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Resumenel salar de Atacama es uno de los mayores reservorios mundiales de salmueras naturales de
litio (concentracién media de litio = 1.500 ppm), lo que permite a Chile ser un productor lider de productos
de litio. Este gran salar (3.000 kmz), ubicado en el Desierto de Atacama a 2.300 m sobre el nivel del mar,
esta dominado por microorganismos; sin embargo, se sabe poco sobre los microbios presentes en las
salmueras asociadas con este importante proceso minero econémicamente. Aqui estudiamos el litio como
modulador de la riqueza y diversidad microbiana en salmueras que representan condiciones naturales
(34,7 % de salinidad) y condiciones previas a la produccion de litio con una salmuera concentrada (55,6 %
de salinidad). Las salmueras solo admitian una sola familia de arqueas (Halobacteriaceae): las salmueras
naturales incluian los géneros de arqueasHalovenus, Natronomonas, Haloarcula,yHalobacteria. Las
salmueras concentradas incluian los géneros archaealHaloveno, Halobacterium,yhalococo.Las familias
bacterianas mas abundantes en salmuera natural fueron Rhodothermaceae y Staphylococcaceae;
Xanthomonadaceae domind la comunidad bacteriana en la salmuera concentrada. Una comparacion de
toda la comunidad microbiana (Archaea y Bacteria) revel6 que solo se compartian siete unidades
taxondémicas operativas entre las muestras, todas las cuales eran Archaea. Ademas, nuestros resultados
mostraron que las bacterias eran filogenéticamente mas diversas y ricas en la salmuera concentrada,
mientras que la diversidad de arqueas se maximizaba en la salmuera natural. Las salmueras concentradas
de litio del Salar de Atacama representan uno de los ambientes mas salinos descritos hasta la fecha
(dominado por LiCl).

Resumen en Ienguaje sencilloEl litio es un componente principal de muchas de las baterias en las que confiamos para
nuestro uso diario. En los Gltimos afios, casi el 40% de todo el litio obtenido a nivel mundial provino de un solo ecosistema fragil de
lago salado: el Salar de Atacama en el desierto de Atacama en el norte de Chile. Este salar tiene aguas extremadamente salinas
llamadas salmueras (dominadas por NaCl, también conocida como sal de mesa), que naturalmente tienen una alta concentracién de
litio y se concentran en estanques de evaporacion. En total, las salmueras concentradas tienen una salinidad del 55,6 % (salinidad
del océano = 0,3 %), lo que representa uno de los ambientes mas salinos descritos en la Tierra hasta la fecha (dominado por cloruro
de litio). Nuestra investigaciéon ha demostrado que las salmueras concentradas sustentan la vida y estan dominadas por cientos de
especies de microorganismos. Debido al estrés salino, estos “extreméfilos” han desarrollado estrategias muy especiales (y no
descritas anteriormente) para sobrevivir en esta sopa de litio. Estos resultados tienen implicaciones mas alla de la Tierra: tienen
marcadas implicaciones para nuestra comprensién del potencial de vida en Marte, donde se sabe que el agua liquida se encuentra
en forma de salmuera. Aunque la produccién de litio tiene una clara importancia econémica, nuestros resultados muestran que

debemos considerar cdmo preservaremos estos ecosistemas inusuales que actian como reservorios de vida microbiana Unica.

1. Introduccién

Ubicado en los Andes centrales del norte de Chile, el Salar de Atacama tiene una superficie de 3.000 km:2
(Lowenstein y Risacher, 2009). Se formé a principios del Cretacico superior como consecuencia de la inversiéon del
arco posterior mesozoico y se encuentra a una altura de 2.300 m sobre el nivel del mar (Mpodozis et al., 2005).
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Los habitats acuaticos en el salar son altamente salinos, con salmueras dominadas por NaCl (Lowenstein & Risacher, 2009).
Brevemente, las salmueras se definen como soluciones salinas concentradas que ocurren naturalmente en forma de
lagunas costeras naturales, lagos de sal y de sosa, o como salinas artificiales o salinas (Triper & Galinski, 1986) y
tipicamente se asocian con NaCl. Las salmueras del Salar de Atacama se forman bajo condiciones particulares que
determinan no solo sus caracteristicas fisicas y quimicas sino también la composicién de sus comunidades microbianas.
Estos sistemas salinos incluyen varios constituyentes diferentes: estos incluyen una fraccién liquida, compuesta en gran
parte por salmueras cloradas; una fraccién detritica, constituida por arenas, sales y arcillas entrelazadas en el cuerpo
salino; y una fraccién de sal, producido por la deposicién de diferentes sales resultando en dreas dominadas por
carbonato, sulfato y cloruros (Vila, 2010). De estas sales, el litio es importante en el Salar de Atacama, que exhibe algunas
de las concentraciones de litio mas altas reportadas en el mundo (Munk et al., 2016), con una concentracién media de 1500
ppm (1,5 g/L) de Li (Habashi, 1997). Se ha estimado que el salar incluye reservas totales de litio superiores a 1.200.000 t
(Vine, 1976).

El litio es un elemento metdlico alcalino con un punto de fusién bajo (Habashi, 1997) y es el vigésimo séptimo
elemento mas abundante en la naturaleza (Aral & Vecchio-Sadus, 2008; Habashi, 1997). La mayor parte del litio se
encuentra en salmueras naturales, y la mitad de todas las reservas mundiales se encuentran en tres paises de
América del Sur (Argentina, Bolivia y Chile; Del Barco & Foladori, 2014). En los ultimos afios, la extraccién de litio de
salmueras naturales ha aumentado notablemente: Chile domina la produccién mundial con el Salar de Atacama
como fuente principal. Aqui, el litio se extrae mediante el bombeo de salmueras en estanques de evaporacion
poco profundos, seguido de la evaporacion en condiciones controladas que eliminan en gran medida otros
componentes/iones (Gruber et al., 2011). En 2004, Garret demostré que la composicion quimica de las salmueras
naturales del Salar de Atacama esta dominada por sodio (91 ppm), potasio (23.600 ppm), litio (1.570 ppm) y
magnesio (9.650 ppm). La industria minera de la regién aprovecha las altas tasas de evaporacién (3.700 mm/afio) y
la radiacion solar (6,3 x 10scalma-2-dia), combinado con bajas tasas de precipitacién (10-25 mm/afio), para permitir
la extraccién de litio (Garcés, 2000; Garrett, 2004). Durante la fase inicial del proceso de extraccién (Figura S1), el
litio se concentra de 0,12% a 6% en estanques de evaporacion solar (Garcés, 2000; Garrett, 2004). Esta salmuera
concentrada se transporta posteriormente a una planta de proceso quimico, donde se obtiene como producto
final el carbonato de litio. Aunque la composicién quimica de las salmueras saladas del Salar de Atacama ha sido
ampliamente estudiada (p. e]., Garcés, 2000; Garrett, 2004; Vila, 2010), se ha prestado poca atencién a la vida
microbiana asociada con estas salmueras. En particular, los estudios que examinan los efectos de altas
concentraciones de litio en microorganismos,

Los ambientes hipersalinos han sido ampliamente estudiados, a menudo con un enfoque en sus composiciones salinas,
alta salinidad y, en algunos casos, para comprender la composicién de la comunidad microbiana. Algunos sitios han sido
particularmente bien estudiados, incluido el Gran Lago Salado (dominado por NaCl; Brock, 1975), el Mar Muerto (MgClz;
Oren, 1992), Salar de Uyuni (NaCl/LiCl; Haferburg et al., 2017) y Lago Abu Gabara (Na2CO3; Imhoff et al., 1978). Los
organismos haléfilos o amantes de la sal se clasifican como ligeros, moderados o extremos, dependiendo de las
concentraciones de sales requeridas para su crecimiento (DasSarma & DasSarma, 2012). Generalmente, los principales
grupos bacterianos detectados en ambientes salinos pertenecen a Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Actinobacteria y Bacteroidetes (Oren et al., 2014; Ventosa et al., 2015), y Euryarchaeota y Nanohaloarchaeota en Archaea
(Mora-Ruiz et al. , 2018; Ochsenreiter et al., 2002). En el caso de las salmueras de litio, solo se han reportado

Halobacteriaceae, una familia dentro de Euryarchaeota (Haferburg et al., 2017).

El papel bioldgico del litio sigue sin estar claro y se ha descrito como un elemento que no parece ser esencial para
la vida (Wakett et al., 2004). Tiene una capacidad notablemente alta para reemplazar otros cationes (Na+, k-,
magnesio+2y Ca+2) en organismos vivos, debido a su reducido radio iénico y alta fuerza de polarizacién (Sapse &
Schleyer, 1995; Shahzad et al., 2017). En el caso de las procariotas, se ha sugerido que algunos grupos flingicos
presentan mecanismos de resistencia o tolerancia frente al litio (de Assuncédo, 2012). Ademads, se han demostrado
otros efectos del litio en las células microbianas, incluida la estimulacién de la autdlisis (Sugahara et al., 1983) y la
esporulacion (Warburg et al., 1985), asi como la inhibicién del crecimiento (Kurita & Funabashi, 1984; Takenishi &
Takada, 1984). Por el contrario, el litio se ha utilizado como medio de crecimiento para el aislamiento de
Straphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,yBifidobacteriasp. (Cox et al., 1990; Lapierre et al., 1992; Minor &
Marth, 1976), y existe evidencia de su acumulacién en bacterias, actinomicetos, hongos y levaduras (Perkins &
Gadd, 1993; Tsuruta, 2005). Ademas, se ha demostrado queMicrococcus variantesssp.
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Figura 1.Mapa del Salar de Atacama e imagen satelital de pozas de evaporacién del proceso de concentracién de salmueras de litio (cuadrados
azules; fuente EarthExplorer, US Geological Survey, https://earthexplorer.usgs.gov/).

haléfilo,una bacteria haléfila moderada, puede crecer en concentraciones de hasta 1.5 M de cloruro de litio
(Kamekura & Onishi, 1982), uno de los valores mas altos reportados.

A pesar del creciente interés en la extraccién y uso del litio para producir electrodomésticos, existe poco conocimiento
sobre la composicién de las comunidades microbianas presentes en las salmueras de litio, las cuales pueden considerarse
como un habitat microbiano poco explorado. Los objetivos de este estudio son determinar y describir la diversidad y
composicién de Archaea y Bacterias presentes en salmueras naturales y concentradas altamente enriquecidas en litio del
Salar de Atacama. También buscamos esclarecer el papel del litio como modulador de cambios en la diversidad microbiana
asociados al proceso de concentracién de salmueras en el Salar de Atacama. Por lo tanto, nuestros resultados describieron
la composicién de la comunidad microbiana de un entorno con altas concentraciones de sales que no son de NaCl, lo que
puede ser clave para los enfoques en la basqueda de vida extraterrestre, por ejemplo,

2. Métodos
2.1. Area de Estudio y Muestreo

El proceso industrial de extraccion de litio de las salmueras del Salar de Atacama se inicia con la extracciéon de salmuera
natural a una profundidad de 50 m (>31,5 L/s) de la costra salina del Salar (Figura 1). Estas salmueras se depositan
posteriormente en balsas de almacenamiento, donde las condiciones ambientales locales como la alta tasa de evaporacion
(3.200 mm/afio), minima precipitacién media (10 mm/afio) y elevadas concentraciones de radiacién solar (6,3 x 10scalma-2
-dia) permite la evaporacién del agua y la cristalizacién/precipitacién de sales en un proceso secuencial de 12 a 14 meses
(Garcés, 2000). Aqui se analizaron dos muestras de diferentes tipos de salmueras: una salmuera natural con 0,16% de litio
y una salmuera concentrada del proceso industrial con 8,12% de litio. Ambas salmueras son liquidas (Figura S2); sin
embargo, la salmuera concentrada era muy viscosa con un tono amarillo. Se recolectaron cinco litros de cada salmuera
directamente de las piscinas de evaporacién (etapa inicial y final respectivamente) en agosto de 2014. Estudios previos han
demostrado que las diferentes piscinas de evaporacién exhiben una concentracién salina creciente liderada por el litio
(Garrett, 2004). Debido al acceso restringido (solo dos empresas principales producen litio en Chile) y las dificultades de
muestreo en el Salar de Atacama, lamentablemente no fue posible muestrear todo el proceso. Sin embargo, esta es una de
las primeras descripciones de comunidades microbianas asociadas con estanques de evaporacién de litio.
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2.2. Caracterizacion de Salmueras

Ambas salmueras se almacenaron a 4 °C en la oscuridad hasta su procesamiento. El litio, el magnesio, el sodio, el potasio y
el calcio se midieron mediante espectrofotometria de absorcién atémica de llama-aire por aspiracion directa (Modelo
220FS-Varian, Inc.). Las mediciones de cloruro se realizaron a través del método argentométrico y, finalmente, la
determinacion de sulfato a sulfato a través del secado del residuo. Ademas, medimos acidez (anélisis volumétrico acido-
base), conductividad (Metrohm conductividad-cinco anillos), densidad (Anton Paar, modelo DSA 5000 M), pH (781 pH/Ion
Meter-Metrohm), salinidad (salinidad absoluta calculada a partir de analisis quimico), tensién superficial (Lauda TD-3), sales
disueltas totales (secado a 180 °C-SM 2540 C), carbono orgénico total (SM 5310 C), turbidez (Turbidimetro Zhifong, modelo
WGZ-B), viscosidad ( viscosimetro AVS 310 Schott Gerate), y la actividad del agua (centro Novasina aw, modelo AWC503-C;
Asociacién Estadounidense de Salud Publica, 1915). Paralelamente, medimos la presencia de solventes orgdnicos,
hidrocarburos y aceites en ambas salmueras (SM 5220 B).

2.3. Extracciéon de ADN y secuenciacién masiva del gen 16S rRNA

Se usaron dos tratamientos para obtener ADN gendmico a partir de muestras de salmuera. La primera consisti en filtrar 50 mL de ambas salmueras a través de filtros de 0,22 um (Supor 200 Membrane Disc Filters,

Pall Corporation). El segundo usé 1 ml de salmuera, que se transfirié directamente a un tubo PowerBead de 2 ml (MoBio Lab, Inc). A continuacién, las muestras se homogeneizaron utilizando un batidor de perlas con

5 ciclos repetidos de 1 min. Posteriormente, se extrajo el ADN genémico de cada tratamiento para ambas el kit PowerBiofilm DNA Isolation (MoBio Lab, Inc), siguiendo el protocolo del
fabricante. La concentracién y la calidad del ADN se midieron con un espectrofotémetro Nanodrop (Nanodrop 8000, Thermo Scientific). La concentracién de ADN fue mayor en el tratamiento filtrado para salmueras
naturales (8,8 ng/pl), y en la extraccién directa para salmueras concentradas (5,6 ng/pl); por lo tanto, estos tratamientos fueron elegidos para su posterior analisis. Las muestras de ADN se enviaron al Laboratorio de
Investigacién y Pruebas (Lubbock, Texas, EE. UU.) para la secuenciacién de Illumina. Las muestras se amplificaron para la secuenciacién en un proceso de dos pasos. El cebador directo se construyé con (50-30) el
cebador de secuenciacion Illumina i5 (TCGTCGGCAGCGTCAG ATGTGTATAAGAGACAG) y el cebador 515F (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA; Caporaso et al., 2011). El cebador inverso se construy6 con (Se-30) el cebador de
secuenciacién Illumina i7 (GTCTCGTGGGCTCGGAGAT GTGTATAAGAGACAG) y el cebador 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT; Caporaso et al., 2011). Las amplificaciones se realizaron en reacciones de 25 pl con mezcla
maestra Qiagen HotStar Taq (Qiagen Inc, Valencia, California), 1 pl de cada cebador 5 My 1 pl de plantilla. Las reacciones se realizaron en termocicladores ABI Veriti (Applied Biosytems, Carlsbad, California) bajo el
siguiente perfil térmico: 95 °C por 5 min, luego 35 ciclos de 94 °C por 30's, 54 °C por 40's, 72 °C por 1 min, seguido de un ciclo de 72 °C durante 10 min y mantenimiento a 4 °C. Los productos de la primera etapa de
amplificacién se agregaron a una segunda PCR en funcién de las concentraciones determinadas cualitativamente. Los cebadores para la segunda PCR se disefiaron en base a los cebadores de PCR Illumina Nextera
de la siguiente manera: Adelante: AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [indice i5] TCGTCGGCAGCGTC; Reverso: CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [i7index]GTCTCGTGGGCTCGG. La amplificacion de la segunda
etapa se ejecutd igual que la primera etapa excepto por 10 ciclos. Los productos de amplificacién se visualizaron con eGels (Life Technologies, Grand Island, Nueva York). A continuacién, los productos se agruparon
de forma equimolar y se seleccioné el tamafio de cada grupo en dos rondas usando Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter, Indianapolis, Indiana) en una proporcién de 0,75 para ambas rondas. Los grupos
seleccionados por tamafio se cuantificaron luego con el fluorémetro Quibit 2.0 (Life Technologies) y se cargaron en una celda de flujo Ilumina MiSeq (Illumina, Inc. San Diego, California) 2 x 300 a 10 pM. Las lecturas
de amplicones sin procesar se han depositado en el archivo de lectura de secuencias de NCBI con el nimero de registro SRP091434. La amplificacién de la segunda etapa se ejecuté igual que la primera etapa
excepto por 10 ciclos. Los productos de amplificacién se visualizaron con eGels (Life Technologies, Grand Island, Nueva York). A continuacién, los productos se agruparon de forma equimolar y se seleccion el
tamaio de cada grupo en dos rondas usando Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter, Indiandpolis, Indiana) en una proporcién de 0,75 para ambas rondas. Los grupos seleccionados por tamaio se cuantificaron
luego con el fluorémetro Quibit 2.0 (Life Technologies) y se cargaron en una celda de flujo Tilumina MiSeq (Tllumina, Inc. San Diego, California) 2 x 300 a 10 pM. Las lecturas de amplicones sin procesar se han
depositado en el archivo de lectura de secuencias de NCBI con el nimero de registro SRP091434. La amplificacién de la segunda etapa se ejecuté igual que la primera etapa excepto por 10 ciclos. Los productos de
amplificacién se visualizaron con eGels (Life Technologies, Grand Island, Nueva York). A continuacién, los productos se agruparon de forma equimolar y se seleccioné el tamaio de cada grupo en dos rondas usando
Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter, Indianpolis, Indiana) en una proporcién de 0,75 para ambas rondas. Los grupos seleccionados por tamafio se cuantificaron luego con el fluorémetro Quibit 2.0 (Life
Technologies) y se cargaron en una celda de flujo Tllumina MiSeq (lllumina, Inc. San Diego, California) 2 x 300 a 10 pM. Las lecturas de amplicones sin procesar se han depositado en el archivo de lectura de
secuencias de NCBI con el nimero de registro SRP091434. A continuacién, los productos se agruparon de forma equimolar y se seleccioné el tamafio de cada grupo en dos rondas usando Agencourt AMPure XP
(BeckmanCoulter, Indianapolis, Indiana) en una proporcién de 0,75 para ambas rondas. Los grupos seleccionados por tamafio se cuantificaron luego con el fluorémetro Quibit 2.0 (Life Technologies) y se cargaron en
una celda de flujo Tllumina MiSeq (Illumina, Inc. San Diego, California) 2 x 300 a 10 pM. Las lecturas de amplicones sin procesar se han depositado en el archivo de lectura de secuencias de NCBI con el nimero de
registro SRP091434. A continuacién, los productos se agruparon de forma equimolar y se selecciond el tamaio de cada grupo en dos rondas usando Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter, Indianépolis, Indiana) en
una proporcién de 0,75 para ambas rondas. Los grupos seleccionados por tamaio se cuantificaron luego con el fluorémetro Quibit 2.0 (Life Technologies) y se cargaron en una celda de flujo Illumina MiSeq (Illumina,

Inc. San Diego, California) 2 x 300 a 10 pM. Las lecturas de amplicones sin procesar se han depositado en el archivo de lectura de secuencias de NCBI con el nimero de registro SRP091434.

2.4. Andlisis de datos

Las lecturas de Illumina se procesaron con Mothur versién 1.27.0 (Schloss et al., 2009), siguiendo el procedimiento
operativo estandar (www.mothur.org/wiki/Miseq_SOP) (Schloss et al., 2011). El comando screen.seqs se usé para cortar
secuencias y eliminar cualquier secuencia que no estuviera dentro del rango de 100 a 400 pb. Las secuencias se alinearon
con la base de datos SILVA compatible con Mothur. Las quimeras fueron eliminadas usando UCHIME implementado en
Mothur. Los comandos classify.seqs y remove.lineage se utilizaron para identificar y eliminar contaminantes clasificados
como mitocondrial, cloroplasto, Eukarya y desconocido. En total, 47 865 lecturas de ambas salmueras estudiadas se
agruparon en unidades taxonémicas operativas (OTU), con un nivel de divergencia del 3 % mediante el comando

cluster.classic.
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tabla 1

Natural brine Concentrated brine
Ca++ Li+ Ca++ Li+

HCO3 - Mg ++

Cl- ’ ‘ Na +

S04 -- K+

Figura 2.Diagramas de Maucha que caracterizan el contenido aniénico y catiénico de salmuera natural, con concentraciones de NaCl de 255 g/
L; y salmuera concentrada, con concentraciones de LiCl de 495 g/L.

La exponencial de la entropia de Shannon de las muestras se usé para calcular la diversidad alfa de las muestras, de
acuerdo con la integridad de la muestra en lugar de un tamafio de muestra igual (Chao & Jost, 2012) utilizando el paquete
iNEXT en R, para calcular y trazar la rarefaccion y la extrapolacién sin interrupciones. curvas de muestreo para este indice
de diversidad (Hsieh et al., 2016). Para probar las diferencias en la composicién microbiana y las abundancias relativas, las
muestras se submuestrearon aleatoriamente al mismo tamafio segun la muestra con el menor nimero de lecturas. Se
construy6 un arbol filogenético de unién de vecinos relajado usando CLEARCUT (Evans et al., 2006) implementado en
Mothur y visualizado a través de iTOL (http://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2011).

Los archivos de taxonomia y compartidos de Mothur se convirtieron en un archivo de red de Cytoscape utilizando
un script R personalizado (Neave et al., 2014). El conjunto de datos se utilizé sin singletons. La red que contiene
OTU y muestras como nodos, y los bordes se dibujaron entre OTU y salmueras en las que se detectaron. El peso de
la arista fue proporcional a la abundancia de la UTO. Las redes se visualizaron usando Cytoscape v3.5.0 (Shannon
et al., 2003).

3. Resultados

3.1. Caracteristicas fisicoquimicas

Los principales iones detectados en la salmuera natural fueron sodio y cloruro, mientras que el litio y el cloruro dominaron
las salmueras concentradas (Figura 2 y Tabla S1 en la informacién de respaldo) y las concentraciones de iones fueron
marcadamente diferentes en las dos salmueras. Ambas salmueras fueron circumneutrales (pH natural = 6,9; concentrado =
7.3). Las salmueras eran hipersalinas (salinidad natural = 347; concentrada = 556 g/L; Tabla 1), sélidos disueltos totales
(TDS natural = 348: concentrada = 566 g/L) y carbono organico total (TOC natural = 6,4; concentrada = 8,0 mg/L). La
conductividad fue 4 veces mayor en las salmueras naturales que en las concentradas, reflejando el proceso de evaporacién
solar, que enriquece las salmueras en solutos (sales) y disminuye la cantidad de agua presente. Los valores de tensién
superficial fueron similares en ambas salmueras (natural = 80; concentrada = 86 mN/m). La turbidez de la salmuera natural
(2 NTU) fue menor que la registrada en las salmueras concentradas (82 NTU), mientras que las salmueras concentradas (26
mPa-s) fueron mas viscosas que la natural (2 mPa-s). Las diferencias en composicién y concentraciones de iones resaltan
los efectos del proceso industrial involucrado en

Parametros fisicoquimicos de registrados a partir de salmueras concentradas y naturales del Salar de Atacama, Chile

Muestras

dindamico Superficie AgUa

Conductividad Densidad  viscosidad Salinidad  tensién Turbiedad  total disuelto organicos totales actividad
(mS/cm) (g/ml) (mPa-s) pH (g/L) (mN/m) (UNT) sélidos (g/L) carbono (mg/L) (aw)

salmuera concentrada

Salmuera natural

59 1.32 26.28 7.03 556.1 86.4 82 566.6 8.0

231 1.22 2.23 6,92 347,3 80.2 <2 348.8 6.4 0.74

Nota.Temperatura de medicién 22-25 °C. ND no detectado.

CUBILLOS ET AL.

3672


http://itol.embl.de

~1
AGU

100 Revista de Investigacién Geofisica: Biogeociencias 10.1029/2018)G004621
BACTERIA ARCHAEA
8
6 - 20
o s
5 5
g 4 §
& & 10
24
-@- Natural brine
—A— Concentrated brine
ol — Interpol_atl‘on
0.4 06 03 1.0 025 o050 o075 100
Sample coverage Sample coverage

Figura 3.El indice exponencial de Shannon entre muestras. La sombra gris muestra intervalos de confianza estimados del 95 %.

concentrando las salmueras (Figura S1). No hubo concentraciones detectables de solventes orgdnicos, hidrocarburos o
aceites en ambas salmueras.

3.2. Diferencias en la estructura de la comunidad microbiana entre salmueras

Después de la limpieza posterior a la secuenciacién, 591 lecturas (agrupadas en 50 OTU) se clasificaron como bacterias en la
salmuera natural. De la salmuera concentrada se obtuvo un mayor nimero de lecturas (45.731 agrupadas en 158 OTUs). Por el
contrario, en Archaea se obtuvieron 1.194 lecturas (agrupadas en 193 OTU) en la salmuera natural y 349 lecturas (agrupadas en 16
OTU) en la salmuera concentrada. La riqueza bacteriana fue 3 veces mayor en la salmuera concentrada en comparacion con la
natural, pero la diversidad bacteriana (indice exponencial de Shannon) fue similar en ambas salmueras (Figura 3). La diversidad de
arqueas fue menor en la salmuera concentrada (Shannon = 6) en comparacién con la salmuera natural (Shannon = 22). Este cambio
en la composicién de la comunidad microbiana de la salmuera se corroboré mediante la cuantificaciéon del gen 16S rRNA de Archaea
a través del analisis Q-PCR (datos no mostrados). Los patrones de riqueza microbiana que se muestran en las muestras se reflejaron
en los resultados de las comparaciones filogenéticas: las bacterias fueron filogenéticamente mas diversas en la salmuera
concentrada (Figura 4a) y las arqueas fueron filogenéticamente mas diversas en la salmuera natural (Figura 4b). Estos resultados
muestran que las salmueras naturales estdn dominadas por Archaea, mientras que las bacterias dominan las salmueras

concentradas.

3.3. Composicion de la comunidad microbiana

Las salmueras naturales y concentradas solo admitian una sola familia de arqueas haléfilas: las Halobacteriaceae,
que diferian en abundancia relativa a nivel de género entre las dos salmueras (Figura S3a). Esto probablemente
reflejé diferencias en la concentracién de sales de cloruro de sodio y cloruro de litio. Los géneros de arqueas mas
abundantes (abundancia relativa) encontrados en salmuera natural fueronHaloveno (26,8%),Natronomonas
(20,1%),haloarcula (14%),Halobacteria (13%),haloorientalis (4,6%),Halomicroarcula (1,7%), y halorubro (1,6%).
Ademads, la salmuera natural incluia una abundancia relativa alta (17 %) de lecturas no clasificadas en la familia
Halobacteriaceae. Otros géneros incluyendoCandidatus halobonum, halobellus,y Halococoestuvieron presentes en
abundancias relativas bajas (<1%).

En la salmuera concentrada,halovenofue el género de arqueas mas abundante (41%), seguido dehaloarcula,
halomicroarculaynatronomonas,la cual mostré menor abundancia relativa con respecto a la salmuera natural. Ademas, las
lecturas no clasificadas dentro de la familia Halobacteriaceae alcanzaron un 2,3 % de abundancia relativa en la salmuera
concentrada.HalobacteriayHalococofueron los Unicos géneros que mostraron una mayor abundancia en salmuera
concentrada en relacién con la salmuera natural. Esto fue particularmente marcado enhalococo,lo que representé el 15%

de las lecturas en salmueras concentradas y solo el 0,5% en salmueras naturales.
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Figura 4.Relacién filogenética de los taxones encontrados en las muestras. Los gréficos de barras en el anillo exterior muestran la abundancia de OTU en

salmuera natural (rojo) y salmuera concentrada (marrén). (a) Dominio bacteriano; (b) Dominio de las arqueas. Tenga en cuenta que algunas OTU se

producen en dos muestras. OTU = unidad taxonémica operativa.

Examinamos la composicién de la comunidad bacteriana a nivel de familia (Figura S3b), debido a la gran cantidad
de géneros bacterianos detectados. Solo se identificaron 34 familias en total y 19 grupos bacterianos se
consideraron sin clasificar a nivel de orden. Juntas, las familias Rhodothermaceae (Bacteroidetes) y 2B4
(Gammaproteobacteria) aportaron el 65,1% de la composicién bacteriana total en la salmuera natural. La familia
Rhodothermaceae (56% de abundancia relativa) estuvo representada Unicamente por el géneroSalinibacter:la
familia 2B4 (9,1% de abundancia relativa) estuvo representada por géneros no clasificados. Sin embargo, otras
familias también hicieron contribuciones considerables, incluida una familia no descrita, representada por el
género tiohalorhabdusrealizé un aporte del 15,3% en la salmuera natural. Un total de 8,9% estuvo representado
por lecturas no clasificadas asociadas al orden Oceanospirillales, y 2,7% estuvo representado por bacterias no
clasificadas. Se detectaron otras familias pero con una abundancia relativa baja (<1%), incluyendo:
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Rhodospirillaceae (0,8 %), Familia I (cianobacterias; 0,7 %), Desulfobulbaceae (0,7 %), Xanthomonadaceae
(0,5 %), Chromatiaceae (0,5 %), Cyclobacteriaceae (0,3 %), Draconibacteriaceae (0,3 %), Rhodobacteraceae
(0,3 %), Flavobacteriaceae (0,3 %), Alteromonadaceae (0,2 %), Carnobacteriaceae (0,2 %), Marinilabiaceae
(0,2 %), Oceanospirillaceae (0,2 %) y Planctomycetaceae (0,2 %).

Se observé una composicién de la comunidad bacteriana marcadamente diferente en la salmuera concentrada en
relacién con la salmuera natural, por ejemplo, no se detecté la familia Rhodothermaceae, y las familias
Xanthomonadaceae (abundancia relativa = 39,8 %) y Staphylococcaceae (26,9 %) dominaron la comunidad
bacteriana. Dentro de las Xanthomonadaceae, el 99,9% de las lecturas no estaban clasificadas; El 99,9% de las
lecturas asociadas a Staphylococcaceae se relacionaron con el género Stafilococo.Ademas, se detecté
Actinobacteria no clasificada con un 17% de abundancia relativa. Otras familias, incluidas Actinomycetaceae,
Carnobacteriaceae, Family_XI (Cyanobacteria) y Rhodobacteraceae, se detectaron en abundancias relativas bajas
(entre 1,8 % y 2,4 %). Se detectaron otras catorce familias a partir de salmuera concentrada con muy baja
abundancia relativa (<1%). Se clasificaron como Acetobacteraceae, Bacillaceae, Comamonadaceae,
Corynebacteriaceae, Familia XIII (Cyanobacteria), Geodermatophilaceae, Litoricolaceae, Microbacteriaceae,
Moraxellaceae, Paenibacillaceae, Pseudomonadaceae, Rhodocyclaceae, Solirubrobacteraceae y Veillonellaceae. De
las lecturas clasificadas a nivel de familia, el 61% no estaban clasificadas a nivel de género.

Una comparacién de las comunidades microbianas (Archaea y Bacteria) recuperadas de los dos tipos de salmuera
mostré que solo se encontraron siete OTU en comun (Figura S4): todas eran Archaea (Halobacterium,
Natronomonas, Halomicroarcula, Halorientalis, Halococcus, Haloarcula,yHaloveno).

4. Discusion

Examinamos dos salmueras de litio (salmueras naturales y concentradas): mostraron composiciones marcadamente
diferentes en términos tanto de su fisioquimica como de sus comunidades microbianas. Las principales diferencias
fisicoquimicas entre las dos salmueras fueron la viscosidad y la turbidez, donde fueron mayores en la salmuera
concentrada, dandole un tono amarillo y un caracter aceitoso. Valores elevados en estos parametros se han asociado con
altas concentraciones de sales (Jones & Talley, 1933; Onsager & Samaras, 1934). Entonces un-y li+(iones principales de las
salmueras) se consideran agentes de salmuera, ya que disminuyen la solubilidad de los solutos no polares en agua
(Breslow & Guo, 1990; Kunz et al., 2004) e inducen el orden en la estructura del agua al aumentar la nimero de enlaces de
hidrégeno, lo que aumenta la viscosidad de la solucién (Zangi, 2009). Este ultimo efecto se pudo observar en las medidas
de viscosidad en salmueras (Cuadro 1). Ademas, la tensién superficial en ambas salmueras (80-86 mN/m) fue alta en
comparacién con los valores registrados en el agua de mar (72,93 mN/m; Matubayasi et al., 2001).

La reduccién de la disponibilidad de agua en ambientes hipersalinos representa un estrés fundamental para los sistemas celulares (Hallsworth et al., 2003).
El mas bajoawel valor de crecimiento registrado hasta la fecha es de 0,4 (Steinle et al., 2018). En este estudio observamos que la salmuera natural
presentaba valores deawde 0,74. Sin embargo, no fue posible estimar este parametro a partir de salmuera concentrada, debido a la alta concentracién de
sales (>500 g/L), valor 14 veces superior a la concentracién media de sal en los océanos contemporéneos (35 g/L; Gargaud, 2011). En cualquier entorno
dado, la salinidad depende de varios factores, incluida la tasa de evaporacién (méas evaporacién resulta en un aumento de la concentracién de sal) y la
precipitacién (mas precipitacién resulta en una disminucién de la concentracion de sal; Mahajan & Tuteja, 2005). Los valores de salinidad obtenidos en este
estudio se compararon con los de los lagos mas hipersalinos del mundo (Tabla S2; Arabbeigi et al., 2014; Berube et al., 2007; Bratina et al., 1998; Brock,
1979; Craig, 1969; Dickson et al., 2013; Eder et al., 2001; Haynes & Hammer, 1978; Herbst, 1998; Jiang et al., 2006; Larsen, 1980; Quiroz et al., 2015; Rawson y
Moore, 1944; Risacher y Fritz, 1991; Svaletta et al., 2011). Esto revel6 que la salmuera natural del Salar de Atacama puede considerarse uno de los ambientes
naturales mas hipersalinos del mundo (dominado por NaCl), ademas de los lagos Wadi Natrun (Zugm, Rizunia; Imhoff et al., 1979) y el lago Assal (Brisou et
al. al., 1974). Las salmueras concentradas de litio del Salar de Atacama representan uno de los ambientes mas salinos descritos hasta la fecha (dominado
por LiCl), sequida de la salmuera Discovery, dominada por MgCl 1979) y el lago Assal (Brisou et al., 1974). Las salmueras concentradas de litio del Salar de
Atacama representan uno de los ambientes mas salinos descritos hasta la fecha (dominado por LiCl), seguida de la salmuera Discovery, dominada por MgCl
1979)y el lago Assal (Brisou et al., 1974). Las salmueras concentradas de litio del Salar de Atacama representan uno de los ambientes més salinos descritos
hasta la fecha (dominado por LiCl), seguida de la salmuera Discovery, dominada por MgClz(Yakimov et al., 2015). Ademas, se ha reportado que el cloruro de

litio presenta una solubilidad muy alta (820 g/L a 20 °C) (Thies et al., 2002), lo que explica las altisimas salinidades que alcanzan estas salmueras.

Existe una extensa literatura que describe la presencia de varios taxones que viven en condiciones extremadamente
salinas (por ejemplo, Brisou et al., 1974; Imhoff et al., 1979; Pedrés-Ali6, 2004; Truper & Galinski, 1986; Ventosa et al.,
1998).); sin embargo, la salinidad en estos estudios tipicamente refleja sales de sodio. Se ha informado que las salinas
dominadas por NaCl estan dominadas por Euryarchaeota (Kambourova et al., 2016; Maturrano et al., 2006) y
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Gammaproteobacteria (Maturrano et al., 2006; Yeon et al., 2005), y mostrar una alta diversidad de arqueas (Andrei et al.,
2012; Kambourova et al., 2016), similar a nuestros resultados, donde Euryarchaeota domina la salmuera natural . Sin
embargo, esto no ocurre en salmueras con otras composiciones quimicas. Para salmueras ricas en CaCO3, la diversidad
microbiana suele estar dominada por Deltaproteobacteria y Alphaproteobacteria (Foti et al., 2008). En el caso de un lago de
salmuera de aguas profundas en el Mar Mediterraneo rico en MgClz, el ambiente estaba dominado por bacterias de
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria y Epsilonproteobacteria sobre Archaea (van der Wielen et al., 2005). Ademas,
una investigacién reciente ha detectado la presencia de los primeros miembros haloalcalifilicos del candidato Phyla
Radiation en sedimentos de lagos de sosa (Na2C03), asi como la dominancia de Firmicutes, Bacteroidetes y

Gammaproteobacteria sobre Archaea (Vavourakis et al., 2018).

Es probable que la composicién relativa de las sales no sea la Unica influencia selectiva sobre la diversidad microbiana en
ambientes hipersalinos, sino que el estado fisico y la disponibilidad de agua (p. ej., salmuera o roca) también juegan un
papel importante. En el caso de las rocas-halita encontradas en el Salar de Atacama, su composicién salina (casi en su
totalidad NaCl) es similar a la salmuera natural aqui estudiada. Sin embargo, su composicién microbiana esta
caracteristicamente adaptada a la sal, por ejemplo, Cyanobacteriasp.,Salinibactersp.,Halococosp., yHalorhabdussp.
(Robinson et al., 2015) y es notablemente diferente de la alta diversidad de arqueas que se observa en la salmuera natural.

Antes de este estudio, poco se sabia sobre la microbiota asociada a las lagunas de evaporacién de litio en el Salar de Atacama. Un
informe sugirié que las salmueras extremadamente salinas (40% y 70% de salinidad) del Salar de Atacama estaban desprovistas de
vida (Pedrés-Ali6, 2004), y otro informe mostré la presencia de Archaea pero no de bacterias en este tipo de estanques (Demergasso
et al., 2004). Recientemente, Haferburg et al. (2017) examinaron la diversidad microbiana en salmueras naturalmente ricas en litio
del Salar de Uyuni, Bolivia (salinidad<356 g/L), reportando Gnicamente la presencia de Archaea en sus salmueras. Estos grupos
microbianos también se encontraron en nuestro estudio, pero reportamos la presencia de ambos dominios Bacteria y Archaea
(Figuras 4y S3), en salmueras hipersalinas de litio del Salar de Atacama (salinidad = 556 g/L). Los diferentes resultados con respecto
a la presencia de bacterias probablemente reflejen diferencias metodolégicas, dado que los resultados de la secuenciacién de alto

rendimiento dependen en gran medida de la eleccién del cebador (Klinworth et al., 2013).

La alta abundancia relativa deSalinibactersp. (56%) que se encuentran en la salmuera natural (dominada por NacCl)
han sido ampliamente descritas, ya que es una bacteria tipica reportada en ambientes hipersalinos (Antén et al.,
2000; del Mora-Ruiz et al., 2017; Maturrano et al. ., 2006). Las principales familias detectadas en las salmueras
concentradas fueron Staphylococcaceae (99,9%) y Xanthomonadaceae-sin clasificar (99,9%). Se ha informado que
algunas Staphylococcaceae muestran halotolerancia (Daoud et al., 2013). Es mas, Estafilococospp. han sido
aisladas de un lago hipersalino y salinas solares que tienen NaCl como sal principal (Brisou et al., 1974; Ghozlan et
al., 2006). Sin embargo, a nuestro entender, la presencia deEstafilococo sp. en ambientes hipersalinos de litio, asi
como su capacidad haléfila, no ha sido reportada hasta el momento. Otro resultado sorprendente fue el elevado
numero de lecturas no clasificadas de la familia Xanthomonadaceae, ya que estos grupos no son grupos tipicos en
ambientes con una concentracién de sal extremadamente alta; por el contrario, las cepas de Xanthomonas se han
aislado de suelos contaminados y aguas residuales (Chang & Zylstra, 2010). ).

El proceso de concentracién de salmuera por evaporacion y posterior recoleccién de sales resulté en un cambio en la
composicién salina de la salmuera natural (concentracién alta en sodio/litio baja) a una salmuera concentrada en litio
(concentracion baja en sodio/litio alta). Ademds, este cambio resulté en un marcado cambio en la diversidad microbiana en
las salmueras inicial/final del proceso, con Archaea como la més filogenéticamente diversa en la salmuera natural, y
Bacteria como la mas filogenéticamente diversa en la salmuera concentrada de litio (Figuras 4a y 4b) . Sin embargo,
Archaea fue el Unico grupo compartido en ambos (Figura S4). Postulamos que el factor que impulsa la tolerancia a los
cambios en la composicién y concentracién de sal en estos microorganismos es su estructura externa. Archaea haldéfilas
comoHalobacterium salinarumtener una capa superficial (Scapa), compuesta de una sola especie de proteina o
glicoproteina (Albers & Meyer, 2011). Estas estructuras celulares incluyen grandes cantidades de aminoacidos cargados
negativamente, incluidos el aspartato y el glutamato (Bullock, 2000). Cuando los haléfilos estéan presentes en ambientes
salinos como las salmueras, los iones de sodio neutralizan las cargas negativas de los grupos carboxilo, evitando la lisis
celular (Trachtenberg et al., 2000). Esto podria explicar cémo la salmuera natural tiene una mayor riqueza en Archaea; sin
embargo, esto puede verse afectado cuando las concentraciones de sodio disminuyen en los estanques de evaporacion, lo
que resulta en una disminucién de Archaea y un aumento proporcional posterior de Bacteria.

En salmueras de estanques de evaporacion, el litio se puede considerar como un agente estresante que actia sobre la diversidad

microbiana seleccionando microorganismos intolerantes al litio. Esto podria explicar la ausencia de extremadamente halofilica
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bacterias comoSalinibacter sp.yHalomonas sp. (Haferburg et al., 2017) a partir de salmuera concentrada. Estafilococosp.,
Xantomonassp., y Archaea presentes en la salmuera concentrada probablemente desarrollarian nuevas estrategias para
sobrevivir a altas concentraciones de litio. En el caso de Bacteria, un aislado tolerante al litio clasificado comoRhodococcus
sp. (Urbano et al., 2013) mostroé la sobreexpresioén de enzimas, como la proteasa degradadora de proteinas mal plegadas o
dafiadas y proteinas relacionadas con un proceso de transcripcién y traduccién, como respuesta al estrés osmético
(Belfiore et al., 2017). Paralelamente, la acumulacién intracelular de solutos compatibles podria ser clave para la
supervivencia, reflejando el estrés osmoético de la sal de sodio no solo en los haléfilos (Oren, 2010) sino también en el caso
del litio. Las bacterias aerdbicas halotolerantes y halofilicas utilizan una estrategia de osmoadaptacién de “salida salina”, o
la acumulacién de solutos osméticos para evitar el estrés salino (Oren et al., 2002). No obstante, se ha informado que
Salinibacter rubermuestran una estrategia de osmoadaptacién "sal-in" (similar al orden Halobacteriales; Archaea). En
condiciones de crecimiento, cuando la concentracién de NaCl es superior a 200 g/L, estas células bacterianas acumulan K
alto+y Cl-concentraciones intracelulares (Oren et al., 2002). Esto podria explicar la gran abundancia deSalinibacteren
salmueras naturales (donde la concentracién y proporciéon de Na-+/cl-

son altos y similares, respectivamente) y la ausencia de este género en salmueras concentradas, donde las
concentraciones de sodio disminuyen y las de cloruro aumentan drasticamente. Ademas, la estrategia salt-in puede
considerarse como un método de osmoadaptacién inflexible y muy especifico (Welsh, 2000), ya que todo proceso
intracelular debe ser funcional a altas concentraciones de NaCl; por lo tanto, el cambio en la composicién quimica de las
salmueras (proceso de evaporacién del pensamiento) también podria actuar como una fuerza selectiva sobre la
comunidad microbiana. La presencia de manchas de proteinas para glutamina sintetasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GDPH) Yy glicina deshidrogenasa enRhodoccoccus sp.,cultivadas en litio, podrian revelar informacién sobre estrategias de
resistencia al litio, a través de la acumulacién y sintesis de glutamina, glicerol y glicina, como solutos compatibles y
chaperonas quimicas para el correcto plegamiento de proteinas (Belfiore et al., 2017; Diamant et al., 2001). Otra posible
estrategia para sobrevivir en altas concentraciones de litio podria ser la acumulacién extracelular de litio. Esto esté
respaldado por un estudio previo, que demostré que las bacterias Gram positivas son capaces de acumular las mayores
concentraciones de litio, a diferencia de las bacterias Gram negativas, los hongos o las levaduras, debido a la presencia de
4cidos teicoicos en sus paredes celulares (Tsuruta, 2005). ). Esta acumulacién de litio por bacterias podria considerarse
como un mecanismo de tolerancia al litio, como se describié previamente para otros metales (Lemire et al., 2013). Sin

embargo, hasta la fecha,Archaea.

La vida microbiana que se encuentra en los ecosistemas extremos contemporaneos puede proporcionar informacién sobre cémo
evoluciond la vida temprana debido a las similitudes con las condiciones ambientales del pasado (Gutiérrez-Preciado et al., 2018).
Por ejemplo, los tapetes microbianos ubicados en el desierto de Atacama se han considerado como un analogo de los principales
ambientes precdmbricos (Gutiérrez-Preciado et al., 2018). Ademaés, considerando los iones dominantes en este estudio (Cl, li+y na+) y
el nivel de delicuescencia de las sales y la actividad del agua presente en los sistemas salinos (Davila et al., 2010), sugerimos que
cada ambiente salino extremo representa un patrén especifico de vida microbiana que puede proporcionar evidencia sobre la
ecologia y geologia de los antiguos ecosistemas Aunque extremadamente complicado, los intentos de obtener vida microbiana
antigua probablemente proporcionaran informacién adicional importante sobre los mecanismos de supervivencia y adaptacion, por
ejemplo, relacionados con la composicién iénica de entornos naturales como los lagos salinos de la Antartida (Matsubaya et al.,
1979).

Los salares (cuencas salinas cerradas) del norte de Chile estan bajo amenaza continua, en gran parte asociada con la extraccién de
agua para apoyar la mineria, o la explotacién directa de sus sales (Li y B). La extraccién de sal se encuentra en las primeras etapas
de desarrollo y aumentara considerablemente en el futuro cercano para respaldar las demandas del desarrollo industrial comercial

y doméstico, especialmente las relacionadas con las baterias de iones de litio para automoviles eléctricos.

Es importante resaltar que la vida microbiana, que representa a los principales organismos presentes en estos
ambientes extremos, requiere proteccién en un marco de conservacién. Nuestros resultados demuestran
claramente la singularidad del Salar de Atacama como un habitat inusual y distintivo para los microorganismos.
Las caracteristicas Unicas de estos entornos son importantes no solo para la comprensién de los microorganismos
que habitan en altas concentraciones de LiCl, sino también para otras areas, incluida la astrobiologia. Por ejemplo,
la presencia de sales hidratadas (higroscépicas) como el sulfato de magnesio (Crisler et al., 2012), percloratos de
sodio y calcio en los suelos marcianos (Ojha et al., 2015) podria ser clave para el desarrollo de la vida.

En las Ultimas décadas, el Desierto de Atacama ha sido objeto de un mayor interés por la investigacion astrobiolégica, en
gran parte debido a la presencia de suelos “similares a Marte” (Bull et al., 2016; Navarro-Gonzalez et al., 2003). Estos suelos
albergan comunidades microbianas haléfilas activas (Ojha et al., 2015; Oren, 2013), especificamente en areas con alta
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concentraciones de NaCl, como las rocas de halita (Robinson et al., 2015). La presencia de abundantes depésitos de sales
de magnesio y sodio (cationes mayoritarios), asi como de sulfatos y cloruros (aniones mayoritarios) en Marte (Clark & van
Hart, 1981; Forte et al., 2016); y la abundante presencia de litio en meteoritos (Shima & Honda, 1963) y estrellas, incluido el
Sol (Grevesse, 1968), presentan potencialmente importantes similitudes quimicas con las salmueras estudiadas en esta

investigacion.

Nuestros resultados muestran una diversidad bacteriana notablemente mas alta en salmueras concentradas en relacién con las
salmueras naturales, combinada con los efectos delicuescentes del cloruro en ambientes secos (como el desierto de Atacama) para
apoyar una comunidad microbiana activa en Halita (donde a una humedad relativa especifica la corteza se transforma a salmueras;
Davila et al., 2010), tienen implicaciones para la vida potencial en Marte. No es demasiado dificil creer que las salmueras profundas
(Orosei et al., 2018) y los depésitos ricos en cloruro de Terra Sirenum (Glotch et al., 2010) de Marte podrian representar un habitat
adecuado para bacterias existentes o extintas (similares a las salmueras concentradas de litio). Si esta presente, la vida microbiana
marciana probablemente muestre una estrategia de osmoadaptacion de sal, lo que permite flexibilidad para la variacién en la

composicién iénica y la disponibilidad de agua.

En consecuencia, proponemos que las salmueras del Salar de Atacama podrian representar un modelo futuro util para
estudios que examinen los mecanismos de resistencia biolégica en condiciones limitantes de la vida, asi como posibles
indicadores biolégicos para la basqueda y probable desarrollo de vida extraterrestre.
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