacion
de la composicion bacteriana y su biodiversidad en ecosistemas acudticos de las Islas
Galapagos. A través del analisis del ADN ambiental y la secuenciacion por nanoporos de ONT
de 39 muestras (17 de agua dulce y 22 de agua salobre) de tres islas principales: Isabela, San
Cristobal y Santa Cruz. La asignacion taxondémica demostré la dominancia de los filos
bacterianos Proteobacteria y Bacteroidota en aguas dulces, mientras que en aguas salobres se
afiadié Cyanobacteria. Se identificaron filos no previamente reportados en Galdpagos, como
Bdellovibrionata y Patescibacteria, lo que podria ser relevante para comprender mejor el
ecosistema y su estado. Los andlisis de diversidad alfa y beta revelaron diferencias y similitudes
en la composicion de especies bacterianas entre islas y tipos de agua, destacando la influencia
de factores ambientales y geograficos. Este estudio pionero resalta la importancia de continuar
investigando estas aguas poco estudiadas en las Islas Galapagos junto con las caracteristicas de
los ecosistemas donde se toman las muestras.

Palabras clave: Bacteria, Galapagos, Ecosistemas de agua dulce, Ecosistemas de agua salobre,

Composicion Microbiana, Diversidad Microbiana, Min[ON



ABSTRACT

The Galapagos Islands are globally recognized for their unique diversity and endemism;
however, the ecosystems present in the islands have not yet been fully described. Some of these
ecosystems are freshwater and brackish water ecosystems, for which information is available
on water quality and macroinvertebrate composition. Within this approach, it is known that to
better understand the functioning of ecosystems, it is necessary to understand the bacterial
composition present. Therefore, this study addresses the identification of bacterial composition
and biodiversity in aquatic ecosystems of the Galapagos Islands. Through environmental DNA
analysis and ONT nanopore sequencing of 39 samples (17 freshwater and 22 brackish water)
from three main islands: Isabela, San Cristobal and Santa Cruz. Taxonomic assignment showed
the dominance of the bacterial phyla Proteobacteria and Bacteroidota in freshwater, while
Cyanobacteria were added in brackish water. Phyla not previously reported in Galapagos, such
as Bdellovibrionata and Patescibacteria, were identified, which could be relevant to better
understand the ecosystem and its status. Alpha and beta diversity analyses revealed differences
and similarities in bacterial species composition between islands and water types, highlighting
the influence of environmental and geographic factors. This pioneering study highlights the
importance of continuing to investigate these poorly studied waters in the Galapagos Islands
along with the characteristics of the ecosystems where samples are taken.

Key words: Bacteria, Galapagos, Freshwater Ecosystems, Brackish Water Ecosystems,

Microbial Composition, Microbial Diversity, Minl[ON
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INTRODUCCION

Las Islas Galapagos son uno de los lugares més biodiversos del mundo y se han
considerado durante muchos afios como un laboratorio natural que permite estudiar varios
fenémenos y las distintas interacciones entre especies (Walsh et al., 2010). Son un archipiélago
de islas volcanicas 18 principales y mas de 100 islotes, que se encuentran a 965 km de la costa
ecuatoriana (Walsh & Mena, 2013). Su ubicacion en el océano Pacifico, condiciones climaticas
y aislamiento del resto del continente, son algunos de los factores que les permiten tener una
flora, fauna y microorganismos distintos a otros lugares (Walsh et al., 2010). Por el mismo
hecho de que ofrecen un paisaje ecologico unico, no se ha logrado abordar la investigacion en

todos los ecosistemas acuaticos presentes para comprender su funcionamiento.

Se define a un ecosistema acudtico como un entorno natural con un cuerpo de agua de
diverso tamafio que posee elementos bidticos y abidticos que interactian entre si y su entorno
circundante (Pittock & Finlayson, 2011). Estos ecosistemas pueden ser arroyos, pantanos,
mares, lagunas, estuarios, entre otros, donde su naturaleza juega un rol vital en diversos ciclos
de nutrientes (Nagy et al., 2016). Dependiendo de si es un cuerpo de agua dulce, salada, o
salobre tiene diferentes caracteristicas fisico-quimicas y composicion en flora, fauna y
microorganismos (Moss, 1994). La biodiversidad bacteriana cumple importantes funciones
dentro de estos entornos, en general, se encargan de regular los ciclos de nutrientes, simbiosis
con otros organismos, produccion de oxigeno (Paerl & Pinckney, 1996). A esto se le suma la
capacidad de que algunas bacterias acuaticas tienen la capacidad de descomponer materia

organica y depuracion de ciertos contaminantes del agua (Tang et al., 2021).

Por un lado, los ecosistemas de agua dulce que poseen <1% de salinidad y desempefian
un papel fundamental en la salud del ser humano y el planeta en general, debido a que son una
fuente de agua potable (Brett et al., 2017). Por otro lado, los ecosistemas salobres tienen una

concentracion de salinidad intermedia entre 1%-3.5% de salinidad, lo que se conoce como agua
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dulce y agua salada (Rath & Mitbavkar, 2023). Las fuentes de agua salobre son estuarios,
manglares, entre otros, y su contenido de salinidad se debe a la cercania a agua salada y la
acumulacion de sales minerales (Gogina et al., 2018). Las aguas salobres actian como viveros
naturales donde crias de peces y cangrejos pueden encontrar refugio y alimento (Sanders et al.,
1992). La composicion bacteriana tanto de agua dulce como salobre se encarga de filtrar y
purificar el agua, ya que eliminan el exceso de nutrientes y/o contaminantes antes de que

lleguen a cuerpos mas grandes de agua (Gogina et al., 2018).

Desde la década de los afios 70 las Islas han recibido una gran ola de migrantes desde
Ecuador continental debido a las oportunidades de pesca en empresas internacionales o de
turismo (Overbey et al., 2015). Este aumento de poblaciéon genera que la demanda de
alimentacion, agua vehiculos, viviendas, y otros elementos materiales incrementen a su vez
(Reetal., 2023). Sin embargo, durante este tiempo se han ignorado los sistemas de electricidad,
gas, provision y tratamiento de aguas. Hasta el momento, en las Islas se consigue agua potable
de 3 formas: por importacion del continente, por recoleccion de agua de lluvia y mediante

extraccion de agua dentro de ecosistemas de agua dulce (Violette et al., 2014).

Tanto de ecosistemas de agua dulce y salobre de Galapagos solo se han realizado
estudios de calidad del agua midiendo indicadores microbiologicos como Escherichia coli 'y
enterococos (Gerhard et al., 2017). Ademas de otros estudios como el Echelpoel, et al., (2019),
donde investigaron la composicion de macroinvertebrados y peces de arrecife en algunos
ecosistemas acuaticos. Sin embargo, no hay estudios que analicen a la composicion bacteriana
de distintos ecosistemas de agua dulce y salobre y realicen analisis de diversidad. Lo cual es
fundamental para entender como funcionan dichos ecosistemas y si existe algin impacto
antropogénico o industrial dentro de ellos (Ballesteros-Mejia et al., 2021). Ademas, cdémo no
han sido estudiados previamente, se pueden encontrar filos bacterianos interesantes que pueden

tener aplicaciones biotecnologicas (Lopez et al., 2021).
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Los ecosistemas acudticos se ven amenazados por causas antropogénicas tanto de
caracter industrial como urbano (Ballesteros-Mejia et al., 2021). Se ha reconocido que los
nutrientes y contaminantes orgéanicos son los principales factores estresantes responsables de
la variacion de la comunidad bacteriana de dichos ecosistemas (Lopez et al., 2021). Varios
estudios sugieren que existe un significante porcentaje de degradacion del ambiente en la Isla
Isabela causado por la contaminacion del agua en humedales sensibles y lagunas, asi como una
reduccion en el porcentaje de agua disponible para que cubra las necesidades humanas y
ecoldgicas (Ballesteros-Mejia et al., 2021; Mateus et al., 2019). A esto se le afiade que se ha
visto un incremento de salinidad en aguas dulces a lo largo del tiempo que es probablemente
debido a la extraccion excesiva de agua de pozos comunitarios dentro de las Islas (Mateus et al.,
2019). La razon yace en que se drena agua salobre desde las profundidades hasta las aguas
dulces que se encuentran superficialmente (Lopez et al., 2021). Por lo que estudiar su
composicion bacteriana y su diversidad podria ayudar a entender de mejor manera el

funcionamiento de los ecosistemas.

Una manera de estudiar la biodiversidad en los ecosistemas es el muestreo directo de la
zona que se quiere estudiar mediante monitoreo directo de las especies en el lugar (Lijuan et
al., 2014). Sin embargo, una herramienta novedosa que permite identificar y monitorear la
presencia de especies sin la necesidad de observarlas directamente es el ADN Ambiental o
eDNA (enviromental DNA) (Schenekar, 2023). Esto debido a que cada organismo deja rastros
de su ADN cuando se movilizan, alimentan, reproducen o eliminan desechos dentro del
ambiente que puede ser agua, aire o tierra (Custodio et al., 2022). Ya sea mediante el
desprendimiento de piel, pelo, heces, células u otros materiales biologicos en el entorno donde
se encuentren (Mauvisseau et al., 2022). Al tomar las muestras del ambiente se puede analizar

la presencia de distintos organismos, ya sean invertebrados, mamiferos, peces, o bacterias

(Carraro et al., 2020).
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El gen que se utiliza para identificar bacterias es el16S que codifica para la subunidad
ribosomal pequena o también conocida como ARNr 16S (Vétrovsky & Baldrian, 2013). Esta
molécula forma parte de los ribosomas que se encargan de la sintesis de proteinas (Eichler et
al., 2006). A pesar de que es un gen es muy conservado, varia ligeramente entre especies de
bacterias lo que permite que se lo pueda usar como marcador de identificacion (Case et al.,
2007). Una forma de detectar este gen en muestras ambientales es mediante el proceso de
amplificacion por PCR y secuenciacion (Fujiyoshi et al., 2020). Una de las técnicas de
secuenciacion mas utilizadas hoy en dia para la identificacién de microorganismos a través de
la amplificacion del genl16S es la de secuenciamiento por nanoporo, desarrollada por ONT
(Eichler et al., 2006). Esta técnica permite el secuenciamiento de amplicones
independientemente de su tamafio, permitiendo generar lecturas de la secuencia completa de
en este caso, el gen 16S. A medida que el ADN pasa por el nanoporo se identifica cada base
porque existe un cambio en la corriente eléctrica que fluye a través del poro (Fujiyoshi et al.,
2020). De esta manera es posible decodificar la secuencia integra de los fragmentos
amplificados, cuyos tamafios varian alrededor de 1.5-1.6Kb (Case et al., 2007). Existen varias
ventajas de la secuenciacion ONT como que permite el monitoreo en tiempo real y en cualquier

lugar, ademas que tiene bajo costo en comparacion con otras tecnologias (Acharya et al., 2019).

El presente estudio se enfoca en analizar la composicion y diversidad bacteriana en
muestras de ADN ambiental de agua dulce y salobre de 3 islas de las Islas Galapagos mediante
el secuenciamiento con ONT del gen 16S rRNA. De acuerdo con lo mencionado previamente,
este estudio nos permitird conocer la composicion bacteriana en estos ecosistemas de agua
dulce y salobre, ya que solo se conoce su caracterizacion fisica-quimica y composicion de

macroinvertebrados. Esto ademas nos permitira entender el funcionamiento de los mismos.
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METODOS

Recoleccion de muestras

Para la toma de muestra en los distintos puntos: se tomo6 1 frasco de vidrio
esterilizado y se enjuagd 3 veces en el area escogida del agua a una profundidad media.
Posteriormente se llend 1 litro de agua, donde se dejoé un espacio vacio de 1% del frasco y se
tapo el frasco. Se rotuld y se mantuvo en refrigeracion hasta llegar al laboratorio de biologia

molecular del Galapagos Science Center en San Cristobal.

Se obtuvieron 39 muestras de ecosistemas de agua dulce y salada en las Islas Galapagos
(13 muestras de la Isla Isabela, 8 muestras de la Isla San Cristobal y 18 de la Isla Santa Cruz).
La informacioén respectiva de cada muestra se especifica en la Tabla 1 y los puntos de muestreo

estan en el Anexo 1.

Extraccion de ADN y cuantificacion en Nanodrop

Cada muestra de agua pas6 del frasco al filtro de 0.45 pm por una bomba de agua
peristaltica para retener la mayor cantidad de material genético en el filtro. Se utilizd el
protocolo detallado en Spens et al., (2017), que realiza extraccion de ADN de muestras de agua
de eDNA, que a su vez es un protocolo modificado del kit ¢ DNeasy® Blood & Tissue kit
(QIAGEN, Stockach, Germany). En cada filtro de cada muestra de agua, obtenemos dos
muestras diferentes. Una es del buffer que se us6 para extraer el cual se dejo reposar por un dia
(que se denominaréd ‘buffer’); y la otra muestra es del filtro en si, que se dejé en el buffer
durante dos dias antes de ser analizado (que se denominara ‘filtro’). Para determinar la
concentracion y calidad del ADN de las muestras se utilizé un espectrofotometro NanoDrop™

2000 y Qubit™ 3.0.
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Amplificacion y preparacion de librerias y secuenciamiento con MinlON ONT

Como se observa en la Tabla 1, 36 de las 39 muestras fueron secuenciadas en Galapagos
siguiendo las especificaciones del 16S Barcoding Kit 1-24 (SQK-16S024) (16S Barcoding Kit
1-24, n.d.). Las 3 muestras restantes no utilizaron el mismo kit, ya que fueron amplificadas
mediante una PCR en Quito y se usaron sus amplicones para generar librerias con Native

Barcoding Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24) ((Native Barcoding Kit 24 V14, n.d.).

Analisis Bioinformatico y asignacion taxonémica

Las secuencias fueron analizadas mediante el pipeline Spaghetti (Latorre-Pérez et al.,
2021) que permite examinar secuencias de ONT del gen 16S rRNA, donde se realiza la
remocion de adaptadores, detectar quimeras, removerlas y alinear las secuencias con la base de
datos de SILVA (v. 138) (Latorre-Pérez et al., 2021). Como resultado se obtuvieron 2 archivos
en formato csv: una tabla con las frecuencias de los OTUs y una tabla con la taxonomia

asignada a cada OTU.

Analisis de diversidad de las secuencias

Se desarrolld un script personalizado en el lenguaje de programacion R (R Core Team,
2020) para llevar a cabo el analisis de diversidad alfa y beta de las secuencias. Se realiza la
rarificacion y normalizacion de datos. Ademas del célculo de indices para alfa diversidad y
generacion de graficos para alfa y beta diversidad, con sus respectivas pruebas estadisticas.
Dentro de este script se usaron los paquetes de: ohchibi v1.0.0 (Salas-Gonzalez, 2019),
phyloseq v1.44.0 (McMurdie & Holmes, 2013), ggplot2 v3.4.3 (Wickham, 2016), vegan v2.6.4

(Oksanen, 2019).
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RESULTADOS
A continuacion, se presentan la abundancia relativa, la alfa y beta diversidad del analisis
bioinformatico de 36 de las 39 muestras. Esto debido a que, al ajustar el nimero de lecturas de
cada muestra para hacerlas comparables entre si, se normalizaron las muestras a un limite de
21 000 lecturas. Por lo que se descartaron 3 (IPZDB02, IPZVC15 e IPZDBO03) porque tuvieron

110, 2 024 y 9 153 lecturas respectivamente.

Taxonomia de las Islas: Isabela, San Cristobal y Santa Cruz

Con la finalidad de visualizar las diferencias encontradas se realizaron graficos de
abundancia relativa donde se observa la asignacion taxondmica usando la base de datos de
SILVA mediante el pipeline de Spaghetti. La Figura 1 se compone de 2 paneles A) donde se
observan los 11 filos méas abundantes presentes en las islas San Cristobal, mientras que en el
panel B) se encuentran los 11 filos mas abundantes en Isabela y Santa Cruz. En el panel A) se
encuentran todas las muestras de agua dulce con una abundancia de 60-70% aproximadamente
de Proteobacteria. Ademads de alrededor de un 20% de Bacteroidota y el resto de filos estan
presentes en menos del 1%. En el caso del panel B) se presentan las muestras de agua salobre
donde si bien Proteobacteria es el filo mas abundante (30-40%), también se observa que
Cyanobacteria tiene un 10-40% de abundancia. El filo Bacteroidota esta entre 10-20% y

Verrucomicrobiota entre 10-25%. Mientras que el resto de filos se encuentra presente en menos

del 1%.

Alfa diversidad

Se calculo la alfa diversidad, que es la diversidad presente en cada muestra, con los
indices de Shannon (Tabla 2). Para visualizar la distribucion y variabilidad de las diferentes
especies encontradas en el presente andlisis se realizaron graficos de diagramas de caja y

bigotes (Figuras 2) usando el indice de Shannon. Cabe resaltar que tanto en la Figura2 A) y en
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la 2 B) se logra ver una gran cantidad de valores atipicos. Ademads, el que posee mayor
diversidad en la Figura 2 A) es la Isla San Cristobal entre las muestras de agua dulce. En el
caso de la Figura 2 B) de las muestras de agua salobre se observa que en general la diversidad

entre Santes similar.
Beta diversidad

Se realizaron observan los graficos de andlisis de coordenadas principales o PCoAs para
visualizar las diferencias en la composicion de especies entre los distintos lugares, es decir, la
beta diversidad. En todos los graficos se realizo el andlisis PERMANOVA (Andlisis de
Varianza Permutacional Multivariado de la Diferencia) para determinar si las diferencias
encontradas son estadisticamente significativas. En este andlisis se observa la influencia cada
factor Isla y el factor Zona cada uno tiene un valor R? que explica la variabilidad de los datos
explicada por el modelo estadistico y un valor p que si es menor a 0.001 nos dice que las
diferencias encontradas son estadisticamente significativas. En la Figura 3 A) el factor Isla tiene
un R%: 15.75% y su valor p<0.001. El factor Zona explica el 67.26% de la variabilidad de los
datos (R?) y muestra que existen diferencias significativas (p<0.001), y se puede observar una
clara diferenciacion en la agrupacion de las muestras de San Cristobal (eje superior) y las de

Santa Cruz (eje inferior).

Para las muestras de agua salobre la Figura 3 B) muestra que el 14.38% de la
variabilidad en los datos es explicado por la variable Isla, y existen diferencias significativas
(p<0.001). También muestra que el 63.11% de la variabilidad en los datos es explicado por la
variable Zona y muestra también que existen diferencias significativas (p<0.001). Sin embargo,
al observar la Figura 3B) no existe una separacion tan evidente entre las muestras, y tiene
regiones del grafico en las que existe un sobrelapamiento entre muestras que provienen de

diferentes islas.
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DISCUSION

Diferencias entre la composicion bacteriana entre las Islas Isabela, San Cristobal y
Santa Cruz

Nuestro estudio destacd diferencias y similitudes en las comunidades bacterianas de
agua dulce (San Cristobal y Santa Cruz) y agua salobre (Isabela y Santa Cruz). Se puede resaltar
que, en las muestras de agua dulce (Figura 1 A), se encuentra una gran abundancia de
Proteobacteria y Bacteroidota. Estos filos exhiben lo encontrado en estudios previos realizados
en Hawaii (Klair et al., 2023) y Brasil (Godoy et al., 2022) donde su presencia fue predominante
en agua de rios, manantiales y lagunas. Proteobacteria es un filo que se encarga de descomponer
materia organica y mantener el equilibrio de nutrientes en el agua (Behera et al., 2017). Si bien
este filo alberga especies reconocidas como indicadores de contaminacion del agua, como E.
coli, y algunas especies de Enterobacter (Jin et al., 2018; Liu, 2011), este estudio se centrd
unicamente en la taxonomia a nivel de filo. Mientras que Bacteroidota ademas de degradar
compuestos organicos, son alimento de otros organismos como protozoos y peces, por lo que

mantiene un equilibrio en la cadena alimentaria de estos ecosistemas (Henriques et al., 2006).

Hay algunos filos menos abundantes como Verrucomicrobiota que pueden formar
simbiosis con otros organismos acuaticos para fijar nitrogeno en el agua (F Kamada, 2023). El
filo Acidobacteriota, segiin Zimmermann et al. (2012), prospera en aguas con bajos niveles de
pH y participa en el ciclo de carbono mineralizando compuestos complejos. Bdellovibrionota
es un filo depredador de bacterias Gram negativas, que no ha sido descrito antes en las Islas, y
s6lo se ha reportado cuando se realizan andlisis de metagenomica (Li et al., 2021). Aln no se
comprende totalmente su rol en el medio ambiente, pero se sabe que su presencia controla el
crecimiento de ciertas comunidades bacterianas (Sockett, 2009). Ademas, se ha reportado que

Bdellovibrionota puede cooperar con otras bacterias como Myxococcota para cazar y depredar
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Gram negativas (Li et al., 2023), lo que podria ser la razon por la cual Proteobacteria se

encuentra en menor abundancia en las muestras de San Cristobal que en las de Santa Cruz.

En el caso de las muestras de agua salobre (Figura 1 B), los filos mas abundantes son
Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidota y Verrucomicrobiota. Estos filos corresponden a
lo encontrado en un estudio en muestras de agua salobre en el atolén de coral de Kiritimati, en
el Océano Pacifico tropical central realizado por Schmitt et al., (2019). Donde se observa que
comparten filos en ambos estudios, entre ellos, Actinobacteriota, Cyanobacteria,
Verrucomicrobiota, Firmicutes, Bacteroidota, Planctomycetota, Proteobacteria, que son
comunes en fuentes de agua salobre (Schmitt et al., 2019). Los ecosistemas salobres suelen
tener composiciones microbianas similares, incluso si se encuentran geograficamente lejos
(Golebiewski et al., 2017), porque la alta concentracion de sal aumenta el costo energético de
vida (Kisand et al., 2005). Esta barrera de estrés dificulta que nuevos microorganismos se
introduzcan, por lo que las comunidades microbianas tienden a ser estables (Yang et al., 2016).
En nuestros resultados se encontrdé una alta abundancia de Cyanobacteria que producen
oxigeno y a fijar el carbono en la fotosintesis (Gotebiewski et al., 2017). Se ha reportado que
son comunes en aguas con alto porcentaje de salinidad, ya que la competencia con otros

microorganismos y algas es menor en estos ecosistemas (Georges Des Aulnois et al., 2019).

Otro filo importante, pero en menor abundancia es Patescibacteria que son
nanobacterias, no antes descritas en estudios de las Islas (Herrmann et al., 2019). Este filo
unicamente ha sido reportado en andlisis metagenémicos y son interesantes porque se les ha
atribuido mecanismos de desintoxicacidon de nitritos en lugar de realizar desnitrificacion
(Castelle et al., 2018). Campilobacterota es un filo conocido por su adaptabilidad a entornos
extremos, lo que aporta resiliencia a esos ecosistemas (Axelsson-Olsson et al., 2010). Este
grupo incluye algunas especies patdgenas, por lo que identificarlas en estos ambientes podria

indicar contaminacion fecal y como se encuentra el estado de las aguas (Sinton et al., 2007).
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Alfa diversidad de los diferentes tipos de agua entre Islas

La alfa diversidad es una medida de diversidad bioldgica dentro de un drea o ecosistema
en especifico en base a su riqueza (numero de especies) (Willis, 2019). Se evaluo el indice de
Shannon que toma en cuenta tanto la uniformidad (distribucion de individuos entre especies)
como a la riqueza de las especies en la muestra (T Moreno et al., 2011). Las muestras de agua
(Figura 2 A), muestran que San Cristobal presenta un rango de valores maés altos, lo que
demuestra que tiene una mayor diversidad en su composicion bacteriana (Percent et al., 2008)
que Santa Cruz. Se ha reportado que los ecosistemas con condiciones ambientales fluctuantes,
como intensidad de lluvias, cambios de temperatura y humedad, tienden a presentar una mayor
diversidad microbiana que los ecosistemas con condiciones ambientales estables (Girvan et al.,
2005). Las zonas muestreadas en San Cristobal tienen precipitaciones anuales mayores a los
1200 mm, mientras que en los lugares de muestreo de Santa Cruz tienen precipitaciones con
valores entre 500-700 mm al afio. Esto podria estar explicando las diferencias en la alfa
diversidad encontrada en ambas islas (Kirs et al., 2020).

En las muestras de agua salobre (Figura 2 B) se observa que sélo 2 muestras de Santa
Cruz son mas diversas que las de Isabela, pero entre ambas islas la es diversidad similar. Esto
puede residir en que las zonas de muestreo de ambas islas son ecosistemas con caracteristicas
semejantes como cercania a desembocaduras hacia el océano (Riascos-Flores et al., 2021).
Todas las zonas donde tomaron las muestras estan entre los 0 y 5 msnm (Asigau et al., 2017),
ademds que se componen de manglares o lagunas saladas donde se ha reportado que aves
migratorias como flamencos van frecuentemente a alimentarse en estas zonas (Rodriguez &
Castro, 2015). Ademas, su vegetacion se compone de mangles negros y manzanillo o manzano
venenoso (Asigau et al., 2017), la cual podria ser la razon por la que tiene una diversidad

similar.
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Beta diversidad de los diferentes tipos de agua entre Islas

La beta diversidad es una medida de la variabilidad en la composicion de especies entre
2 o més puntos de muestreo (Barberan et al., 2010). Tanto en la Figura 3 A) y 3 B) se realizd
un grafico PCoA que es un analisis multivariado que permite reducir la complejidad de los
datos y los representa en un espacio de coordenadas (Shengbin et al., 2010). Se realiz6 también

un analisis de PERMANOVA para observar si existen diferencias significativas (Li et al., 2018).

En la Figura 3 A) de muestras de agua dulce se puede observar una clara diferenciacion
en la agrupacion de las muestras de San Cristobal y las de Santa Cruz, donde son significativos
tanto el factor Isla (15.75%; valor p<0.001) como Zona (67.26%; valor p<0.001). Estas
diferencias pueden deberse a lo mencionado anteriormente en las desigualdades en los patrones
de precipitacion de cada isla. A su vez, existen otras caracteristicas que podrian estar
influyendo, como que Santa Cruz es mas poblada y con una mayor actividad agricola que San
Cristobal (Olmedo & Cayot, 1994). Se ha reportado que el uso de fertilizantes y/o pesticidas
en la agricultura puede llegar a cambiar la disponibilidad de nutrientes y por ende a la

composicion microbiana de la zona (Waiser & Robarts, 1997).

En el caso de la Figura 3 B) de muestras de agua salobre hay una leve separacion en el
eje X, y si bien los factores son significativos Isla (R?: 14.38%; valor p<0.001) y Zona (67.26%;
valor p<0.001), observamos un sobrelapamiento entre las muestras. En este caso, puede ser que
existan factores que estén influyendo y no se han tomado en cuenta, causando la superposicion
entre muestras. Esto podria deberse a que las zonas muestreadas presentan caracteristicas
similares como se menciond previamente. Dichas zonas poseen una vegetacion similar muy
abundante alrededor, se encuentran casi al nivel del mar y en desembocaduras al océano
(Adelinet et al., 2008). Por lo que se debe profundizar en su estudio, tomando en cuenta los
datos biogeograficos y condiciones climaticas de la zona de muestreo (Polpass Arul et al.,

2021), para entender de mejor manera la presencia o ausencia de la composicion bacteriana.
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CONCLUSIONES

El presente estudio constituye una investigacion pionera en la caracterizacion y
diversidad microbiana de ecosistemas acuaticos en las Islas Galapagos. A partir de estos
resultados se encontraron filos bacterianos no reportados previamente en Galdpagos como
Bdellovibrionata y Patescibacteria que pueden ser interesantes en el estudio de su metabolismo
y su rol en el ecosistema. Se evidencio la elevada presencia de Proteobacteria en todas las
muestras, lo que puede ser relevante estudiar més a fondo para entender mas las caracteristicas
de las aguas y su estado, porque algunas especies de este filo pueden ser patdogenas. En las
muestras de agua dulce, San Cristobal posee més alfa diversidad que Santa Cruz, esta
disparidad puede explicarse por las caracteristicas propias de cada zona de muestreo. Ademas,
la separacion observada en la beta diversidad nos muestra que las diferencias entre las Islas son
significativas. En el caso de las muestras de agua salobre se observo una similaridad en la alfa
diversidad de Isabela y Santa Cruz, que puede deberse a las caracteristicas semejantes entre
ambas zonas de muestreo. Asimismo, cuando comparamos la beta diversidad, si bien hay
diferencias significativas, existen otros factores que pueden estar influyendo en estas muestras

por lo que la separacion entre las mismas no es evidente como en las muestras de agua dulce.

Estudiar los diferentes filos bacterianos en las aguas de las Islas Galapagos junto con
otras mediciones del ambiente nos da pistas sobre como esta conservado o afectado ese lugar
por la influencia humana, ya que son vulnerables a cambios bruscos por su aislamiento del
continente. Es crucial seguir examinando estas dreas mas a fondo, considerando cosas como el
pH, la temperatura y la cantidad de oxigeno y nutrientes, en distintos momentos del afo.
Asimismo, utilizar técnicas de secuenciacion complementarias como Illumina para poder llegar
a taxones mas especificos como género o especie. Esto permitird tener una mejor comprension
de la dinamica de las comunidades bacterianas en este lugar tan inico como lo son las Islas

Galapagos.



Tabla 1.- Muestras de ecosistemas acudticos de eDNA en Galdpagos

TABLAS
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ID de la

Isla Zona Tipo de agua Tipo de kit
muestra
Orillas Pozas Diablas IOPDC12 | Agua salobre 16S Barcod@ng K!t 1-24
IOPZDB21 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-25
Poza de los Tunos ITUNBO9 | Agua salobre 16S Barcod!ng K?t 1-26
ITUNB10 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-27
IPZDB02 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-28
Pozas Diablas IPZDCO08 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-29
Isla Isabela IPZDB03 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-30
IPZVBO07 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-31
Pozas Verdes IPZVCO06 | Agua salobre 16S Barcod@ng K?t 1-32
IPZVC15 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-33
IPZVC24 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-34
Quinta Playa IQPLB13 | Agua salobre 16S Barcod?ng K?t 1-35
IQPLB14 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-36
Cascada 1 CC1C02 Agua dulce | Native Barcoding Kit 24 V14
Cascada 2 CC2C03 Agua dulce | Native Barcoding Kit 24 V14
El Chorro CCHCO05 Agua dulce | Native Barcoding Kit 24 V14
Isla San CINCC17 Agua dulce 16S Barcod?ng K!t 1-24
Cristobal El Junco CJNCBO08 Agua dulce 16S Barcoding Kit 1-25
CIJNCC18 | Aguadulce 16S Barcoding Kit 1-26
Guadalupe CGDLC09 | Aguadulce 16S Barcoding Kit 1-27
L a Encafiada CENCCO03 | Aguadulce 16S Barcod!ng K!t 1-28
CENCB20 | Aguadulce 16S Barcoding Kit 1-29
RGRPC20 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-32
Garrapatero - .
RGRPC18 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-33
Grietas RGRTB24 | Agua salobre 16S Barcod!ng K?t 1-34
RGRTC11 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-35
Pozas Grietas RPZGB13 [ Agua salobre 16S Barcod?ng K?t 1-36
RPZGC12 [ Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-37
RSLNBO04 [ Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-38
Isla Santa Salinas RSLNCO05 | Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-39
Cruz RSLNC22 [ Agua salobre 16S Barcoding Kit 1-40
Cascajo RCSJC22 Agua dulce 16S Barcod!ng K!t 1-41
RCSJC14 Agua dulce 16S Barcoding Kit 1-42
Guayabillos RGYBC20 | Aguadulce 16S Barcod?ng K!t 1-43
RGYBB04 | Aguadulce 16S Barcoding Kit 1-44
Porvenir RPRVC24 | Agua dulce 16S Barcoding K?t 1-45
RPRVB23 | Agua dulce 16S Barcoding Kit 1-46
Manzanillo CMNZC21 | Aguadulce 16S Barcod@ng K?t 1-30
CMNZC22 | Aguadulce 16S Barcoding Kit 1-31
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Tabla 2.- Valores de alfa diversidad (indices de Shannon) obtenidos para cada una de las

localidades de las tres Islas analizadas

Isla Tipo de Zona Muestra |Shannon
Muestra
Pozas Diablas | IPZDCO08 3,901
Orillas Pozas |10OPZDC12| 4,376
Diablas IOPZDB21| 5,433
IPZVVBO7 4,627
Isabela Agua Pozas Verdes | IPZVC24 | 4,867
salobre IPZVCO06 3,485
Poza de los ITUNBO9 | 4,044
Tunos ITUNB10 | 3,232
. IQPLB13 | 3,320
Quinta Playa = oo 514 1 4,301
El Chorro CCHCO05 8,510
CINCC17 | 4,021
El Junco CINCBO08 | 4,220
San CINCC18 | 3,916
Cristobal | Avia dulce | Guadalupe | CGDLCO9 | 3,888
Cascada 2 CC2C03 8,288
Cascada 1 CC1Co02 7,335
La Encafiada CENCCO03 | 7,936
CENCB20 | 7,927
Pozas Grietas RPZGB13 | 6,573
RPZGC12 | 5,158
Garrapatero RGRPC20 | 3,980
Agua RGRPC18 | 4,092
salobre RSLNBO04 | 4,207
Salinas RSLNCO05 | 1,647
RSLNC22 1,741
Santa . RGRTC11 | 4,112
Cruz Grietas  "RGRTB24 | 6,195
Cascajo RCSJC22 | 4,816
RCSJC14 | 5,117
Guayabillos RGYBC20 | 5,968
Agua dulce RGYBB04 | 5,940
Porvenir RPRVB23 | 4,343
RPRVC24 | 4,819
Manzanillo RMNZC21| 4,629
RMNZC22| 4,554
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Figura 1.- Abundancia relativa a nivel de los filos mas representativos de las tres Islas
analizadas. A) Abundancia relativa de las muestras de agua dulce (San Cristobal y Santa
Cruz). B) Abundancia relativa de las muestras de agua salobre (Isabela y Santa Cruz).
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Figura 2.- Diagramas de caja y bigote para alfa diversidad (indice de Shannon) de la
composicion bacteriana en las tres Islas analizadas. A) Diagrama de caja y bigotes
correspondiente a las muestras de agua dulce (San Cristébal y Santa Cruz). B) Diagrama de
caja y bigotes correspondiente a las muestras de agua salobre (Isabela y Santa Cruz).
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Figura 3.- Analisis de coordenadas principales (PCoA) para beta diversidad de la
composicion bacteriana por localidad de las tres Islas analizadas. A) PCoA
correspondiente a las muestras de agua dulce (San Cristobal y Santa Cruz). B) PCoA
correspondiente a las muestras de agua salobre (Isabela y Santa Cruz).
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ANEXOS

Anexo 1: Mapa donde se muestran las zonas muestreadas en las Islas Galapagos. De
color verde se encuentra el Parque Nacional Galadpagos. En gris se encuentran las zonas
agricolas-urbanas. En puntos rojos se encuentran las fuentes naturales de agua dulce. En color
naranja se encuentran las zonas muestreadas de fuentes de agua salobre. En color azul se
encuentran las zonas muestreadas de fuentes de agua dulce.

[ Y a
Islas Galdpagos

San Cristobal

[ Parque Nacional Galépagos &. <
Zona agricola-urbana
Il Fuentes de agua dulce

@ Muestras de agua salobre

® Muestras de agua dulce

Santa Cruz | —

Isabela San Cristébal
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