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ResumenEn este trabajo reportamos la presencia de
ecosistemas microbianos sedimentarios en humedales del
Salar de Atacama. Estos sistemas laminados, que unen, atrapan
y precipitan minerales incluyen: mantos microbianos en Laguna
Tebenquiche y Laguna La Brava, domos de yeso en
Tebenquiche y microbiolitas carbonatadas en La Brava. Se
determiné la diversidad microbiana y las caracteristicas
biogeoquimicas clave de ambos lagos (La Brava y Tebenquiche)
y sus diversos ecosistemas microbianos (esteras no litificantes,
microbiolitas planas y domales). La composicién y abundancia
de minerales varié desde halita atrapada y unida en capas no
litificantes ricas en materia organica hasta microbiolitas planas
litificadas dominadas por aragonito y yeso en
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Estructuras domales litificadas. La pirosecuenciacién de la region V4 del
gen 16s rDNA mostré que las proteobacterias constituian un filo
importante en todos los ecosistemas microbianos estudiados, con una
marcada menor abundancia en las esteras no litificantes. Una mayor
proporcién de Bacteroidetes estuvo presente en los sedimentos de
Tebenquiche en comparacién con las muestras de La Brava. La
concentracion de pigmentos, particularmente la de clorofila.a,fue mayor
en el Tebenquiche que en La Brava. Los pigmentos tipicamente
asociados con bacterias fototréficas anoxigénicas estaban presentes en
cantidades mas bajas. Las esteras microbianas no litificantes, ricas en
materia organica, frecuentemente formaban estructuras bulbosas con
forma de serpiente debido a la acumulacién de gas debajo de la estera.
Nuestra hipétesis es que las microbiolitas litificadas podrian haberse
desarrollado a partir de estos tapetes microbianos en forma de
serpiente después de la precipitacién mineral en la capa superficial,
produciendo domos con comunidades endoevaporiticas en Tebenquiche
y plataformas carbonatadas en La Brava. Mientras que el papel potencial
de los microbios en las plataformas de carbonato esta bien establecido,
la contribucién de los microbios endoevaporiticos a la formacion de

cUpulas de yeso necesita mas investigacion.

Palabras claveLagunas hipersalinas - Tapetes microbianos
- Microbialitas - Atacama

Introduccién

Durante las Ultimas décadas, el papel de los microorganismos en
los procesos geoldgicos, particularmente en la precipitacion
mineral inducida por microbios (también conocida como
organomineralizacién) ha ganado mucha atencién en la literatura
sedimentolégica y geomicrobiolégica (Reid et al.2000; Dupraz et al.
2004,2009; Dupraz y Visscher2005; Glunk et al.2011). Desde el
Eoarchaean (4-3.6 Gy bp), los microbios han jugado
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un papel crucial en los procesos geoquimicos que forman el
registro sedimentario de nuestro planeta (Knoll y Golubic1992;
gerdés2007; Dupraz et al.2009): en estructuras
organosedimentarias laminadas o tapetes microbianos, estabilizan
los sedimentos (Paterson1994), median la precipitacién o disolucién
de minerales (Visscher y Stolz2005), microtela de impacto (Dupraz
et al.2009), influyen en la composicién y morfologia de los
minerales (Braissant et al.2004) y son capaces de dar forma a la
macroestructura de las acumulaciones (Burne y Moore 1987; Reid
et al.2000). En el proceso de organomineralizacién, donde los
microbios alteran la geoquimica de su microambiente inmediato a
través de actividades metabdlicas e inducen o influyen en la
precipitacion mineral (Dupraz et al. 2009), los tejidos minerales
pueden ser alterados (Beveridge1981; cody y cody1989; Gerdes et
al.1994; Luis2004; douglas2005; Ali Bik et al.2011). Ademas, los
microorganismos suelen tener superficies de células anidnicas que
actlian como agentes de nucleacién efectivos para la precipitacion
de minerales mediante la eliminacién de iones metalicos de su
entorno (Beveridge 1981; douglas2005; Dupraz y Visscher2005).
Sustancias exopoliméricas (EPS), producidas por una variedad de
organismos mat (Decho2000; Gallagher et al.2010) consisten en una
matriz organica con grupos funcionales aniénicos capaces de unir
iones metdlicos como Caz(Braissant et al.2007). Cuando los
microbios degradan EPS, Cazzse libera y los minerales de carbonato
precipitan (Dupraz y Visscher2005; Glunk et al.2011). Este proceso
de organomineralizacién puede dar como resultado la litificacién de
los tapetes microbianos, formando asi microbiolitos modernos
(Dupraz et al.2009). En contraste con los mantos no litificantes, ricos
en materia orgdnica, que consisten principalmente en biomasa con
inclusiones de particulas atrapadas y unidas esporadicamente, los
microbiolitos son depdsitos organosedimentarios que se han
acumulado como resultado de la captura microbiana benténicay la
unién de sedimentos y, ademads, también de minerales.
precipitacién (Burne y Moore1987). Los microbiolitos en este
estudio se estan formando activamente en la superficie,
experimentando una diagénesis temprana en el subsuelo y, por lo
tanto, se denominan microbiolitos modernos (Dupraz et al.2011). La
evidencia de abundantes microbios fésiles en el registro de rocas
sugiere que los microorganismos se han involucrado en la
organomineralizacién durante la mayor parte de la historia de la
Tierra (Riding2011).

La mayoria de las investigaciones de organomineralizacién
inducida por microbios se centran en carbonatos: calcita y/o
aragonito (Arp et al.1999a,b; Reid et al.2000,2003; Reitner et al.
2005; Jahnert y Collins2013), calcita de magnesio incluyendo
dolomita (Vasconcelos y McKenzie1997; Glunk et al. 2011) y
magnesita (Thompson y Ferris1990; Sanz Montero y Rodriguez
Aranda2008). Los tapetes microbianos asociados con costras de
halita y yeso se denominan cominmente tapetes
endoevaporiticos (Rothschild et al.1994). Se forman a través de
la precipitacién mineral fisicoquimica debido a la evaporacion
que produce costras y estructuras domales "similares a
estromatolitos" (Babel2004; Svaletta et al.2010).
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Estas estructuras domales endoliticas microbianas laminadas a
menudo se denominan endoevaporitas (Rothschild et al.1994;
Lanza et al.2003; Canfield et al.2004; Sahl et al.2008). El papel
exacto de los microbios en la formacién de estos domos de
yeso no esta bien establecido. Algunas de las propiedades
fisicas del yeso, como la translucidez y la higroscopia, son
favorables para el desarrollo de tapetes microbianos
endoevaporiticos (Rothschild et al.1994; Orén et al.1995;
Svaletta y Barbieri2009). A pesar de la abundancia de
ecosistemas existentes y extintos donde los microbios estan
asociados con el yeso (Babel2004; Orén et al.1995; Vogel et al.
2009), pocos estudios se han centrado en el papel de los
microorganismos en CaSOaprecipitacion.

Una de las cuencas evaporiticas mas grandes de la Tierra, el
Salar de Atacama, ubicada en los Andes centrales de Chile, est4
compuesta por un gran nimero de cuencas cerradas en las que
sueldos forma. Estassueldosson lagos salinos (conocidos
localmente como "lagunas'")en cuyo borde se forman costras
evaporiticas (Stoertz y Ericksen1974; Risacher et al.2003).

En este estudio comparamos doslagunasen el Salar de
Atacama en el que se forman una variedad de tapetes
microbianos no litificantes y microbialitos, incluyendo
plataformas de carbonato de calcio y domos de yeso
endoevaporitico. Proporcionamos una descripcion de estos
ecosistemas, incluido el entorno, la composicién de su fase
mineral y la diversidad microbiana.

materiales y métodos
Descripcién del lugar

La depresion del Salar de Atacama es una estructura
geomorfoldgica distinta en el norte de Chile (Risacher et al.2003
)y es la cuenca evaporitica mas grande y antigua de ese pais. Es
una cuenca intramontana tecténica llena de sedimentos
clasticos y evaporiticos del Terciario al Cuaternario de origen
continental. El entorno hidrogeolégico del Salar es bastante
complejo, recibiendo aportes de agua superficial y subterranea
predominantemente del este (Bevacqua1992). El principal
aporte de agua es por lixiviacién y aportes directos de material
volcanico del Terciario y Cuaternario. En la regién mas baja de
la cuenca de Atacama, las aguas subterraneas afloran
formando una serie de lagunas: Laguna de Piedra, Laguna
Tebenquiche, Chaxas, Burro Muerto y La Brava (Alonso y
Risacher1996). Las condiciones ambientales de estos lagos se
caracterizan por (1) una alta radiacién solar debido a una
menor presién barométrica a gran altura y, en consecuencia,
una menor absorcién de la radiacién solar (Cabrera y Pizarro
1994), (2) fluctuaciones extremas de temperatura diaria tipicas
de ambientes desérticos, (3) evaporacion neta que produce
agua hipersalina y (4) altas concentraciones de arsénico en el
agua debido a eventos volcanicos (Lara
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et al.2012). Todas estas condiciones contribuyen a un entorno
que selecciona a los extremofilos microbianos.

Estudios microbioldgicos previos en el Salar de Atacama se
han enfocado en la diversidad (Dorador et al.2009) y resistencia
al aresénico (Lara et al.2012) de agua y sedimentos en Laguna
Tebenquiche, Burro Muerto y Chaxas. Hasta la fecha no se han
publicado investigaciones geomicrobianas que incluyan
estudios de diversidad de los domos de yeso endoevaporitico
en La Brava y Tebenquiche.

El Salar de Atacama comprende dos unidades principales: un
nucleo y una zona marginal. El ndcleo (1.100 km2y 900 m de
espesor) consiste en un halogenuro poroso (90 %) impregnado
con una salmuera de cloruro de sodio rica en litio (Li), potasio
(K), magnesio (Mg) y boro (B) ocupando los intersticios del
halogenuro. La zona marginal del Salar esta formada por finos
sedimentos salinos ricos en sulfatos, especialmente yesos
(Bevacqua1992; Alonso y Risacher1996). Existen dos tipos de
salmueras en el Salar de Atacama: tipo Na-Ca-(Mg)-ClI
(salmueras "calcicas") y otros tipos de Na-(Mg)-SOa4-Cl
(salmueras de "sulfato") (Alonso y Risacher 1996). Tebenquiche
se ubica mas cerca del nicleo y La Brava se encuentra en la
zona marginal.

Sitio de muestra y coleccién de muestras

Durante dos campafias de campo en marzo y noviembre
de 2012, se recolectaron una variedad de tapetes
microbianos asociados con muestras de agua de los
sitios respectivos durante dos campafias de campo en
marzo y noviembre de 2012. -mats litificantes (BM) y
microbianitos (BMI). En el momento del muestreo, las
capas microbianas (TM, BM) se sumergieron en unos
pocos cm de agua y se encontraron TD y BMI a una
profundidad de 15 a 30 cm en el lago.

Se tomaron muestras por triplicado de cada sitio de
muestreo: 2 cmzcon una profundidad arbitraria de 3 cm, que
incluia varias capas de mat y al menos las tres capas superiores
(verde, purpuray oscura) de los domos (TD) y microbianos
(BMI). Las muestras por triplicado se homogeneizarony se
utilizaron alicuotas para analisis de ADN, fotopigmentos,
contenido de materia organica y mineralogia. Para la
determinacion por microscopia electrénica de barrido (SEM), las
muestras se fijaron durante la noche a 4 °C en un fijador de
Karnovsky que comprende formaldehido (8 % v/v),
glutaraldehido (16 % v/v) y tampdn fosfato (pH 7).

Las muestras para SEM y mineralogia de los tapetes y los
microbiolitos, asi como para la quimica del agua, se almacenaron
en la oscuridad a 4 °Cy se procesaron en 1 a 2 semanas. Las
muestras para la extraccién de ADN se congelaron en nitrégeno
liquido, se almacenaron en la oscuridad y se procesaron en una
semana. Los perfiles de microelectrodos se midieron in situ durante
la campafia de noviembre (ver mas abajo). Las muestras de agua
fueron analizadas in situ para temperaturay pH, y en el

laboratorio de oxigeno disuelto, salinidad, conductividad,
clordfila, P total, NO- 3, NO2, Si disuelto, Ca, Mgy
iones principales (Kz, AST QUE24Y nav), segL'm el método

odologia descrita por Eaton et al. (2005). NUEVA HAMPSHIRE#, orto-
los fosfatos y el nitrégeno organico total (NOT) se analizaron
utilizando un instrumento Merck Nova 60 Spectrocuant. Se
utilizé el analisis de pérdida por ignicion (LOI) para determinar
el contenido de materia organica (% MO) de las muestras de
sedimentos. Se determiné la diferencia de peso de 5 g de
muestra antes y después de calentar durante 2 h a 450 °C para
calcular la cantidad de MO. Todos los analisis se realizaron por
triplicado.

La radiaciéon fotosintéticamente activa (PAR; 400-700 nm)
se midi6é usando un medidor de luz LiCor LI 250A con un
sensor cuantico LiCor LI190 (LiCor Biosciences, Lincoln, NE,
EE. UU.) y las mediciones UV AB (280-400 nm) se realizaron
con un Radiémetro Solar Light CO. PMA 2100 (Solar Light
Company, Inc., Glenside, PA, EE. UU.).

Mediciones de microelectrodos

Las concentraciones de oxigeno y sulfuro en los tapetes y
microbiolitos se determinaron in situ en los sitios de La Brava (BM y
BMI) y Laguna Tebenquiche (TM y TD). Las mediciones se tomaron
durante la mitad del dia (la intensidad de la luz de PAR fue de 1850
a 2550yoyo m-2s-1). Se conectaron electrodos de aguja de sulfuro
amperomeétrico y oxigeno tipo Clark, ambos con catodo de
proteccién incorporado y electrodos de referencia, a un
picoamperimetro portatil (Unisense PA 2000, Arhus, Dinamarca).
Los sensores se desplegaron en 200-250yom incrementos de
profundidad usando un micromanipulador manual (National
Aperture, New Hampshire). Se midieron de tres a cinco perfiles
duplicados que cubrian los 10 a 15 mm superiores de cada tapete y
se construyeron los perfiles usando curvas de calibracién
determinadas antes y después de las mediciones. Los tapetes
microbianos y los microbiolitos muestran ligeras variaciones en las
caracteristicas sedimentarias (p. €j., grosor de la corteza mineral,
profundidad y grosor de la capa de cianobacterias, etc.) y, por lo
tanto, se eligieron perfiles representativos para su publicacién. La
profundidad media de O2Se calculé la penetracién y la desviacién
estandar de los perfiles replicados y, de manera similar, la
concentracién promedio en el O2también se determiné el maximo y
su correspondiente desviacién estandar. La concentracién de
oxigeno se corrigi6 por salinidad y temperatura (Sherwood et al.
1991) y valores determinados para una presién atmosférica de 1
bar.

Las correcciones de altitud se realizaron utilizandopags¥%pagso
‘Mi-dh=hob: Parah =2.300 m, que es la altitud aproximada del
Salar de Atacama, utilizando una escala de alturahode la
atmoésfera terrestre de ca. 7.000 m, una presién atmosférica
pagsoa nivel del mar de 1 bar, la presion del airepagses 0,719
bares. Las agujas pudieron penetrar las costras sumergidas de
haluro y yeso de hasta 8-10 mm de espesor. Luz
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se realizaron mediciones de PAR a lo largo de la duracién de las
mediciones como se describe anteriormente.

Analisis mineral6gico mediante XRD y SEM-EDAX

La composicién mineral de las esteras no litificantes, los domos
de yeso y las microbiolitas se obtuvo mediante analisis de
difraccién de rayos X (XRD), que se llevaron a cabo en material
de muestra finamente molido (\20yom), medido con un
PANalytical XoDifractémetro Pert PRO, con ldmpara de Cu (kun
=1,5403 A) operado a 40 mA y 40 kV en el Centro de
Investigaciones Geoldgicas (La Plata, Argentina).

Microscopia 6ptica y electrénica de barrido

Las observaciones a macro y microescala se realizaron
utilizando un estereoscopio Olympus SZX12 y un microscopio
Olympus BX60 con una camara digital C-2000Z,
respectivamente. Para microscopia electrénica de barrido
(SEM), las muestras se fijaron durante la noche a 4 °C en un
fijador de Karnovsky compuesto por formaldehido (8 % v/v),
glutaraldehido (16 % v/v) y tampén fosfato (pH 7). Las muestras
se lavaron tres veces con tampon fosfato y CaClodurante 10 min
y fijado con tetréxido de osmio al 2 % v/v durante la noche. Las
muestras se lavaron dos veces con etanol al 30 % v/v durante
10 min, se secaron en el punto critico y se pulverizaron con oro.
Las muestras se observaron al vacio utilizando un microscopio
electrénico de barrido Zeiss Supra 55VP (Carl Zeiss NTS GmbH,
Alemania). Los anélisis elementales se realizaron utilizando
espectroscopia de rayos X de dispersién de energia (EDAX)
utilizando un detector INCA Penta FET-X3 EDS (Oxford, Reino
Unido) y los espectros se analizaron utilizando la interfaz de
software INCA Energy.

Identificacién de pigmentos por HPLC

El anélisis de los pigmentos se realizé6 mediante cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Borrego y Garcia-Gil1994). Las
muestras (1,5 g de mats, domos litificados o microbialitos) se
congelaron en nitrégeno liquido, se molieron en un morteroy
posteriormente se liofilizaron. Se mezclaron submuestras iguales
(0,2 g) de estas muestras liofilizadas con 2 ml de metanol al 100 % y
se incubaron en oscuridad durante la noche a -20°C. Los extractos
de metanol se centrifugaron a 8.000gramodurante 10 mina 4 -Cy
los sobrenadantes se filtraron a través de 0,2-yom filtros de jeringa
de didametro de poro antes del anélisis HPLC.

Se realizé un andlisis HPLC para determinar el nUmero y la
abundancia de pigmentos Unicos. El sistema de HPLC constaba
de 2 bombas (Waters, modelo 510), un inyector de carga de
jeringa (Rheodyne 7125) equipado con 200yol loop (Rheodyne
7025), y una deteccién en linea por espectroscopia basada en
matriz de diodos entre 250 y 800 nm (Waters 996) acoplada a
una computadora equipada con Empower 2007
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Software Chromatography Manager (Waters-Millipore), que
permite la deteccién de espectros de pigmentos. La columna
utilizada fue 1009Kinetex C-18 de 4,6 mm (3yom tamafio de
particula de silice) protegido por un filtro Ultra In-Line
Krudkatcher (Phenomenex).

Los pigmentos se identificaron comparando los tiempos de
retencién maximos y los espectros de absorcién correspondientes
con los estandares disponibles en el laboratorio o, cuando no
estaban disponibles, con los datos de la base de datos de LipidBank
(http://www.lipidbank.jp). La abundancia de pigmento se cuantificé
en funcién de las areas de los picos en los cromatogramas medidos
a una longitud de onda de absorcién de 435 nm. La delimitacién de
picos y la integracién de areas fueron realizadas automaticamente
por el software del instrumento. Debido a la falta de estandares
para la mayoria de los pigmentos que se detectaron, sus areas de
pico se normalizaron al &rea més alta de los picos conocidos. Dado
que todas las muestras se recolectaron y analizaron de la misma
manera, las abundancias relativas de pigmentos se pueden
comparar directamente en todas las muestras. Ademas, la clorofila
a,El betacaroteno, el licopeno, la diatoxantina, la luteina, la
cantaxantina y la astaxantina se identificaron y cuantificaron
utilizando estandares de DHI, Dinamarca. Esto se hizo solo en las
muestras de Tebenquiche ya que ninguno de estos pigmentos se
detect6 en las muestras de La Brava.

Extraccién de ADN

EI ADN genémico total se obtuvo a partir de submuestras tomadas
como se describe anteriormente. Los intentos iniciales con 0,2 g de
material tratado con el kit de aislamiento de ADN Power Biofilm
(MO BIO Laboratories, inc.) no tuvieron éxito para las muestras de
microbios (duras). Asi, el método descrito por Lépez-Lépez et al. (
2010) se utilizé para todas las muestras con modificaciones
menores. En resumen, comenzamos con 10 g de material y las
células se separaron de los minerales y la matriz organica
exopolimérica mediante lavados repetidos en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) con agitacién suave durante 2 h, se
recuperaron por centrifugacién y se almacenaron a -20 -C hasta
extraccién. Para la extraccion de ADN, las células se resuspendieron
en 2 ml de tampdn de extraccion [Tris-HCI 100 mM, pH 8, EDTA 20
mM, NaCl 1,4 M, CTAB al 2 % (bromuro de hexadeciltrimetilamonio
al 99 %)] y se lisaron en dos pasos. En primer lugar, se realizaron
tres ciclos de congelacién-descongelaciéon de 15 min. Luego, se
utilizaron tratamientos con proteinasa K, lisozima y SDS al 10 %
para asegurar la lisis completa. El ADN se purificé a partir de lisados
con fenol:cloroformo:isoamilalcohol 25:24:1 y se precipité con
etanol.

PCRy pirosecuenciacion
La region hipervariable V4 del gen rRNA bacteriano 16s se

amplificé utilizando los cebadores universales sugeridos por el
Ribosomal Database Project (RDP) (http://pyro.cme.msu.
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edu/piro/ayuda.jsp) que contienen los adaptadores Ay B de
secuenciaciéon Roche 454 y un "identificador multiple" (MID) de
10 nucledtidos. Se realizaron cinco PCR independientes para
reducir el sesgo. La mezcla PCR (volumen final 25yol) contenia
2,5yol Inicio rapido de alta fidelidad 109Tampdn de reacciéon
(Roche Applied Science, Mannheim, Alemania), 20 ng de ADN
molde, 0,4yoM de cada cebadory 1,25 U de mezcla de enzimas
de alta fidelidad FastStart (Roche Applied Science) y dNTP 0,2
mM. Las condiciones de la PCR fueron 95 °C durante 5 min para
la desnaturalizacién inicial, sequida de 95 °C durante 45 s, 57 °C
durante 45 s, 72 °C durante 60 s en 30 ciclos y un paso de
elongacion final a 72 °C para 4 minutos Se realizaron dos
reacciones de control negativo que contenian todos los
componentes excepto el molde. Los productos de las cinco
reacciones se agruparon y purificaron utilizando perlas AMPure
XP. La cuantificacion del producto PCR purificado se realizd con
el kit Quant-IT Pico Green dsDNA (Invitrogen Molecular Probes
Inc, Oregédn, EE. UU.).

El producto de PCR purificado se secuencié en un Genome
Sequencer FLX (Roche Applied Science) usando Titanium Chemistry
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los anélisis se
realizaron en la instalacién de secuenciacién del genoma de
INDEAR (Argentina). Se obtuvieron 11.139 secuencias filtradas con
una longitud promedio de 248 pb de cuatro muestras utilizadas en
este estudio. Los pardmetros del filtro se configuraron para
rechazar las lecturas que tenian un puntaje de calidad medio \25,
una corrida maxima de homopolimeros [6, nimero de desajustes
de cebadores [0y longitud de lectura \200 pb o [1,000 pb. Las
secuencias se depositaron como FASTAQ en el archivo de lectura de
secuencias (SRA) del NCBI con el siguiente nUmero de acceso
SRA061755.

Andlisis de diversidad alfa y basado en taxonomia

La diversidad de la comunidad microbiana se evalué analizando
las secuencias de la regién hipervariable V4 del ARNr
bacteriano 16s utilizando el paquete de software QIIME v.1.5.0
(Caporaso et al.2010). Las secuencias se agruparon en OTU
usando UCLUST al nivel de similitud del 97 % usando la
secuencia mas abundante como secuencia representativa para
cada OTU. Se compild una tabla del nimero de secuencias por
OTU. Cada secuencia OTU representativa se caracterizd
taxonémicamente con el clasificador RDP utilizando la base de
datos Ribosomal Database Project (RDP) incluida en el software
QIIME v1.5.0 utilizando una confianza de arranque del 50 %.
Otros conjuntos de datos publicos, incluido el estromatolito de
Socompa, SRP007748 (Farias et al. 2013), suelos hiperaridos de
Atacama, SRA030747 (Neilson et al.2012), estromatolitos de
Yellowstone (http://inside.mines. edu/*jspear/recursos.html)
(Pepe-Ranney et al.2012), estromatolitos de Highborne Cay,
Bahamas (nUmeros de acceso de GenBank FJ911975-F/912833)
(Baumgartner et al. 2009a), trombolitos de Highborne Cay,
SRX030166

(Moberley et al.2012), y un tapete microbiano Guerrero Negro,
(nimeros de acceso de GenBank DQ329539-DQ331020 y
DQ397339-DQ397511) (Ley et al.2006) se analizaron utilizando
los mismos procedimientos para el analisis comparativo.

Las tablas OTU se submuestrearon usando 10 repeticiones
para cada esfuerzo de muestreo a intervalos crecientes de 350
secuencias y los indices de diversidad alfa se calcularon en cada
submuestra de la curva de rarefacciéon y en la tabla OTU
completa (incluidas todas las secuencias) usando QIIME. Las
métricas de diversidad alfa calculadas incluyeron especies
observadas, CHAO1, Shannon, Simpson, indices de equidad y
dominancia.

Las muestras de este trabajo se compararon con los conjuntos
de datos de acceso publico enumerados anteriormente. Para esta
comparacion, se construyé un arbol UPGMA en QIIME, basado en
las distancias de Bray Curtis entre muestras medidas a partir de las
abundancias relativas a nivel de filo.

Resultados
Caracteristicas fisicoquimicas

La temperatura del agua en Tebenquiche alcanz6 21,5 -C en
marzoy 31,0 -C en noviembre, y correspondientemente 24,6 y
30,1 -C en La Brava (Cuadro1). Con base en las mediciones de
pH (7.4-8.6 y 7.8-8.2 para Tebenquiche y La Brava,
respectivamente), ambos sistemas pueden clasificarse como
moderadamente alcalinos (Hounslow1995). Se determinaron
las condiciones salinas e hipersalinas (38-150 g/L de salmuera).
La concentracién relativa de iones fue similar en ambos
sistemas cloruro [ sodio [ sulfato [ potasio [magnesio [ calcio].
La radiacién UVA-B incidente medida en ambos entornos
mostré que la radiacion UV-AB maxima alcanzé los 57,9 W-m-zal
mediodia en La Brava, mientras que en Tebenquiche la UV-AB
maxima alcanz6 53,4 W-m-zal mediodia.

Distribucion y macromorfologia de tapetes, domos y
microbios microbianos

Los lagos Tebenquiche y La Brava muestran un gradiente de salinidad
caracteristico que resulta del aporte y evaporacién de agua subterranea
y/o superficial (Risacher et al.2003). A lo largo de los gradientes de
salinidad, se desarrollaron diferentes ecosistemas microbianos: se
encontraron mantos microbianos no litificantes ricos en materia
organica a lo largo de la costa a baja salinidad (62 g/L) en Tebenquichey,
con el aumento de la salinidad (116 g/L), la cantidad de la precipitacion
mineral y, por lo tanto, la litificacién también aumentaron. En La Brava,
se observé la situacion opuesta: los mantos estaban presentes cerca de
la costa con una mayor salinidad (119 g/L) y microbiolitas (es decir,
mantos duros intermedios y totalmente litificados; Fig.2) se encontraron
sumergidos en el lago donde prevalecia una menor salinidad (72 g/L).
los

123


http://pyro.cme.msu.edu/pyro/help.jsp
http://inside.mines.edu/~jspear/resources.html
http://inside.mines.edu/~jspear/resources.html

316

Extremofilos (2014) 18: 311-329

tabla 1Pardmetros fisicoquimicos medidos en la columna de agua
de Laguna Brava y Laguna Tebenquiche, Salar de Atacama

Unidades La Brava Tebenquiche
La temperatura -C 24.6 21.5
pH - 7.9 8.6
Fisico-quimico
Oxigeno disuelto milgramosportio 3. 7D 2.20
Salinidad gramos porliro 70.8 102.0
Conductividad ms/cm 107.3 138.7
Clorofilaa milgramos porliro = 2.875
fésforo total miigramosportio 170 1.41
ortofosfato milgramosportio 2,49 0.74
Amonio miigramosportio 0,24 -
Nutrientes
Nitrégeno organico total miigramos porfiro 0,92 0.513
Nitrato miigramos por it — 2.6
Nitrito miligramos por liro = 0.0002
silice disuelta milgramos poriio 32 96
Calcio milgramosportio 312 1,164
Magnesio miigramos poriro 2,568 2,705
Tones principales
Potasio milgramos porivo 6,072 5,121
Sulfato miigramosporfre 0D 20,388
Sodio miligramos porfio 17,810 40,640
Cloruro miigramos portivo 43,057 64,290
Dureza miligramos portivo 12,603 14,042
Materia organica % - 7.5
Carbono organico total miligramos por it = 44,5
Otros parametros ambientales
Azufre total miigramos porfiro = \0.2
azufre disuelto milgramos por o = 6,876
Arsénico miligramos por litro 2.3

El aumento de la incorporacién de minerales en las esteras fue
confirmado por el aumento de la resistencia mecdnica durante el
despliegue de los microelectrodos. En la zona sumergida de alta
salinidad, prosperan extensas areas de clpulas duras (Fig.1antes de
Cristo). Los tapetes microbianos blandos tienen una variedad de
morfologias macroscépicas que incluyen pequefioscipulas,y
cerebroide, serpientey globularmorfologias (Fig.2a-e) (comparar
con Dupraz et al.2009; Glunk et al.2011; Jahnert y Collins2011). En
algunas éreas, los mantos bulbosos acumulan gas en el subsuelo,
como se ve en la seccién transversal de la Fig.2b. Los tapetes no
litificados sumergidos tienen una apariencia rosada tipica (Fig.2a,
d), sin embargo, cuando se expone al aire, una costra evaporitica
blanca cubre la superficie (Fig.2b). En la salinidad mas alta
observada (117 g/L), se forma una estructura de domo duro (Fig.1
b): esta area de mayor salinidad (conductividad) apoya la formacién
de estructuras domales (Figs.1antes de Cristo,2g, h). En La Brava,
los microbiolitos crecen hacia arriba hasta llegar al agua/
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interfaz de aire cuando contindan extendiéndose lateralmente y
forman plataformas (Figs.1C,2i). Estos microbiolitos muestran una
secuencia tipica de capas de color blanco, verde, morado y oscuro
(de arriba hacia abajo).

Mineralogia XRD-EDAX-SEM y determinacion de
materia organica

Los andlisis XRD revelaron que las capas microbianas de
Tebenquiche estaban compuestas predominantemente por halita
(42 %) con contribuciones menores de calcita (22 %), yeso (22 %) y
aragonito (12 %), y los sistemas evaporiticos domales de
Tebenquiche consistian completamente en yeso; (Higo.3a, b). En La
Brava, los analisis mineralégicos de los tapetes microbianos
revelaron halita (82 %) como componente mayoritario y aragonito
(13 %) y calcita (7 %) como componentes minoritarios (Fig.3C). Las
microbiolitas de La Brava consistieron exclusivamente en aragonito
(CaC03) (Higo.3d).

La microscopia electrénica de barrido reveld que tanto las
esteras como las clipulas contenian microbios asociados con
minerales: cianobacterias, diatomeas y otros microorganismos
formaban parte de las estructuras litificadas. SEM y EDAX
confirmaron los resultados mineraldgicos obtenidos por XRD (Ver
arriba; Fig.3): tanto los tapetes microbianos de La Brava como los
de Tebenquiche contenian minerales de aragonita (Fig.4b), las
cUpulas de Tebenquiche compuestas Unicamente de yeso (Fig.4e) y
las microbiolitas de La Brava contenian aragonito (Fig.4gramo). Se
encontraron morfologias de cianobacterias en esteras y clpulas
(Fig.4a, d). También se observaron bacterias asociadas a minerales
de aragonito o yeso (Fig.4ser). Las diatomeas estaban presentes en
todas las muestras (Fig.4c, f).

XRD revel6 que la composiciéon elemental de las capas
litificadas estaba dominada por Siy O en la parte organica
litificada con contribuciones menores de Mg, Na y P (Fig.4f,
i) o Sy Ca en cupulas de yeso (Fig.4j) y la silice en frustulas
de diatomeas (Fig.4h).

El contenido de materia organica de los diferentes sistemas
de tapetes mostré un mayor contenido en tapetes blandos (no
litificantes) (34+8.7 y 32+11.3 % C para Brava y Tebenquiche,
respectivamente) que en contrapartes litificadas (1915 % C en
evaporitas de yeso de Tebenquichey 16+6,8 % C en
microbianitos aragoniticos en Brava).

Perfiles de oxigeno y sulfuro

Los perfiles de profundidad mostraron un subsuelo tipico Ozmaxima en
todos los tipos de tapetes que resultan de la fotosintesis oxigénica (Fig.5
). Los perfiles replicados (no mostrados) mostraron patrones similares,
con ligeras diferencias en la profundidad y la magnitud del pico de
oxigeno (p. ej., en las esteras de Tebenquiche, la profundidad promedio
del Ozpico fue de 1,79 mm con una desviacién estandar de 0,24, y un O
correspondientezconcentracién promedio de 149yoM con una
desviacién estandar de 20,7; En los angeles
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Figura 1aUbicacion del area de estudio, que consiste en un sistema de varios lagos. Los dos lagos de este estudio se describen en los dos insertos respectivos.b

Panorédmica de la Laguna Tebenquiche.CPanoramica de la Laguna La Brava

Microbiolitos Brava, profundidad media de la O2maximo fue de 2,72
mm, desviacién estandar 0,33, con una concentracién promedio
correspondiente de 225yoM, y desviacién estandar de 24,7). Debido
a las diferencias de salinidad y temperatura en La Brava y
Tebenquiche (es decir, que dan como resultado diferentes
cantidades de gas disuelto en la saturacién en ambos sistemas),
una comparacion directa de O2concentraciones no es posible. Por lo
tanto, usamos % de Ozsaturacion por debajo al comparar el O
maximozconcentraciones en los sistemas La Brava y Tebenquiche.
Los valores maximos de saturacién de oxigeno variaron desde un
valor méaximo de ca. 130-150 % O2

en el tapete microbiano La Brava y el domo Tebenquiche
(debajo de una costra de yeso de 5.5 mm de espesor) a [200 %
en el tapete Tebenquiche (intermedio) y las microbiolitas La
Brava (que tenian una costra carbonatada de 1-2 mm). Las
alfombras con el O mas bajo2(Tebenquiche hard, La Brava soft
mats) tenian poco o nada de sulfuro libre en profundidad,
mientras que las esteras con mayor Ozpicos (mats microbianos
de Tebenquiche y microbianitos de La Brava)

mostré concentraciones de sulfuro [100yoM en profundidad
(Fig.5).

Andlisis de pigmentos

Aunque las muestras de Tebenquiche y La Brava tenian pigmentos
en comun, sus composiciones de pigmentos diferian
marcadamente (Fig.6; Mesa2). La identidad de los pigmentos
dominantes difirié entre los dos sitios (Tabla2): Laguna Tebenquiche
mostré una mayor cantidad de clorofila (Fig.7c) y también mayor
diversidad de pigmentos que Laguna Brava. Por ejemplo, licopeno,
Chla,Bchimi, La diadinoxantina [y dos pigmentos no identificados
que eluyeron a los 20,73 y 23,37 min] fueron relativamente
abundantes en Tebenquiche pero no se detectaron en La Brava. En
contraste, las muestras de La Brava estuvieron dominadas por
Echinenone, que fue muy minoritario en los tapetes de
Tebenquiche y no se detect6 en los domos de Tebenquiche. La
diversidad de pigmentos en las esteras de Tebenquiche fue mucho
mayor que en cualquiera de las de Tebenquiche
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Figura 2Imagenes macroscépicas de esteras y cUpulas de yeso:aTapetes
microbianos de la Laguna Tebenquiche.bSeccién transversal de una estera
bulbosa de la Laguna Tebenquiche.CCorte transversal de domo (TD) y tapete
microbiano bulboso (TM) de la Laguna Tebenquiche.dTapetes microbianos de
La Brava, mostrando los tipicos patrones de coliflor y serpiente.

domos o en esteras y microbiolitas de La Brava (Fig.7). Los
derivados de licopeno y la fucoxantina fueron comunes en
todas las muestras. Pigmentos como aloxantina, equinenona,
bacterioclorofila-Cy algunos pigmentos no identificados eran
comunes y relativamente abundantes en los tapetes de
Tebenquiche y La Brava, pero no se detectaron en los domos
de Tebenquiche y las microbiolitas de La Brava (Tabla2).

Diversidad bacteriana

Las secuencias de piroetiquetas 16S bacterianas se clasificaron con
un nivel de similitud de 0,97. En este nivel, las métricas de riqueza y
diversidad fueron estadisticamente similares para la mayoria de las
muestras con la excepcion de TD (Tabla3). En todas las muestras,
las curvas de los colectores no alcanzaron una asintota, lo que
sugiere que se esperan mas OTU con un esfuerzo de secuenciacién
mas profundo (datos no mostrados). El Tebenquiche
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miCorteza mineral superpuesta a un manto microbiano emergido en La
Brava. FCorte transversal de un tapete microbiano de La Brava.gramo

Microbianitas sumergidas en forma de domo de La Brava.hCupulas aplanadas
de la Laguna Tebenquiche.iVista vertical de microbiolitos de La Brava

Los domos de yeso (TD) formaron una notable excepcién a la
tendencia encontrada para todos los tapetes microbianos y
muestras de microbios. En estas muestras, el nimero de OTU
observados fue mucho menory, en consecuencia, el estimador
CHAO1 de TD también fue el mas bajo del grupo. Los indices de
diversidad Dominancia y Equidad muestran un patrén similar:
el indice de Dominancia, que sugiere una mayor representacion
de un nimero limitado de OTU, es el mas alto para TD y el
indice de Equidad, que apunta a una distribucién desigual entre
los taxones, es el mas alto. para la muestra TD. Todas las
demas muestras mostraron indices similares de Dominancia
bajay Equidad alta.

Esta diferencia de dominancia/equidad entre TD y el resto de las
muestras también es clara cuando se comparan los filos que estan
presentes en todas las muestras (Fig.7). El domo de yeso parece
menos diverso que las muestras de tapetes microbianos no
litificados en este nivel, con un menor nimero de filos.
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Fig. 3Espectros XRD que muestran la composicién mineral de las esteras y los microbios:aMats microbianos de tebenquiche ybCupulas de tebenquiche.CTapetes microbianos

La Brava ydMicrobiolitos de La Brava. Abundancia de los principales minerales enumerados en la tabla debajo de los espectros

representando la mayoria de las secuencias. Tanto en TM como en
TD, Bacteroidetes fue dominante, seguido de Proteobacteria. Estos
dos grupos (phyla) representan mas del 90 % de las secuencias en
TD, lo que concuerda con los bajos valores de los estimadores de
diversidad discutidos anteriormente. En comparacion, estos dos
filos solo representan el 60 % en TM.

La diversidad mas baja de todas las muestras estudiadas se
encontr6 en TD, que estuvo dominada por Bacteroidetes (49,1
%) y Proteobacteria (43,3 %) con la Alpha-Proteobacteria
Rhodospirillales constituyendo la fraccién mayoritaria (37,2 %
del total de secuencias). Ademas, dentro de los dos filos mas
abundantes, las secuencias mostraron muy baja

123



320

Extremofilos (2014) 18: 311-329

fuPrA 55vP-25-83
2 um

f

ull Scale 2047 cts Cursor: 4483 (51 cts)

Date :27 Apr 2012

7 0 1
7
keviul Scale 7589 cts Cursor: 1.335 (142cts)

Figura 4Microscopia Electrénica de Barrido (SEM;a-e, g, h)imagenes y andlisis
de rayos X de energia dispersiva (EDAX;f, yo, j)de los ecosistemas microbianos
estudiados:aCianobacterias superpuestas a frustulas de diatomeas en tapetes
microbianos de Tebenquiche.bMinerales de aragonito asociados con bacterias
en tapetes microbianos de Tebenquiche.CDiatomeas de un domo de
Tebenquiche.dcianobacterias (flecha)de una clipula de Tebenquiche.

diversidad: el 99 % de las secuencias clasificadas como
Bacteroidetes se afiliaron a la clase Sphingobacteria, orden
Sphingobacteriales, familia Rhodothermaceae, y el 86 % de
las secuencias proteobacterianas se afiliaron a la clase
Alphaproteobacteria. TM también estuvo dominada por
Bacteroidetes (38,9 %) y Proteobacteria (20,8 %), esta Ultima
con mayor aporte de las clases Alpha- y Deltaproteobacteria
(5,7y 7,5 % del total de secuencias, respectivamente). El filo
Spirochaete (8,7 %) también estuvo bien representado en la
muestra de TM.

El phylum dominante en BMI estuvo compuesto por
Proteobacteria (41,8 %), con secuencias distribuidas entre
las siguientes clases y 6rdenes: Alphaproteobacteria con
Rhodospirillales (7,6 %), Gammaproteobacteria con
Chromatiales (10,5 %) y Deltaproteobacteria con
Syntrophobactery Desulfovibrionales (6y 2.2 %,
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miBacterias sobre un cristal de yeso en una clpula de Tebenquiche.F
EDAX del &rea dominada por diatomeas (C)mostrando predominio de
silice.gramoAragonito en estera de La Brava.holaCristal de fosfato que
cubre las células microbianasjEDAX del cristal de yeso (mi)mostrando
abundancia de azufre y calcio

respectivamente). Otros filos abundantes en BMI fueron
Verrucomicrobia (11,8 %) y Bacterias no clasificadas (7,6 %).
En BM Proteobacteria (22,3 %) fue el filo mas abundante
pero no tan abundante como en BMI. Dentro de la BM
Proteobacteria, clases y drdenes, respectivamente, de
Alphaproteobacteria con Rhodospirillales (7.5 %), y
Deltaproteobacteria consintrofobacter (5,5 %) fue el que
mas contribuyé. Thermi con Deinococcales (11,8 %),
Bacterias no clasificadas (12,1 %) y Spirochaetes (10,4 %)
también fueron abundantes en MO. La comparacién de las
muestras de La Brava muestra que en BM ocho phyla
tienen [5 % del total de secuencias, mientras que BMI solo
tiene cuatro phyla con [5 % del total de secuencias.

Una caracteristica destacable de todas las muestras analizadas es
que un numero significativo de secuencias estdn marcadas como no

clasificadas, lo que acentua la singularidad de estos entornos.
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Figura 5Perfiles de profundidad
representativos de la concentracién
de Oz(cuadricula)y sulfuro
(triangulos)medido in situ con
microelectrodos durante el periodo
de luz. lossombreado grisel drea
representa la corteza mineral en las
esteras duras

Discusion

En este estudio es el primer informe de la presencia de ecosistemas
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Figura 6Cromatograma del extracto metandlico de tapetes microbianos,
microbialitos y domos de yeso de la Laguna Tebenquiche (a)y Laguna
Brava (b)a 435 nm. Los cromatogramas de las muestras de mat son

Se espera que la salmuera de sulfato genere principalmente yeso
de acuerdo con las salmueras andinas y humedales como Atacama
y Puquios (por ejemplo, Salar de Llamara y Laguna de Piedra;
Demergasso et al.2003; Svaletta et al.2011). En contraste, la
salmuera de carbonato de calcio de La Brava, tipica de la zona
marginal del Salar, posiblemente podria soportar la precipitacién de
carbonato, y la concentracién elevada de Mg en esta salmuera
favoreceria la precipitaciéon de aragonito sobre calcita (ver mas
abajo). La menor salinidad en La Brava en comparacién con
Tebenquiche podria explicar la precipitacion de carbonatos. Mas
probablemente, la combinacién de la composicién quimica de la
salmuera y la alta actividad microbiana en los sedimentos de La
Brava (Fig.5) apuntan a una posible organomineralizacién inducida
por microbios, formando el CaCO3
depésitos (debido a la unién especifica de Ca a EPS; Dupraz et
al.2009). Este escenario es especulativo, ya que en este estudio
no se evalud el caudal anual ni la quimica del agua. Los
estudios en curso ayudaran a aclarar los posibles mecanismos
de mineralizacién.

En Tebenquiche, la transicién de tapetes no litificantes (TM)
a domos microbianos (TD) esta acoplada a un aumento en la
salinidad del agua especifica del sitio. El escenario opuesto se
encontr6 probablemente debido a la entrada de agua
subterranea (Risacher et al.2003) en La Brava, donde la
salinidad del agua suprayacente disminuyé de BM a BMI. Con
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Al aumentar la salinidad, los carbonatos precipitan primero,
seguidos por los sulfatos y finalmente la halita (Usiglio1849). A
bajas concentraciones de Mg, se favorece la precipitacién de calcita
sobre la de aragonito (FIiigel2004). Como resultado, la precipitacion
mineral en el Salar de Atacama no esta necesariamente
correlacionada con la salinidad, sino con la composicién quimica
real del agua del sitio. Ademas, se ha demostrado que el EPS, que
es un componente principal de las esteras, se une fuertemente a
cationes como Cazzy en menor medida Mgzz(Decho2000; Dupraz y
Visscher2005; Braissant et al.2007,2009). La capacidad de unién
especifica del EPS puede diferir con diferentes comunidades de
tapetes y varia con la profundidad debido a la actividad microbiana
(Braissant et al.2009), cuyos procesos cambian la quimica del agua
intersticial de la estera. Por lo tanto, es concebible que si la
capacidad de unién de Ca es alta, la precipitacién de halita no esté
precedida por la precipitacién de aragonito (o calcita) y/o yeso.
Alternativamente, la eliminacién de DIC (carbono inorganico) por
parte de autétrofos fijadores de carbono podria reducir la
concentracién de carbonato y, como resultado, disminuir el indice
de saturacion de carbonato de calcio. Este escenario se aplicaria a
una alfombra joven (activa) que esta sujeta a evaporacion.
Finalmente, un escenario alternativo y mas plausible para la
presencia de halita en la estera no litificante es la unién y captura
de este mineral. La capacidad de atrapar y aglutinar las particulas
de sedimento por los mantos ricos en materia organica, que
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T,abla 2Dlstribucién de Tiempo de retencion (min) Cima  Ppigmento relacionado Tebenquiche La Brava

pigmentos en mat, domo y

muestras de microbiota de Estera Hazme Estera microbialita

Tebenquiche y La Brava
2.85 28 390-(450)-(580) - - 0.204 0.142
3.47 17 330-410-550-610-670 0.365 - - -
3.55 15 Zeaxantina 0.090 - - -
3.89 18 397-(465)-(500)-660 0.090 - - -
4.21 19 Equinona 0.057 - 1.000 0.296
4.88 20 (400)-410-615 0.000 - - -
6.21 2 diatoxantina 0.142 - - -
7.03 3 Licopeno 0.073 0.048 - -
7.78 21 325-(350)-410-615-660 0.057 - 0.012 -
7.90 4 435-465-(517) 0.170 - 0.057 -
8.83 22 Derivado de Licopeno 0.036 0.008 0.222 0.022
9.99 5 aloxantina 0.044  0.015 0.109
10.49 16b bacterioclorofilaC 0.062 - 0110 -
10.54 25 430-476 0.081 - 0.107 -
11.52 26 fucoxantina 0.056 0.007 0.350 0.124
12.52 23 435-675 0.015 - - -
12.84 6 astaxantina 0.081 - - -
14.48 7 420-470 0.030 - - -
15.36 27 (390)-415-655 0.074 - - -
16.30 8 310-380-430-685 0.028 - - -
18.58 9 bacterioclorofilad 0.021 - - -
20.73 10 407-650 0.031 0.029 - -
21.68 11 Clorofilaa 0.264 0.516 - -
23.37 12 410-650 0.264 0.208 - -

Las areas de los picos se proporcionan 24.26 13 bacterioclorofilami 0.106 0.090 - -

como un indicador de las cantidades 26.45 24 diadinoxantina 0.009 0.008 - -

relativas de pigmentos; - indica que no 3243 14 b-caroteno 0.084 0029 - -

se observé ningun pico

se caracterizan por grandes cantidades de EPS, ha sido bien
establecido (por ejemplo, Dupraz y Visscher2005; Dupraz et al.
2011).

La precipitacién de carbonato en las esteras involucra un "motor
de alcalinidad" (metabolismo de la comunidad microbiana que
genera alcalinidad de carbonato) y la presencia de sustancias
exopoliméricas organicas (EPS), que no solo es importante como
matriz de unién de Ca sino también como sitio de nucleacién y
crecimiento de minerales. Por ejemplo, la fotosintesis oxigénica y
anoxigénica y la reduccién de sulfatos promueven la precipitacion
de carbonatos, y la respiracién aerébica y la oxidacién de sulfuros
favorecen la disolucién (Visscher et al.1998; Dupraz y Visscher2005).
CaCOslos cristales estaban presentes en las esteras microbianas
(Figs.3b,5) probablemente muy cerca de la reduccién activa de
sulfato (p. ej., los érdenes Deltaproteobacterial: Desulfovibrionales
ysintrofobacter),lo que podria explicar la precipitacion de
carbonatos.

Los ecosistemas microbianos encontrados en los dos lagos del
desierto de Atacama se dividen en tres categorias: tapetes no
litificantes encontrados en La Brava (BM) y Tebenquiche (TM),

plataformas litificantes o microbialitas en La Brava compuestas
de aragonito (BMI) y sistemas endoevaporiticos litificantes en
Tebenquiche que forman estructuras domales que consisten en
yeso (TD). Esta clasificacién permite realizar comparaciones con
respecto a la diversidad de Eubacterias a dos niveles: entre
lagos (La Brava vs Tebenquiche) y entre ecosistemas de tapetes
tapetes no litificantes vs litificados (es decir, domos de yeso y
microbiolitas aragoniticas). Cabe sefialar que este estudio no
incluyd la diversidad Archaeal, y por lo tanto, los resultados y
conclusiones presentan solo una visién parcial de los sistemas
que se investigaron en este estudio.

Todas las métricas de diversidad (Tabla3) indicé que TM, BM y
BMI mostraron mayor abundancia, diversidad y equidad que el TD.
Los resultados previos de los tapetes microbianos en las salinas de
Guerrero Negro, México, también mostraron una gran complejidad
bioldgica de estos ecosistemas bénticos, lo que sugiere que existen
mecanismos de retroalimentacién positiva entre la complejidad
quimica y la diversidad biolégica (Ley et al. 2006). De hecho, la
diversidad en ambos ambientes de nuestro estudio difiere
enormemente cuando se compara a nivel de phylum:
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Figura 7Abundancia a nivel de filo
basada en la clasificacion de secuencias
de ARNr 16S.Barras verticales reflejan
el porcentaje de secuencias de ARNr
16S asignadas a cada filo usando QIIME
(Caporaso et al.2010). Las
proteobacterias representan uno de los
grupos mayoritarios, particularmente
en las muestras de La Brava.

Bacteroidetes son dominantes en
las muestras de Tebenquiche. Las
secuencias que no se pudieron
asignar a ningun filo (con un umbral
de confianza del 80 %) se etiquetan
como "Sin clasificar".
Aproximadamente 15 filos
(dependiendo de la muestra) con
contenidos \1 % se agrupan como
"Filos menores"

100%
% -
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Planctomycetes 2% Planctomycetes 6%
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Bacteroidetes 4%
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%
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Tabla 3Métricas de diversidad para los entornos muestreados, utilizando secuencias de la regién V4 del rDNA 16S agrupadas en un nivel de similitud de 0,97 y
normalizadas a 1500 secuencias por muestra

UTO del ecosistema CHAO1 Dominio Equidad Observacién OTU Shannon biodiversidad indice de Simpson

al 97 % de similitud indice

tapete de tebenquiche 592 (504/725) 0,037 (0,036/0,037) 0,795 (0,794/0,796)  335(331/337)  6.668 (6.650/6.683) 0,963 (0,963/0,964)
cOpula tebenquiche 242 (186/350) 0,162 (0,149/0,175) 0,580 (0,566/0,592) 129 (119/139)  4.065 (3.960/4.176) 0,838 (0,825/0,851)
alfombra brava 527 (462/625) 0,031 (0,028/0,033) 0,815 (0,809/0,823) 337 (325/348) 6.841(6.777/6.914) 0,969 (0,967/0,972)
Microbiano Brava 614 (520/754) 0,032 (0,030/0,034) 0,787 (0,780/0,794) 331(321/343) 6.591 (6.510/6.673) 0,984 (0,975/0,977)
Socompa (a) 710(592/885) 0,023 (0,021/0,025) 0,805 (0,793/0,814) 348 (328/368) 6.797 (6.685/6.922) 0,977 (0,975/0,977)

Los intervalos de confianza al 95 % se muestran entre paréntesis. Datos del estromatolito de Socompa (nimero de acceso SRA SRA061755, (Farias et al. 2013)) se

muestran para comparar

Thermi (Deinococci), Verrucomicrobia (Spartobacteria) presentaron
una abundancia relativamente alta en los sistemas carbonatados
(ie, La Brava), pero estuvieron virtualmente ausentes en los domos
de yeso (Tebenquiche). En contraste, Bacteroidetes fue dominante
en las endoevaporitas de Tebenquiche y subrepresentado en los
depésitos carbonatados de La Brava. Resultados similares se
observaron en otros sistemas microbianos andinos: en los
estromatolitos de Socompa, que se forman a través de la
precipitacién de aragonito microbiano, los Deinococci estuvieron
relativamente bien representados (7 %), pero los Bacteroidetes casi
no fueron detectados (1 %) (Farias et al.2013).

Como se mencion6 anteriormente, Deinococcus-Thermus fue
mucho mas abundante en La Brava que en Tebenquiche (BM 18 % y
BMI4 %, y \1 % en TM y TD). Una posible explicacién para esta
observacién es que en las esteras (BM) y los microbiolitos de
aragonito (BMI), las comunidades bacterianas estdn mas expuestas
a los rayos UV que en los domos de yeso: los rayos UV son
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apagada por la costra de yeso y minimizada la exposicion a las
comunidades endoevaporiticas. Los domos de yeso son un
refugio para las comunidades endoevaporiticas al ofrecer
proteccién contra la radiacién excesiva y la desecacién (Oren et
al.1995). Alta abundancia deDeinococcus también se informo
en varios sistemas microbianos de gran altitud encontrados en
los mantos siliceos de Obsidian Pool a 2400 m snm en el PN de
Yellowstone, y en la capa superior rosada de estromatolitos de
Socompa a 3600 m snm en los Andes argentinos (Farias et al.
2013). El carotenoide deinoxantina deDeinococcusdaria a las
microbiolitas de Socompa y al BM su apariencia rosada. Este filo
es generalmente un contribuyente menor a la diversidad de
microbios de baja altitud (Baumgartner et al.2009a,b;
Mobberley et al.2012). En base a estas observaciones,
planteamos la hipétesis de queDeinococcusprolifera a gran
altura, lo que proporciona una ventaja selectiva para superar a
otros microorganismos en una alta UV
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irradiancia, ambiente andéxico y rico en materia organica (es decir, la
superficie de la alfombra), y que su pigmentacién proporciona
proteccién contra la luz ultravioleta para los otros miembros de la
comunidad de la alfombra.

En contraste condeinococo,el filo Bacteroidetes dominé los
domos de yeso de Tebenquiche (49 % del total de secuencias) y
los tapetes microbianos (39 % del total de secuencias), pero
estuvo practicamente ausente en los sistemas de La Brava (6 %
en BM y 4 % en BMI). Este grupo filogenético se observa
comunmente en ambientes acuaticos y sedimentos, incluidas
aguas dulces y marinas (Bowman et al.2000; Kirchman2002;
Humayoun et al.2003). Los bacteroidetes son un filo dominante
en los sistemas hipersalinos, incluidos los tapetes microbianos
(Ley et al.2006; Verde et al.2008) y microbianos (Baumgartner
et al.2009b; Vischer et al. 2010). De manera similar,
Bacteroidetes fue un grupo dominante tanto en muestras de
agua como de sedimentos de lagos hipersalinos de gran altitud
de los Andes y la meseta tibetana.

Proteobactena 18%

(Demergasso et al.2004,2008,2010; Dorador2007; Jiang et al.2007).
En un lago hipersalino poco profundo en Eleuthera, Bahamas, los
mantos litificantes y no litificantes a lo largo de un transecto
generalmente mostraron una contribucién de 6 a 10 veces mayor
de Bacteroidetes en los sistemas litificantes (Baumgartner et al.
2009b). Esta tendencia de mayor contribucién a la diversidad total
en los sistemas litificantes es similar a nuestra observacién para las
esteras y endoevaporitas de Tebenquiche. También se reporté un
predominio de Bacteroidetes en domos de yeso (endo)evaporitico
de la laguna Llamara en el Salar de Puquios (inédito). Parece que los
Bacteroidetes aumentan su presencia con el aumento de la
salinidad y posiblemente también estén asociados con
(endo)evaporitas de yeso, pero no con microbianas de carbonato de
calcio.

Las espartobacterias, un subfilo de Verrucomicrobia, estuvieron bien
representadas principalmente en el IMC (13 %), pero también estuvieron
presentes en las esteras (6 % BM-3 % TM). Este grupo bacteriano se

encuentra tipicamente en el suelo o asociado con nematodos.
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Figura 8Abundancia a nivel de filo basada en la clasificacién de secuencias de
ARNr 16S utilizando QIIME (Caporaso et al.2010). Las secuencias que no se
pudieron asignar a ningun filo (con un umbral de confianza del 80 %) se
representan como "Sin clasificar". Aproximadamente 15 filos (dependiendo de
la muestra) con contenidos \2 % se agrupan como "Filos menores". Diferentes
tapetes y microbios de este estudio (Laguna Tebenquiche: TD, domo
Tebenquiche; TM, tapete Tebenquiche) y Laguna Brava (IMCmicrobiolita
brava,BMEstera Brava. SRA061755, este estudio) se compararon con otros
sistemas de esteras microbianas y microbiolitos: estromatolitos de Socompa
(Socompa. Numero de acceso de SRA SRP0077438; Farias et al.2013), suelos
hiperaridos de Atacama (At2728 y At4514. SRA030747; Neilson et al.2012),
estromatolitos de Yellowstone (YsCDMestromatolito expuesto,YSSMF
estromatolito sumergido)

Pepe-Ranney et al.2012), estromatolitos de Highborne Cay, Bahamas (BS-MT1.
BS-MT2. BS-MT3. NUmeros de acceso de GenBank FJ911975-FJ912833;
Baumgartner et al.2009a), trombolitos de Highborne Cay, Bahamas (BT-Black.
BT-Pink. BT-Button. BT-Beige. SRX030166; Mobberley et al.2012), y el tapete
microbiano Guerrero Negro, México (GueNeg. Nimeros de acceso de
GenBank DQ329539 a DQ331020 y DQ397339 a DQ397511; Ley et al. 2006).
Los andlisis se realizaron en conjuntos de datos submuestreados que
contenian 224 secuencias (correspondientes a muestras de estromatolitos de
Bahamas, el conjunto de datos mas pequefio). Las similitudes de las
comunidades de esteras microbianas comparadas se derivaron de la métrica
de Bray Curtis calculada a nivel de filo. Se obtuvieron resultados similares
usando secuencias 980 y omitiendo muestras de estromatolitos de Bahamas
del anélisis.

123



326

Extremofilos (2014) 18: 311-329

que se encuentran comidnmente en esteras (Baumgartner et al.
2009a,b; Ley et al.2006), pero también fueron abundantes
alrededor de las fumarolas en Socompa, (Costello et al.2009) un
volcan activo (6051 m snm) cerca de nuestro sitio de campo y en
tapetes microbianos meséfilos alcalinos en Rumania (Coman et al.
2013).

A pesar de algunas marcadas diferencias, las diversidades
de Tebenquiche y La Brava son mas similares entre si que con
otros tapetes microbianos y microbiolitos, incluidos los que se
encuentran en ambientes marinos abiertos, hipersalinos e
hidrotermales (Fig.8), con la excepcién de los estromatolitos
cercanos de Socompa. No sorprende que las condiciones
fisicoquimicas y geoquimicas extremas caracteristicas de los
ecosistemas andinos de gran altitud favorezcan el crecimiento
de filos microbianos similares, que difieren de los filos que se
encuentran en los estromatolitos y trombolitos a nivel del mar
(Baumgartner et al.2009a; Mobberley et al.2012, Farias et al.
2013). Una comparacién adicional muestra que las diversidades
de microbiolitos de Tebenquiche y La Brava son mas similares a
las de los estromatolitos y trombolitos aragoniticos marinos
abiertos de las Bahamas (Reid et al.2000; Myshrall et al.2010)
que a la de los tapetes siliciclasticos hipersalinos de Guerrero
Negro, México (Ley et al.2006). Esto sugiere que podria existir
una correlacion entre la composiciéon mineral y la diversidad o,
alternativamente, que la salinidad que controla qué mineral
precipita determina la diversidad microbiana de un sistema
dado.

Los domos de yeso se encuentran en asociacion con
(endo)evaporitas compuestas de diversas comunidades que
incluyen diatomeas, cianobacterias y bacterias de azufre
purpura dispuestas a lo largo de gradientes opuestos de luzy
sulfuro de hidrégeno. El EPS producido por varios
microorganismos, en particular las cianobacterias, podria
actuar como sitio para la nucleacién de selenita (una variedad
de yeso), formando el sitio de nucleacién para la precipitacion
de yeso similar al observado para la precipitacién de carbonato
(Fig.3e, g, h). Las SRB son capaces de disolver el yeso cuando se
usa sulfato para la respiracién (Ollivier et al. 1994) y los
oxidantes de sulfuro (quimiolitotréficos y fototréficos) pueden
precipitar el yeso (Kelly y Harrison 1989; Petrash et al.2012).
Petrash et al.2012propuso un mecanismo de formacién de
CaCo de seis pasoss- y CaSO4- que contienen trombolitos en
Venezuela. Segun su modelo, el yeso o el carbonato de calcio
seran el producto mineral predominante, segin la composicién
de la comunidad microbiana y la quimica del agua (p. ej., [Mg2?]
concentracion). Existen comunidades en capas (es decir, esteras
microbianas) dentro de las costras de yeso en numerosos
lugares: Francia (Caumette1993; Caumette et al.1994), Italia
(Margheri et al.1987), Egipto (Taher et al.1995; Ali Bik et al.2011
), Israel (Oren et al.2009), México (Spear et al.2003; Vogel et al.
2010), Venezuela (Petrash et al. 2010) y en varios otros sitios
hipersalinos (Rothschild et al.1994; aires y keely2003). Ademas,
el yeso-
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que contienen microbialites ocurren con frecuencia en el
registro fosil (Peryt1996; Peryt et al.2004), y posiblemente
existan en Marte (Gendrin et al.2005; Vogel et al.2009).
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