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ResumenLas caracteristicas geoldgicas, hidrolégicas y
microbioldgicas del Salar de Atacama, la cuenca sedimentaria
evaporitica mas extensa del desierto de Atacama en el norte
de Chile, han sido ampliamente estudiadas. Por el contrario,
se ha prestado relativamente poca atencién a la composicién
y las funciones de las comunidades microbianas en los lagos
hipersalinos, que son una caracteristica Unica del Salar. En el
presente estudio se utilizaron herramientas bioquimicas,
quimicas y biolégicas moleculares para determinar la
composicién y roles de las comunidades microbianas en
agua, mantos microbianos y sedimentos a lo largo de un
marcado gradiente de salinidad en la Laguna Puilar.
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que se encuentra en la Reserva Nacional "Los Flamencos". Las
comunidades bacterianas en los sitios de muestreo estaban
dominadas por miembros de los filos Bacteroidetes, Cloroflexi,
CianobacteriasyProteobacterias.Los analisis de isétopos estables
y acidos grasos revelaron una marcada variabilidad en la
composicién de las capas microbianas en diferentes sitios de
muestreo, tanto horizontalmente (en diferentes sitios) como
verticalmente (en las diferentes capas). Se demostré que la
Laguna Puilar es un ecosistema dominado por microbios en el
que mas del 60% de los acidos grasos en sitios particulares son
de origen bacteriano. Nuestros estudios pioneros también
sugieren que los presupuestos energéticos de los consumidores
aviares (tres especies de flamencos) y los invertebrados
dominantes (anfipodos y gasterépodos) utilizan minerales como
fuente de energia y nutrientes. En general, los resultados de este

estudio apoyan la
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Consideran que el Salar de Atacama es un ecosistema
heterogéneo y fragil donde pequefios cambios en las
condiciones ambientales pueden alterar el equilibrio de las
comunidades microbianas con posibles consecuencias en los
diferentes niveles tréficos.

Palabras claveHal6filos - Isétopos estables - Acidos grasos -
Mats microbianos - Secuenciacién del gen 16S rRNA -
Flamencos

Introduccion

El Salar de Atacama es la cuenca evaporitica mas grande
del desierto de Atacama en el norte de Chile. Este Salar
ocupa una superficie de 18.100 kmzy se encuentra a 2300
msnm entre las latitudes 22-20oal 24-100S. El Salar tiene
una superficie de 3000 kmzy superficie lagunar que
alcanza los 12,6 kmz(Risacher et al. 1999). El origen de la
Cuenca del Salar de Atacama es tecténico, donde en la
parte mas austral existen depédsitos de sedimentos
clasticos y evaporiticos que se mezclan con materiales
dendriticos y salinos en los bordes.

El Salar de Atacama ha sido definido como una cuenca
de sedimentacion donde la depresion central esta
ocupada por una costra de halita (NaCl) de 1100 kmzde
superficie y 900 m de profundidad, que esta rodeada de
limo salino de 2000 kmade superficie (Risacher et al. 1999
). Se ha dicho que por la pureza de sus sales, el nucleo del
Salar de Atacama no es de paleolagos antiguos, sino de
aportes subterraneos. La precipitacion en esta zona se
concentra en el verano austral, y alcanza hasta 25 mm/
afo; sin embargo, la evaporacion potencial es de ca. 2000
mm/afio, resultando en un balance hidrico hidrico
negativo (Risacher y Alonso1996). Las diferencias de
temperatura durante el dia y la noche son amplias y la
humedad relativa media es de ca. 50%, la velocidad
media del viento alcanza los 10 m/s a 0,4 m sobre el
suelo, y generalmente tiene direccién oeste (DGA1991).

C. Harrod
Nucleo Milenio INVASAL, Concepcién, Chile

AS Villalobos

Microbiologia marina, GEOMAR Helmholtz, Centro de
Investigacion Ocednica Kiel, Disternbrooker Weg 20, 24105
Kiel, Alemania
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El Salar de Atacama ha sido ampliamente estudiado en
cuanto a su geologia, hidrogeologia y mineralogia, lo que
refleja su importancia econémica, ya que en la zona sur
del Salar se encuentran grandes depésitos de litio. Los
principales afluentes superficiales de la cuenca son los
rios San Pedro y Vilama ubicados en la parte norte del
Salar, donde se estima que el 40% del total de los vertidos
superficiales son utilizados por la agricultura (Mardones
1997). El Salar de Atacama recibe importantes aportes
subterraneos de agua del Este y Sur (manantiales)
originados por las formaciones volcanicas de los Andes.
Existen varios tipos de cuerpos de agua en la cuenca: (i)
manantiales de agua dulce y salada, (ii) lagunas salinas y
(iii) rios en la zona noroeste. Los componentes disueltos
en las aguas tienen dos origenes principales: la alteracién
de rocas volcanicas aporta K, Li, Mg, B y una baja
concentracion de Na y Ca, mientras que la redisolucién
de sales antiguas (bajo formaciones volcanicas) hacen un
importante aporte de Na, Cl, Cay SO4en las aguas mas
salinas (Risacher y Alonso1996).

Los estudios microbioldgicos en el Salar de Atacama
comenzaron a principios de la década de 1990 con
descripciones de comunidades de cianobacterias en la
Laguna Tebenquiche (Zufiiga et al.1991). Campos (1997)
reportaron varios aislamientos de diferentes sitios del
Salar de Atacama incluyendo bacterias hald&filas
moderadas:Marinomonas, Vibrio, Alteromonas,
Marinococcus, Acinetobactery bacterias halotolerantes:
Bacilo, Pseudomonas-Deleya, MicrococcusyAcinetobacter.
Los estudios en la Laguna Tebenquiche han llevado al
aislamiento deHalorubrum tebenquichense,una arquea
extremadamente hal6fila (Lizama et al.2002) y
cromohalobacter nigrandesensis,una bacteria
moderadamente haléfila miembro de laHalomonadaceae
(Prado et al.2006). Esta bacteria esta estrechamente
relacionada con cromohalobacter sarecensis,previamente
aislado de la gran altitud (4300 m) del lago salino Laguna
Verde ubicado en el suroeste de Bolivia (Quillaguaman et
al.2004).

En las Ultimas décadas, el uso de métodos de cultivo
independientes ha revelado niveles previamente inesperados
de diversidad microbiana en diferentes cuerpos de agua del
Salar. Demergasso et al. (2004) usando técnicas basadas en
PCR-DGGE reportaron un predominio deProteobacterias,
Bacteroidetes,bacterias Gram positivas de alto GCy
Haloarqueaen Laguna Cejar, Tebenquiche y Burro Muerto en
el Salar de Atacama. Estudios posteriores en la Laguna
Tebenquiche destacaron la novedad de
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incluido  Bacteroidetes Yy
Las gammaproteobacterias (Demergasso et al.2008).
Bacteroidetes ha sido ampliamente descrito como el
filo bacteriano mas frecuente en los cuerpos de agua
del Salar de Atacama y otros sistemas acuaticos del
Altiplano (Dorador et al.2010). Otros estudios han
revelado tasas de producciéon de metano a partir de
tapetes microbianos en Laguna Cejar y Laguna Chaxa
en el Salar de Atacama, revelando una fluctuacién
entre 7,8 y 30,4 nmol g/dia (Kelley et al.2014).
Curiosamente, Rey (2015) revel la produccion
microbiana de CO de la Laguna Cejar y recientemente
reportd el aislamiento de Natronorubrumcepa C29,
una arquea haldfila capaz de oxidar el monéxido de
carbono (McDuff et al. 2016). El uso de genes
funcionales (pufM)ha permitido la identificacién de
bacterias fototréficas anoxigénicas de Laguna
Tebenquiche y Laguna Chaxa, exhibiendo la presencia
de fototrofos adaptados a altas concentraciones de
sal, es decir,halocromatio, tiohalocapsa,
ectotiorodospirayhalorodospira (Thiel et al.2010).

Se ha examinado la composicién microbiana de diferentes

bacteriano taxones,

estructuras presentes en los lagos del Salar de Atacama.
Recientemente, se han analizado tapetes microbianos,
evaporitas de yeso y microbiotas de carbonato utilizando
técnicas de secuenciacion de ADN de proxima generacion
con un predominio informado deproteobacteriaen Laguna
Tebenquiche y Laguna La Brava, un lago hipersalino ubicado
en la parte sur del Salar de Atacama y cerca de las
instalaciones de extraccion de litio (Farias et al. 2014). En la
Laguna Tebenquiche, el estudio de diferentes tapetes
microbianos detectd una alta abundancia relativa de arqueas
(ordenarhalobacteriales)mas bien quebacterias, sin embargo,
aunque grupos bacterianos comoPlanctomycetes,
Gammaproteobacteria (Chromatiales)y Firmicutesson
abundantes en diferentes muestras (Fernandez et al.2016).
En Laguna La Brava, la diversidad microbiana estuvo
dominada porEuryarchaeota, CrenarchaeotayFirmicutesen
tapetes no litificantes, mientras que en microbianitos, altas
proporciones de planctomicetosfueron reportados (Farias et
al.2017). Se estudio la diversidad bacteriana de los tapetes
microbianos de Laguna Cejar utilizando pirobibliotecas
detectando una dominancia deProteobacterias
(Rhodospirillaceae, Desulfobacteraceae), Aminicenantes (ex-
OP8) y Firmicutes (Rasuk et al.2016).

A pesar de los crecientes esfuerzos recientes para caracterizar
la diversidad microbiana en diferentes estructuras de los lagos

del Salar de Atacama, pocos estudios han examinado la

papel funcional de los microbios a nivel de ecosistema, por
ejemplo, cudl es su papel potencial en el suministro de energiay
nutrientes a los consumidores. Esto es potencialmente
importante, dado el papel del Salar de Atacama como habitat
clave para tres especies de flamencos que son motivo de
preocupacion para la conservacion (flamenco andino
Phoenicoparrus andino,flamenco chilenoPhoenicopterus chilensis
y el flamenco de JamesPhoenicoparrus jamesi).En este estudio
caracterizamos la composicién de las comunidades microbianas
asociadas con diferentes caracteristicas clave del Salar (esteras,
sedimentos y biopeliculas) a lo largo de un marcado gradiente de
salinidad en la Laguna Puilar, parte del sistema hidrolégico
Soncor, ubicada en la Reserva Nacional Los Flamencos, un area
protegida y sitio Ramsar (Ortiz et al.2013). También
caracterizamos los perfiles de acidos grasos y C (d13C) y N (d1sN)
valores de isétopos estables de las diferentes caracteristicas, asf
como otros productores primarios potenciales y consumidores
abundantes (anfipodos y gasterépodos: FAA, SIA, flamenco: SIA)
para examinar la supuesta contribuciéon de materiales derivados
de microbios a la dieta de estos consumidores También nos
propusimos hacer un primer examen de la utilidad de los dos
enfoques bioquimicos diferentes para caracterizar la estructura y
la actividad de la comunidad microbiana en los ecosistemas de

Salar.

materiales y métodos
Descripcién de Laguna Puilar

El sistema hidrolégico de Soncor estd formado por una serie de
cuatro lagunas permanentes poco profundas interconectadas:
Burro Muerto (1 ha), Chaxa (37 ha), Barros Negros (103 ha) y
Puilar, que estd formada por una serie de espejos lacustres (Fig.1
). Durante el invierno austral de 2013 (junio), tomamos muestras
de la Laguna Puilar en el Salar de Atacama y realizamos
muestreos adicionales en 2014 (mayo) para analisis quimicos. La
laguna (Fig.1) tiene un gradiente de salinidad corto pero extremo
que va desde aguas ligeramente salobres (P01) hasta condiciones
hipersalinas (P04) (Tablas1,2). Cianobacterias coloniales (p. ej.,
Nostoc) y extensas alfombras microbianas estan presentes en
toda la laguna. Los macréfitos estan presentes pero son raros y
disminuyen en abundancia con el aumento de la salinidad. Se
pueden observar diferentes especies de aves alimentandose en
las superficies de sedimentos sumergidos de la laguna 'y
construyendo nidos y criando crias en areas directamente
adyacentes a la laguna junto con otras aves como la gaviota

andina (Larus
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Figura 1Laguna Puilar en Salar de Atacama, norte de Chile

tabla 1 Caracteristicas fisicas y quimicas de los sitios de muestreo en la Laguna Puilar

Sitios Descripcion Temperatura del agua (-C) Salinidad (mg/L) pH Ubicacién

PO1 Primavera 14.2 107 8 23-18.1370S, 68-08.2610W
P02 Canal (15 cm de 12.7 147 8.01 23-18.1980S, 68-08.3240W
P03 profundidad) Canal 15.9 151 8.3 23-18.2930S, 68-08.4370W
P04 lago principal 18.6 162 8.11 23-18.3540S, 68-08.6430W

serrano)y ganso andino (Chloehaga melanoptera) (
Ficha Informativa sobre Humedales Ramsar 2006-
2008).

Muestreo

Tomamos muestras de agua, tapetes microbianos, sedimentos,
macréfitos,Nostoc,anfipodos, gasterépodos y plumas de
flamenco de cuatro sitios (P01-4) ubicados a lo largo de ca.
Gradiente de salinidad de 750 m (Fig.1). Las esteras microbianas y
las muestras de sedimento se tomaron en tubos de plastico
estériles y se almacenaron a -20 -C para su posterior andlisis. Las
muestras se obtuvieron cuidadosamente utilizando una espatula
estéril y jeringas de diferentes capas de tapetes microbianos
siguiendo su perfil vertical, teniendo en cuenta las diferentes
capas de colores de los tapetes microbianos (rosa, verde,
purpura). Otras muestras fueron llevadas al laboratorio y
procesadas para analisis ded13C y disN y acidos grasos. Las
plumas de los flamencos fueron arrastradas por el viento y no se
pudieron asociar de manera confiable con un sitio en particular a
lo largo de un transecto tan corto. Todas las muestras fueron

almacenadas en hielo y transportadas a los laboratorios de

123

la Universidad de Antofagasta antes de ser dividida para los
distintos andlisis; las muestras para el examen de ADN se

almacenaron congeladas a -80 -C para su posterior analisis.

Extraccion y secuenciacién de ADN

Los tapetes microbianos se recolectaron en los sitios P01-4
(Tabla1). Las muestras P01 corresponden a una capa de
biopelicula dura que cubre la roca; las muestras de P02-4
representan diferentes capas de tapetes microbianos. El ADN
de las muestras de sedimentos se extrajo utilizando el kit de
aislamiento de ADN PowerSoil (MoBio Laboratories, CA, EE.
UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
cantidad y la pureza se ensayaron en un Nanodrop2000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE) y la calidad se comprobé
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% p/v. El gen
16S rDNA se amplificé con los cebadores 27F y 519R
(regiones V1-3). La secuenciacién se realizé en MR DNA (
http://www.mrdnalab.com) en un dispositivo de
pirosecuenciacién 454 (Roche) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los resultados de la secuenciacién se obtuvieron
como archivos fasta-qual y pipeline.
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Tabla 2Analisis quimico de muestras de agua de la Laguna
Puilar, Salar de Atacama

Elementos Sitios de muestreo

PO1 P02 P03
Nitrito (yog/L) DAKOTADELNORTE  DAKOTADELNORTE  DAKOTADELNORTE
Nitrato (yog/L) 118.04 90.27 134.62
Amonio (yog/L) 34.95 35.32 65.33
Fosfato (yog/L) 376.09 405.56 398.94
Sulfato (mg/L) 389.37 293.28 361.93
Silice (mg/L) 253.11 266.82 265.03
Nitrégeno total (yog/L) 177.78 302.23 405.65
fésforo total (yog/L) 1074.16 1032.49 953.32
Calcio (mg/L) 156.23 141.49 146.5
Magnesio (mg/L) 444,93 580.41 623.11
Sodio (mg/L) 402157  5172.66 5244.38
Potasio (mg/L) 743.84 965.71 1004.23
Cloruro (mg/L) 24.996,3 29.686,66 29.936,66
Dureza (mg/L) 1600 2300 2250
Alcalinidad total (mg/L) 3.55 3.8 3.4
Carbonato (mg/L) 9 9 18
Bicarbonato (mg/L) 216.55 231.8 207.4
Conductividad (yoS/cm) 15,000 17,600 17,411

DAKOTA DEL NORTENo detectado

Las secuencias se analizaron en QIIME v1.9.1 (Caporaso et al.
2010). Se verificé la calidad de las lecturas de secuenciacién de un
solo extremo utilizando la configuracién predeterminada para la
funcioén split_libraries_fastq.py en QIIME. Las secuencias se
alinearon con la base de datos SILVA (versién v128) y se
agruparon en OTU bacterianas representativas utilizando la
implementacién sortmerna/sumaclust de seleccién de OTU de

referencia abierta con una similitud de secuencia del 97 %.

Andélisis de isétopos estables

Las muestras para los andlisis de isétopos estables se lavaron en agua
destilada y luego se secaron en un horno a 60 °C durante al menos 24
h. Debido a problemas de contaminacién con C inorgénico, algunas
muestras (gasterépodos, sedimentos, capas microbianas) se dividieron
y la mitad se traté con acido clorhidrico 1 N para eliminar el carbono
inorgdnico (p. ej., en caparazones de gasterépodos), mientras que la
segunda mitad de la muestra se retuvo sin tratar para la estimacién de
disN (ya que el tratamiento con acido puede afectardisvalores N). Las
muestras se molieron en un mortero de dgata y se pesaron en

capsulas de estafio. Espectrometria de masas de relacién isotépica

(interpretado porwww.oealabs.com) se utilizé para
determinar el carbono estable (d13C) y nitrégeno (d1sN)
composicién isotépica con una precisién de+0,1% y
expresado endnotacién en % con respecto a los
estandares establecidos internacionalmente.

Andlisis de 4cidos grasos

Las muestras de agua se filtraron en filtros de fibra de vidrio
precombustidos inmediatamente después del muestreo y se congelaron a
- 20-C para minimizar la oxidacién de acidos grasos altamente
insaturados. Las muestras de biopeliculas y sedimentos se
liofilizaron antes de la extraccién y se almacenaron en

- 20-C hasta que se procese. Los lipidos totales se
extrajeron de 2 a 5 mg (masa seca) de muestras liofilizadas
con 10 mL de CHacl2/MeOH (2:1 v/v) y se secé bajo una
corriente de gas nitrégeno. La hidrdlisis de los lipidos del
residuo y la subsiguiente metilacién de los acidos grasos se
lograron mediante incubacién en 5 ml de HClI metandlico 3 N
(Supelco) a 70 °C durante 20 min. Los ésteres metilicos de
acidos grasos (FAME) se extrajeron del acido con 3 ml de
isohexano y el disolvente se evapord bajo una corriente de
gas nitrégeno. Los residuos finales de FAME se volvieron a
disolver en 100yoL de isohexano, de los cuales 1yoL se
sometio a analisis cromatograficos de gases. Los analisis se
realizaron en un sistema GC Agilent 6890N equipado con un
detector de ionizacién de llama con helio como gas portador.
Los FAME de origen eucariético se separaron en una columna
GC capilar DB-225 (J&W Scientific, Folsom, EE. UU.) y se
identificaron mediante la comparacién de los tiempos de
retencién con los de un estandar FAME (Supelco CRM47885).
Para obtener detalles sobre los gradientes de temperatura
de la columna y el horno, consulte Ghomi et al. (2014). Los
BAME (FAME bacterianos) se separaron en una columna GC
capilar HP-5 (J&W Scientific, Folsom, EE. UU.) y se
identificaron mediante la comparacién de los tiempos de
retencién con los de una mezcla estdndar de BAME (Supelco
47080-V). El programa del horno GC para la separacién de
BAME fue el siguiente: 1 min a 60 °C, 30 °C/min a 160 °C, 4
°C/min a 200 °C, 20 °C/min a 280 °C con una retencidn final
durante 1 min a 280 -C. Las cantidades relativas de FA
(porcentaje del area total del pico) se estandarizaron entre
los analisis FAME y BAME usando acido palmitico (presente
en los estandares FAME y BAME) como pico de referencia.
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analisis estadistico

La variacién en la composicién de la comunidad asociada con
los diferentes sitios (P01-4), el tipo de muestra (alfombra
microbiana, sedimento, biopelicula) y la profundidad relativa
de los estratos de las esteras microbianas (capa superficial =
L1, capa mas profunda = L4) se examiné utilizando
coordenadas principales. (PCoA) ordenacién de diferencias
de Bray-Curtis de datos transformados de raiz cuadrada a

través de PRIMER y PERMANOVA 7.0.13 (Anderson et al.2008).

Este método permite una evaluacion visual rapida de la
similitud relativa de la composicién de la comunidad
microbiana entre las muestras, ya que los datos que se
encuentran cerca del espacio de ordenacién son mas
similares (Paliy y Shankar2016). También superpusimos
multiples vectores de correlaciéon para mostrar la direccién y
la fuerza de la relacién entre la abundancia de phyla y los dos
ejes candnicos, a fin de proporcionar una indicacién de qué
phyla probablemente impulsaban los patrones observados
en la ordenacion.

Utilizamos permutacional (Npermutaciones= 9 999) andlisis de
varianza multivariante (PERMANOVA: Anderson2001; anderson et
al.2008) para examinar si la composicién de la comunidad
microbiana variaba entre los tapetes microbianos y las
biopeliculas, y para los tapetes microbianos, entre los sitios P02,
P03y P04. Los datos de &cidos grasos también se trataron de
manera similar, con la excepcién del uso de la matriz de distancia
euclidiana, como se recomienda para dichos datos (Happel et al.
2017). De nuevo, se generaron ordenaciones de PCoAy se
superpusieron multiples vectores de correlacién para mostrar
qué acidos grasos estaban asociados con los patrones en los
datos. Cuando teniamos datos tanto de acidos grasos como
moleculares para la misma muestra, también examinamos las
correlaciones entre los datos de acidos grasos y la abundancia de
diferentes filos microbianos entre sitios y profundidad de capa,
superponiendo vectores de correlacién de datos moleculares
(abundancia relativa de filos) en un PCoA de datos de acidos
grasos de muestras de esteras microbianas. Nos enfocamos en
muestras de tapetes microbianos ya que la comparabilidad entre
estas muestras era la mas alta. Usamos PERMANOVA para
examinar si los perfiles de 4cidos grasos de la estera microbiana
diferian entre los sitios P02, P03y P04.

Los datos de isétopos estables se trazaron siguiendo la
convencién (disN contradi3C) permitiendo la caracterizacién
del origen y flujo de energia (C) y nutrientes (N) desde los
productores primarios putativos (biofilm, macréfitos, tapetes
microbianos) hasta los consumidores. Usamos PERMANOVA
para examinar como los datos de isdtopos estables
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(basado en distancias euclidianas) diferian entre
diferentes taxones y sitios. Las diferentes vias de
produccion primaria tienen caracteristicasdisvalores de C,
lo que permite identificarlos y estimar su contribucién a
una red alimentaria (Peterson y Fry1987). Generalmente,
hay un cambio isotépico predecible (discriminacion
trofica) de ca. ? 1% en Cy 3? % en N entre el alimento de
un consumidor y sus tejidos (McCutchan et al.2003), lo
que hace que los consumidores sean isotopicamente mas
pesados que su dieta asimilada a largo plazo. Usamos
PERMANOVA para probar las diferencias isotépicas entre
diferentes fuentes putativas de produccién primaria y
para examinar si habia diferencias espaciales en los
valores isotépicos dentro de (a) tapetes microbianos y (b)
biofilm entre sitios.

Resultados

Caracteristicas fisicas y quimicas de la Laguna
Puilar

Laguna Puilar exhibié un gradiente de salinidad de
107- 162 mg/L de salinidad entre los sitios P01y P04
(Cuadro1). El sistema estd dominado por iones de
sodio (40,2-52,4 g/L) y cloruro (25-30 g/L). En algunos
sectores del lago hay saturacién total de sales (Cuadro
2). En orden creciente, las concentraciones de
cationes son: Naz[K:[mgz[Si?[Californiazy anion

son: cl[ASI QUE2[HCO-
los valores de generacién oscilaron entre 177,8 y
405,7yog/L y el fésforo total oscilé entre 953,3 y
1047,6yo0g/L.

3: Para nutrientes, nitro total

Invertebrados

Se encontraron pocos animales multicelulares en el sistema,
siendo los mas comunes los anfipodos (hialellaspp.),
gasterépodos (heleobiaspp.) y moscas de salmuera (Ephydridae),
aunque no en todas las estaciones de muestreo. La densidad de
gasterépodos y anfipodos disminuy6 notablemente entre P01y
P03y estuvieron completamente ausentes en el sitio hipersalino
P04. Aunque grandes volimenes de agua ([150 L) fueron filtrados
a través de una red de fitoplancton (20yom), no encontramos
ningunaartemia,la dieta putativa de los flamencos que se
observan con frecuencia en la laguna. Se puede observar a estas
aves alimentandose en las superficies de sedimentos sumergidos
del



Antonie van Leeuwenhoek (2018) 111: 1361-1374

1367

laguna y construir nidos y criar crias en areas directamente
adyacentes a la laguna.hialellalos anfipodos exhibieron
tamafios corporales que oscilaron entre 1,5y 4,5 mm, pero ni
los is6topos estables ni los biomarcadores de acidos grasos
indicaron patrones especificos de tamafio en el uso de
recursos entre las clases de tamafio de anfipodos (datos no
mostrados). La altura de la concha deheleobiagasterépodos
disminuyé significativamente (ANOVA de Kruskal-Wallis en
rangos, H = 69.6, df = 2, p\ 0.001) a lo largo del gradiente de
salinidad de PO1 a P03 (no se encontraron caracoles en P04),
aunque los mecanismos subyacentes a este patrén siguen
sin estar claros (Tabla3).

Comunidades microbianas

El nimero de unidades taxonémicas operativas (OTU)
oscil6 entre 113y 301 y el indice de diversidad de
Shannon entre 3,86 y 6,86 en las muestras PO1-1y P04-1
respectivamente (Tabla3). La biopelicula de roca en el
sitio P01 comprendia miembros de 14 filos bacterianos.
Este sitio estaba dominado porCloroflexi (22-40%) y
cianobacterias (31-43%) seguido deproteobacteria
(13,3-23,3%) yBacteroidetes (6,3-21,3%; higos.2, 3).
Concretamente, en la muestra P01-1 el 40% de la
abundancia relativa correspondi6 a los géneros
rosaiflexusy 19% alLeptolyngbya (Mesa4).planctomicetos
se registraron en menor proporcién (0.8-5.3% de
abundancia relativa) yVerrucomicrobia (0,7-1,8%).

En cuanto a su abundancia relativa, siete filos fueron
considerados semi-raros (0,1-0,5%) y raros ([ 0,1%)
(Pedrés-Ali62012) (Higo.4).

Se detectaron miembros de diecinueve filos
bacterianos a partir de cuatro capas de diferentes
profundidades de tapetes microbianos del sitio P02. En
general, la diversidad bacteriana estuvo dominada por
Proteobacterias (25,6-73,6%) yFirmicutes (8,6-35,2%;
higos.2,3). En concreto, toda la comunidad estaba
dominada por tres familias: Ectothiorhodospiraceae
(Halorhodospira), Halomonadaceae (Salicola)y
Halanaerobiaceae (Halanaerobium).En este sitio, la
mayoria de los filos (13) se consideraron semi-raros y
raros (Fig.4). Segun los diferentes estratos, un aumento
en la abundancia relativa deBacteroidetes (2,8-25,8%) y
Cloroflexi (1.4-3.3%) fue evidente con mayor
profundidad. para el caso deproteobacteria,el taxén
dominante eraGammaproteobacteria (65,9-9,3%) que
disminuyen con la profundidad.

Se recolectaron dos muestras de tapetes microbianos
del sitio PO3. Ambos exhibieron una alta abundancia
relativa de cianobacterias (53,9-30,7%) yproteobacteria
(22-32,7%), seguido deBacteroidetes (10-20,7%; higos.2,3
). En estas muestras se detectaron miembros de 20 phyla,
de los cuales 18 eran semirrigidos o raros (Fig.4). Los
Bacteroidetes incluyen la presencia de nueve familias,
destacando el predominio de Flavobacteriaceae.Otras
familias frecuentes eran

Tabla 3indice de diversidad alfa y métricas usando 454 pirosecuencias de la regién V4 del rRNA 16S de muestras ambientales de

Laguna Puilar, Salar de Atacama

Muestras Lecturas sin procesar Lecturas filtradas posteriores al control de calidad OoTU indice de diversidad alfa
Shannon Chao1 simpson AS buena cobertura

PO1-1 6023 5728 113 3.86 135 0.81 149 0.98
P0O1-2 5310 4940 211 5.14 314 0.90 311 0,95
P0O1-3 6731 6198 218 5.63 295 0.93 310 0,95
PO1-4 3302 2712 154 5.14 186 0,92 180 0.98
P02-1 2163 1817 117 4.95 139 0.94 142 0.98
P02-2 6799 6369 136 4,95 196 0.93 203 0.97
P02-3 7481 7118 127 4.65 196 0.90 208 0.97
P02-4 3149 2915 274 6.97 362 0.98 331 0,95
P03-1 4354 3950 256 6.17 386 0,96 403 0.93
P03-2 4476 4284 158 4.00 194 0.72 204 0.97
P04-1 4454 3749 301 6.83 397 0.98 434 0.93
P04-2 6803 5435 291 6.79 369 0.98 401 0.94
Estera naranja 6034 5578 253 6.32 375 0.97 411 0.93
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Tabla 4 Géneros bacterianos mas frecuentes en Laguna Puilar, Salar de Atacama

Valores maximos de abundancia relativa total en muestras (%)

géneros fila
Pleurocapsa cianobacterias 51.5
halorodospira proteobacteria 45.7
rosaiflexus cloroflexi 39.8
Halanaerobio Firmicutes 33.7
Salicola proteobacteria 19.8
Leptolyngbya cianobacterias 18.5
Idiomarina proteobacteria 11.5
Truepera Deinococcus-Thermus 10.8
rodomicrobio proteobacteria 8.3
Spiribacter proteobacteria 8.2
tiohalocapsa proteobacteria 8.1
California. Alysiosphaera proteobacteria 6.9
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Rhodobacteraceae y Chromatiaceae (
tiohalocapsa).

Las muestras del sitio P04 corresponden a la capa
superficial del tapete microbiano. Este sitio exhibié el
mayor nimero de filos bacterianos (28) en Laguna Puilar
(Fig.3), 20 de los cuales eran semi-raros o raros (Fig.4).
Finalmente, analizamos una muestra aislada denominada
'mat naranja’, detectando que el 33% de la abundancia
relativa estaba relacionada con la familia
Halanaerobiaceae (Firmicutes)y 12% al género
Ectotiorodospira (Gammaproteobacteria).

Analisis de &cidos grasos

Se registraron un total de 49 FAME y BAME de los diferentes
taxones productores y consumidores (Tabla S1). Los perfiles
de acidos grasos estuvieron dominados por los acidos grasos
saturados (contribucién media = 42,3 %) y monoinsaturados
(42,8 %), con una menor contribucién de los acidos grasos
poliinsaturados (12,4 %). En promedio, el 34,3 % de todos los
4cidos grasos registrados de productores (biofilm, macréfitos
y algas, tapetes microbianos) y consumidores (anfipodos y
caracoles) eran de origen microbiano. Ordenacién PCoA (Fig.
5) revel6 una variacién considerable en los perfiles de acidos
grasos tanto dentro como entre diferentes tipos de
muestras, con estera microbiana
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Microbiaimat @ O O @
Macrophyte ¥V V V —
Biofim & % % —
c181n-9¢ Amphipod Bl — — —
4 Snails ¢ & — —
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°© ©o Vi&ﬁ
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PCO1 (33.8% of total variation)

PCO2 (21.8% of total variation)

Figura 5PCoAordenacién de datos de 4cidos grasos registrados de una
variedad de taxones de productores y consumidores recolectados en
cuatro sitios en Laguna Puilar. Los vectores reflejan la direccién y la
fuerza de multiples correlaciones entre la contribucién porcentual de
los acidos grasos individuales y los dos ejes canénicos.
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siendo las muestras més distintas (especialmente de P02).
Esta observacién fue respaldada por andlisis estadisticos que
comparan los perfiles de 4cidos grasos de los diferentes
productores (PERMANOVA: Pseudo-F7,59= 3,4, P = 0,0001). Los
perfiles de acidos grasos de la estera microbiana diferian
entre los sitios (Pseudo-F3,34= 9.6, P = 0.0001) e incluso entre
las diferentes capas de un tapete muestreado de una
ubicacién (P02 capas 1-4: Pseudo-F3,10= 3,8, P = 0,003). Las
muestras de biopelicula tenian perfiles de acidos grasos
similares entre sitios (Pseudo-F2,s= 1,08, P = 0,39).

Dadas las marcadas diferencias tanto en las comunidades
microbianas como en los perfiles de acidos grasos observados en
las esteras microbianas, examinamos si habia alguna asociacién
entre las dos medidas. La comparacién de muestras de tapetes
microbianos en ordenaciones de PCoA basadas en datos
moleculares y de acidos grasos muestra similitudes cercanas (ver
patrones mostrados por marcadores circulares en las Figs.5,6),
destacando los siguientes seis filos: el Bacteroidetes,
cianobacterias, firmicutes, proteobacterias, tenericutesy
Verrucomicrobia.Por lo tanto, es posible que la distribucién y
disponibilidad de acidos grasos particulares en el Salar esté
impulsada por la presencia y actividad de diferentes grupos
microbianos. Los acidos grasos bacterianos hicieron una gran
contribucién a nuestra muestra de anfipodos (47,8% del total de

4cidos grasos), mientras que
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Figura 60rdenacién de PCoA que muestra la variacién en los perfiles de
acidos grasos de la estera microbiana (basada en valores medios donde se
tomd mas de una muestra por sitio/capa). Los vectores muestran la fuerzay
la direccién de las correlaciones entre la abundancia relativa de diferentes
filos microbianos y los dos ejes candnicos que se muestran, lo que indica la
probable influencia bacteriana en los perfiles de 4cidos grasos. Tenga en
cuenta la similitud general entre esta ordenacién y el patrén que muestran
las muestras de esteras microbianas en la Fig.2
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contribucidn a los gasterdpodos varié entre 22y
27% (Tabla S1).

Andlisis de isétopos estables

Dado que el area de prospeccion era relativamente
pequefia, la variacién isotopica fue considerable tanto en
términos del rango dedisN (-0,3 a 13,1%) ydisValores de C
(-26,4 a -1,2%) mostrados por los diferentes taxones
examinados (Fig.7). Las diferentes fuentes de produccién
primaria eran isotépicamente distintas (PERMANOVA d1s
NORTE-d13C: Pseudo-Fz;53= 22,14, P = 0,0001). Ambos
tapetes microbianos (Pseudo-Fs.27= 345,6, P = 0,0001) y
macroéfitos (Pseudo-F2,11= 101.6, P = 0.0001) varid
isotépicamente por sitio. El biofilm también vario, pero
en menor grado (Fig.7a: biopelicula: Pseudo-F215= 3,43, P
=0,05).

Los tres taxones de consumo examinados aqui eran
isotopicamente distintos (Pseudo-F2,s5= 54.89, P = 0.0001) con
caracoles y anfipodos siendo13C y1sN empobrecido en
relacién con los flamencos. Ambos anfipodos (Pseudo-F2,26=
3.74, P =0.007) y caracoles (Pseudo-F1,6= 21.16, P = 0.028)
difirié isotépicamente entre sitios con individuos de P01
agotados en13C pero enriquecido enisN relativo a los
individuos de P02. Los anfipodos no mostraron ninguna

patrén consistente en términos de su posicion para los productores en
los tres sitios donde fueron encontrados (P01-3). Se superpusieron con
macréfitos en P01, pero se enriquecieron en ambosi3C y1sN en
relacién con los macroéfitos en P02 y P03, y superpuesto con tapetes
microbianos en ambos sitios. Los caracoles en P01 se superpusieron
con macrofitos, pero los caracoles en P02 obviamente no estaban
vinculados a ninguna fuente de energia en P02. Las plumas de los
flamencos eran extremadamente variables en términos de ambosd13C
ydisN, y eran tipicamente13C y1sN enriquecido en relacién con el

productor u otros taxones consumidores.

Discusiéon

Los microorganismos fueron considerados durante mucho
tiempo como una 'caja negra' con respecto a su papel ecoldgico
en los ambientes acuaticos. Su papel funcional, frecuentemente
asociado con el procesamiento de materia orgdnica, ha sido
ampliamente subestimado.

Los avances recientes en las técnicas de secuenciacién del
ADN han permitido una mayor comprension del papel
funcional, la diversidad y la distribucién de las comunidades
microbianas en diferentes ecosistemas. Los ecosistemas
acuaticos del Salar de Atacama son ambientes Unicos,
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Figura 7Los valores de is6topos estables variaron considerablemente (
a)entre las diferentes fuentes putativas de produccién (biofilm,
macrofitos y tapetes microbianos), y taxones de consumo. lo espacial

la variacion también fue extremadamente marcada dentro de los diferentes productores [por

ejemplo, tapetes microbianos (que se muestranantes de Cristo)]
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donde domina la vida microbiana. Los estudios de diversidad
microbiana en el Salar de Atacama han revelado
repetidamente un nimero importante de nuevos grupos de
bacterias y arqueas (por ejemplo, Demergasso et al.2008;
Dorador et al.2009; Thiel et al.2010), sin embargo, la
descripcion de nuevas cepas es poco frecuente.

Los lagos del Salar de Atacama son ecosistemas
microbianos fragiles, cuya existencia depende directamente
de la disponibilidad de agua. Por lo tanto, las practicas
actuales de extraccién de agua y salmuera para actividades
mineras representan amenazas importantes y apremiantes
contra el mantenimiento de estos ecosistemas.

Mas alla de la diversidad microbiana reportada a partir de
esteras microbianas, es evidente que estas estructuras
juegan un papel funcional clave en el sistema. Los perfiles de
acidos grasos revelaron una alta variabilidad espacial y una
estrecha relacion con taxones bacterianos clave. Por ejemplo,
el perfil de &cidos grasos del tapete microbiano en el sitio
P02 mostré una marcada diferenciacién y una asociacion
especifica con ciertos grupos. La capa 1 estaba relacionada
con proteobacterias (ectotiorodospirayHalomonadaceae)y la
capa 2 aldiomarinaceasyEctotiorodospira.A su vez, la capa 3
se relaciond conFirmicutes (Halanaerobium).
ectotiorodospiraSe ha demostrado que las especies
muestran respuestas a los cambios en la salinidad y la
temperatura, y los cambios de temperatura tienen un efecto
marcado en su composicién de acidos grasos (Imhoff y
Thiemann1991).

Los analisis de acidos grasos se centraron en las capas
microbianas, ya que la comparabilidad entre muestras fue mayor
para este tipo de muestra. De manera similar a los resultados de
los andlisis de is6topos estables, las alfombras microbianas de los
cuatro subsitios muestreados con diferente salinidad diferian
notablemente en sus biomarcadores de acidos grasos.
Curiosamente, el acido palmitoleico (Cien-7) se asocié mas
fuertemente con el subsitio P01 menos salino cerca de la entrada
de agua dulce al Salar. Esto sugiere que las diatomeas (para las
cuales el 4cido palmitoleico es un acido graso biomarcador de
uso comun, véase, por ejemplo, Dalsgaard et al.2003) dominaron
en la parte de agua dulce, mientras que fueron suprimidos por
las crecientes salinidades. En los sitios mas salinos, C
monoinsaturadoigacidos grasos como el oleico (Cis:1n-9) y acido
vaccénico (Cis:1n-7), que muy probablemente estén asociados con
procariotas fototréficas como las cianobacterias (Dalsgaard et al.
2003). El uso de biomarcadores de 4cidos grasos agrega una
nueva dimensién a la imagen de la red alimentaria del Salar de
Atacama; este es el primero de un Salar de gran altura. Como la

composicién de acidos grasos de
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los consumidores normalmente refleja que de su dieta, los
biomarcadores de 4cidos grasos son una herramienta util para
obtener informacién mas amplia que la que se obtiene solo de los
is6topos estables. Por lo tanto, se suman a una comprensiéon mas
profunda de la estructura tréfica, en particular cuando se
combinan biomarcadores de acidos grasos e isdtopos estables.

Con respecto al papel putativo de los taxones microbianos
como fuente de energia y nutrientes para los consumidores de
invertebrados y vertebrados en el Salar, nuestros datos iniciales
indican que tanto los anfipodos como los gasterépodos
probablemente dependen en gran medida (20-50 %) de los
acidos grasos derivados de bacterias en el Salar. el salar Los
datos de is6topos estables fueron menos claros, lo que refleja la
gran cantidad de variacion isotépica aparente dentro del
gradiente de salinidad muy corto (Fig.7). Los datos de isétopos
estables mostraron que en el sitio con los tapetes microbianos
mas extensos (P02), los anfipodos y los gasterépodos se parecian
mucho a los valores de tapetes microbianos pero divergieron de
los tapetes microbianos en P01y P02.

La variacion isotopica aparente en las muestras de plumas
de flamencos es de una escala similar a la que se observa en
los tapetes microbianos y otras fuentes potenciales de Cy N.
Esto se puede atribuir en parte al hecho de que las plumas
provienen de tres especies diferentes de flamencos, con
diferentes estructuras de edad, preferencias e historias de
alimentacion, asi como distribuciones geograficas. Sin
embargo, si las plumas de flamenco se corrigen por el
fraccionamiento tréfico [media (£SD) factores de
discriminacién tréfica =d133.6+0,6;d1snorte 5.6+0.3] (Mizutani
et al.1992), sugiere que estan consumiendo componentes
microbianos en los sedimentos.

Hasta el momento, nuestros datos demuestran una notable
variabilidad en todos los pardmetros medidos (salinidad, isétopos
estables, acidos grasos, composicién de la comunidad
microbiana). Esto se aplica a las muestras de los presuntos
productores y consumidores primarios, asi como a los
descomponedores a lo largo de un gradiente de salinidad de
pequefia escala pero pronunciado. Nuestros resultados sugieren
que los procesos basales que subyacen a las funciones del
ecosistema del Salar son probablemente complejos y muy
variables en el espacio y el tiempo. Esto destaca que los Salares
son ecosistemas mucho mas complejos de lo que se pensabay
que se requieren estudios mas detallados para comprender su
biologia. El trabajo futuro de nuestro grupo hara uso del anélisis
de isétopos estables especificos de compuestos de 4cidos grasos
y aminodcidos para identificar el origen de estos compuestos y su
importancia para los consumidores (Evershed et al.2007; Larsen
et al.2009; middelburg2014).
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