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RESUMEN

Se estudiaron las comunidades estratificadas de microorganismos fotosintéticos que se encuentran en el Se
de Llamara ubicado en el desierto de Atacama, norte de Chile, mediante métodos microscépicos y
espectrofotométricos. El espesor de la zona fética de los tapetes descritos vario entre 8 y 30 mm lo cual
podria atribuirse a la granulometria y la composicion mineraldgica de los sedimentos. Se diferencian tres
tipos de tapetes. El primero con una Gnica capa pigmentada de color verde; el segundo con capas de colore
verde y naranja y un tercero en el que se observa, ademas de las capas verde y naranja, una de color purpu
En uno de los sitios muestreados no se encontraron capas pigmentadas. Debajo de la zona pigmentada el
sedimento es de color blanco, excepto en uno de los sectores donde se observé una coloracion negra
atribuible a sulfuro de hierro. Los microorganismos predominantes de la capa naranja fueron diatomeas y
cianobacterias unicelulares principalmente de los grupos Cyanothece y Synechococcus. Las cianobacterias
filamentosas Microccoleus sp. y Oscillatoria sp. fueron las mas abundantes en la capa verde. No se
observaron diatomeas en los sitios estudiados donde la salinidad del agua intersticial oscil6 entre 12 'y 33 ©
En la capa verde de estos sitios predominaron las cianobacterias cocoides, de los grupos Synechococcus,
Cyanothece y Gloeocapsa y del género Gloeobacter, sobre las cianobacterias filamentosas. La capa purpu
estuvo compuesta principalmente por bacterias fototréficas anoxigénicas similares a células de los géneros
Chromatium y Thiocapsa. Los espectros de absorcion revelaron que la clorofila a es el pigmento mas
abundante en la mayoria de las muestras analizadas. Los valores integrados de clorofila a y bacterioclorofi
a alcanzaron 230 y 144 mg m™ en el espesor de la zona pigmentada, respectivamente. También se detectar
abundantes microorganismos no fotosintéticos en los tapetes incluyendo cocos y bacilos no identificados.
todos los tapetes muestreados en el Salar se encontraron bacterias reductoras de sulfato.
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ABSTRACT
Stratified photosynthetic microbial mats are described from the Salar de Llamard, a salt flat basin located |

the Atacama desert of northern Chile. Microscopic and spectrophotometric techniques were used. The
thickness of the photic zone of these communities spans 8 to 30 mm. This is probably due to the grain size



and mineralogical composition of associated sediments. Three different types of mats were recognized. A
first one was characterized by a green pigmented layer; a second with orange and green coloured layers, al
the third with orange and green layers and an additional purple layer. At one sampling site, no pigmented
layers were present. Sediments underlying the mats were white, but in one site, black coloured sediments
were observed; this dark colour is probably the result of iron sulphide precipitation. Predominant
microorganisms in the orange pigmented layers were diatoms and unicellular cyanobacteria, mainly from f
Cyanothece and Synechococcus groups. Filamentous cyanobacteria Microleus sp. and Oscillatoria sp. wer
the most abundant in the green layer. When interstitial brines reached salinities between 12 and 33 %, no
diatoms were observed, and the coccoidal cyanobacteria from the Synechococcus, Cyanothece and
Gloeocapsa groups and genus Gloeobacter predominated over filamentous Cyanobacteria in the green lay
The purple layer was built primarily of anoxygenic phototrophic bacteria similar to cells of the genera
Chromatium and Thiocapsa. Absorption spectra revealed that chlorophyll a is the most abundant pigment
most of analyzed samples. Integrated values of chlorophyll a and bacteriochlorophyll a reached values of
to 230 and 144 mg m™ along all of the pigmented zone, respectively. Abundant non-photosynthetic
microorganisms were found in the mats, including unidentified cocci and bacilli. Sulphate reducing bacter
were present in all the sampled mats.

Key words: Chile, microbial mats, salt flats, desert, phototrophic bacteria.
INTRODUCCION

Los tapetes microbianos ("microbial mats™) han sido descritos como comunidades bentonicas estratificada
que se desarrollan en la interfase entre el agua y sustratos sélidos. Estos requieren de un basamento donde
establecerse, ya que se constituyen por la union de los microorganismos a las particulas salinas y de
sedimentos clasticos. La granulometria de los sedimentos es importante, dado que de esta depende el
drenaje, incluyendo la capacidad de retencion de agua y la aireacion.

Frecuentemente, los tapetes microbianos son estructuras laminadas. El tipo de laminacion esta controlada
factores como la luz, la temperatura, la salinidad, el oxigeno disuelto y la presencia de sulfuros. Estas
laminaciones tienen coloracion diferenciada como resultado del desarrollo de bacterias fotosintéticas que
contienen distintos pigmentos y, por lo tanto, distintos patrones de utilizacion de la luz disponible.

La presencia de estos tapetes esta restringida a ambientes extremos que incluyen ambientes marinos costel
y ambientes hipersalinos (Bauld 1984, Van Gemerden et al. 1989), vertientes termales (Castenholz 1984,
Jorgensen & Nelson 1988) y lagos alcalinos (Brock 1978). En el sector andino entre los 14y 27 S se
encuentran numerosos y variados depositos salinos entre los que destacan las cuencas endorreicas de los
lagos y los salares andinos. En el caso del sector chileno de la franja mencionada, los salares son muy
variados y se extienden en todo su territorio desde, practicamente, la zona litoral hasta la alta cordillera,
incluyendo cuerpos salinos fosilizados en la parte occidental, hasta otros en plena evolucion como sucede
la alta cordillera, con los correspondientes estados intermedios. Los salares se clasifican de acuerdo a su
ubicacion geografica, aunque esto implica también importantes diferencias entre ellos. Esta division incluy
de oeste a este, a los salares de la cordillera de la Costa, de la Depresion Central, de la Depresion Preandin
y a los salares y lagos andinos de la alta cordillera (Fig. 1) (Chong 1984).

El Salar de Llamara es uno de los depdsitos salinos que se clasifica entre los salares de la Depresion Centr
(Chong 1984). La historia geoldgica de la cuenca se inicia en el Terciario Superior y su desarrollo actual
corresponde a cuencas menores emplazadas sobre depositos salinos méas antiguos que incluyen una
evolucion lacustre. Estos ambientes han sido estudiados en tdpicos especificos (Zufiiga et al. 1999) como ¢
origen, geologia, hidrogeologia y aspectos geoquimicos (Chong 1984, Risacher & Fritz 1991a, 1991b),
caracteristicas paleobiologicas, limnologia, poblacion de invertebrados (Hurlbert et al. 1984, Alpers &




Whittemore 1990, Igarzabal 1991, Servant-Vildary & Mello 1993, Grosjean 1994, Lopez et al. 1999).
Aungue en estos sistemas se han realizado investigaciones sobre la diversidad de microorganismos
heterotrdficos (Zufiiga et al. 1991, Prado et al. 1993), no se tiene informacion sobre los microorganismos
fototroficos que los constituyen. Las bacterias fototréficas tanto oxigénicas como anoxigénicas juegan un
papel relevante por tratarse de microorganismos productores primarios. Son ademas los principales
colonizadores de los tapetes microbianos y, algunos de ellos, contribuyen activamente a dar estabilidad a |
sedimentos.

El objetivo de este trabajo es caracterizar las comunidades que forman los tapetes microbianos que se
encuentran en esta cuenca evaporitica por métodos microscopicos y espectrofotométricos e intentar discer
las variables que controlan la formacion y estructura de estas comunidades laminadas. Su estudio se incluy
en la investigacion orientada a la busqueda de microorganismos de importancia geomicrobiolégica y
biotecnoldgica, en el norte de Chile. Por otra parte, el conocimiento de la biodiversidad en estos fragiles
sistemas, sumara antecedentes para su proteccion, dada la intensa explotacion de los recursos hidricos en ¢
desierto de Atacama.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion de los sitios de muestreo

El Salar de Llamara esta ubicado en el desierto de Atacama, norte de Chile, a una altitud aproximada de 8(
m (Fig. 1). Sus coordenadas centrales son 2123' S, 6937' O. Su historia sedimentaria es compleja, y se inic
como minimo en el Mioceno Superior. Esta asociada a la formacidn de cuerpos lacustres que han
evolucionado a otros evaporiticos. Las comunidades bentdnicas de microorganismos estratificadas que se
describen en este trabajo, corresponden a un salar actual de esta cuenca.

Su superficie corresponde a una costra salina, seca, dura, de sulfatos y cloruros, de colores pardo-rojizos a
estar tefiida por sedimentos y blanca en los lugares donde esta saturada de agua. Esta puede, ocasionalmen
quedar inundada en forma parcial por cuerpos de agua efimeros que redisuelven y reprecipitan sales, comc
en los casos de grandes precipitaciones en la estacion estival producto del fendmeno meteoroldgico conoci
como “invierno altiplanico".

El nivel freatico es somero y la disolucion subsuperficial de sales genera estructuras de disolucién y colap:
Ilamadas "sinkholes™ conocidos localmente como "puquios”. Estas estructuras tienen forma circular, con
diametros de hasta 100 m, con lagunas de salmueras en sus partes mas bajas, producto de la surgencia de |
aguas subterraneas. La evaporacion continua reduce el tamafio de las lagunas formando en sus bordes una
aureola con costras blancas y saturadas en salmueras. El fondo de los puquios esta tapizado de cristales de
yeso. Estos cristales forman cuerpos circulares decimétricos que crecen sobre pequefias superficies
solevantadas.
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Fig. 1: Localizacion geografica del Salar de Llamara (mapa modificado a partir del presentado por Ldpez et al. 1999).
Geographic location of the Salar de Llamara (modified after Lopez et al. 1999).

Los tapetes se recolectaron en los Puquios de Huatacondo ubicados a unos 10 km al oeste de la Ruta 5 (Fi
2) y se numeraron de manera arbitraria. Se escogieron cinco puntos de muestreo, sobre la base de la
heterogeneidad del salar y las posibilidades de acceso. En el Puquio 2 o Central, el mayor, se recolectaron
tres muestras y una en cada uno de los otros puquios. El que se estudié con mas detalle fue el Sitio D (Fig.
que es donde se encontro el tapete mas estructurado. Las muestras se tomaron en invierno de 1999 (julio)
en verano de 1998 y 1999 (diciembre).

Se cortaron secciones de aproximadamente 300 cm?y 15 cm de profundidad, separando in situ las capas ¢
diferente pigmentacion. De cada una de las laminaciones separadas se tomaron diferentes alicuotas para la
determinacion de pigmentos y proteinas y la identificacion y recuento de microorganismos. Las muestras
para la identificacion de microorganismos mediante microscopia dptica se fijaron en formaldehido 4 %y «
glutaraldehido 2,5 % para la observacion con microscopio electrénico de barrido.

Las muestras destinadas a la caracterizacion mineraldgica de los sedimentos se recolectaron en testigos de
PVC de 5 cm de diametro y 20 cm de largo. Todo el material muestreado se transporto, refrigerado, al
laboratorio.
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PUQUIO 1

Fig. 2: Ubicacion de Puquios y sitios muestreados (mapa modificado a partir del presentado por Lopez et al. 1999).

Location of puquios and sampling stations (modified after Lopez et al. 1999).

Parametros fisicoquimicos

Se midieron in situ la temperatura, el pH, la conductividad y la salinidad de las salmueras que cubria los
tapetes microbianos muestreados. Todos los parametros que se informan se midieron entre las 9:30 y las
13:00 h. Cuando los tapetes no estaban cubiertos por agua, los parametros descritos fueron medidos, en el
laboratorio, en el agua intersticial extraida de estos. Se us6 un medidor de pH/concentracion Orion, model

290 A, para la determinacién de temperatura y pH. La conductividad y salinidad se midieron con un

conductivimetro Orion, modelo 115.

Microscopia

Las muestras frescas y muestras fijadas con formaldehido 4 %, de cada capa, se observaron con microscoy
de contraste de fases y con microscopio de epifluorescencia Leika DM/LS. Para la observacion mediante
microscopia electrénica de barrido se sigui6 el procedimiento descrito por Mir et al. (1991). La observacic

y toma de iméagenes se realizé utilizando un equipo JEOL JSM T-300.

Analisis de pigmentos y proteinas

Las muestras utilizadas para estos analisis se preservaron a 20 C hasta su procesamiento. Los espectros de
absorcidn se realizaron entre 200 y 900 nm en un espectrofotometro UV-visible, Perkin EImer Modelo
Lambda 20. Para el calculo simultaneo de clorofila a (Chl a), bacterioclorofila a (BChl a) y sus respectivas

feofitinas se siguio el método descrito por Stal et al. (1984).

La determinacién de proteinas se llevé a cabo usando el método de azul de Coomassie (Bradford 1976). Si

usaron para su determinacion los sedimentos remanentes de la extraccion con metanol.



Recuento de microorganismos viables

El recuento de bacterias reductoras de sulfato (SRB) en los sedimentos se realiz6 en placas segun el métoc
descrito por Battersby (1988) utilizando el medio Iverson (Iverson 1966). Para la determinacion cualitativ:
de la presencia/ausencia de SRB en los sedimentos se siguié a Holt & Krieg (1994).

Analisis mineralogico por difraccion de rayos X

Se cortaron secciones horizontales de los testigos, se elimino el agua contenida con la ayuda de papel de
filtro para evitar la precipitacion de NaCl en el proceso de secado, y luego se secaron en estufa. El procesc
de preparacién de las muestras se completd con la pulverizacion. El analisis mineraldgico de muestras de t
horizontes del Sitio D se realizd por difraccion de rayos X (DRX). Se utilizo un difractometro Siemens
modelo D5000 con monocromador secundario de grafito y detector de centelleo Nal (TI) utilizando
radiacion de CuKal. Por la observacién macroscépica y microscéopica de las muestras, se asumio que el
resto de los horizontes de cada sitio tenia una composicion mineraldgica similar.

Clasificacion de cianobacterias, diatomeas y
bacterias anoxigénicas

La clasificacion de cianobacterias fue realizada utilizando el Manual de Bergey (Castenholz 2001) y Ripk:
al. (1979). Se siguié a Round et al. (1990) para la asignacion genérica de las diatomeas. Para la
diferenciacion de las bacterias fototréficas anoxigénicas se utilizaron las caracteristicas sefialadas por el
Manual de Bergey (Holt et al. 1994).

RESULTADOS
Cambios visibles en el aspecto de los tapetes

En el presente estudio se observa que el nivel de agua que cubre los tapetes en los sitios muestreados fluct
considerablemente en las dos estaciones que se diferencian, invierno y verano. En el principio del verano
(diciembre) no hay agua sobre los tapetes, pero después de precipitaciones producidas durante el fendmen:
meteoroldgico conocido como invierno altiplanico (enero-marzo) u otros episodios aislados de
precipitaciones, el nivel de agua observado sobre los tapetes alcanza un espesor maximo de hasta 5 cm.

Caracteristicas fisicoquimicas

Los valores de los parametros fisicoquimicos recogidos en el campo y sobre las muestras de agua interstic
se resumen en la Tabla 1. La salinidad del agua intersticial y la que cubre los tapetes es mayor en el
comienzo del verano, alcanzando valores de hasta 33,4 % (Tabla 1). No se observan cambios significativo
de temperatura en invierno y verano. El pH de las salmueras es mayor en invierno que en verano y sus
valores oscilan entre 7,0 y 8,5.

Para una mejor caracterizacion de los sistemas en estudio, en la campafa de muestreo de diciembre de 19¢
se procedid, también, a la determinacién del contenido de sodio, potasio, calcio, magnesio, bicarbonato,
cloruro, sulfato y silicato de las salmueras del Puquio 2, cuyos resultados se muestran en la Tabla 2. Aden
la concentracion promedio de litio en las salmueras es de 0,83 mM, la de boro 6.32 mM vy la de arsénico
0,095mM.

TABLA1



Parametros fisicoquimicos medidos en el agua libre e intersticial

Physico-chemical parameters of free and interstitial waters

Sitio de Fecha  Espesor de la Temperatura ~ Salinidad  Conductividad |
muestreo columna © (%) (mS)
de agua sobre el
tapete
(cm)
Sitio A Jul 1999* 0,0 ND 12,60 184,0
Dic 1999* 0,0 ND 33,40 511,0 ‘
Sitio B Dic 1998 ND 23,0 ND 138,2 {
Jul 1999 3,5 22,0 3,29 40,4 {
Dic 1999* ND ND 21,80 188,7 T
Sitio D Dic 1998 ND 21,0 ND 185,7 ‘
Jul 1999 3,5 23,0 511 71,6 {
Dic 1999* 0,0 ND 20,90 176,4 T
Sitio E Jul 1999 5,0 16,4 0,10 2,0 {

(*) Agua intersticial
(ND) No determinado

Composicion mineralogica de los sedimentos

Los datos obtenidos del analisis de DRX muestran gque los sedimentos en contacto con las salmueras estan
compuestos principalmente por minerales salinos como yeso con trazas de thenardita y halita, ademas de
hornblenda y montmorillonita.

TABLA?2

Analisis quimicos de las salmueras en diferentes sitios del Puquio 2, realizados en diciembre de

1998. La localizacion de los sitios muestreados en esa ocasion se indican en la Fig. 2

Analysis of brines at different stations in Puquio 2 carried out in December 1998.
Location of sampling sites is shown in Fig. 2

Muestra pH  Temperatura Na' K* Ca®* Mg® HCOs CI' SO/  Sio.
(©) (mM)  (mM) (mM) (mM) (mMM) (mM) (mM) (MM

1 75 30 1516,3 29,9 25,0 79,4 3,2 1198,8 261,7 1,3

2 7,8 21 3109,6 56,3 26,2 125,5 4.4 2637,3 496,0 11

3 7,8 21 3254,1 57,0 18,5 112,7 3,6 2648,6  506,7 1,0



4 7,6 24 32614 54,0 27,9 122,6 3,6 26345 4717 0,9
5 7,9 20 4315 9,2 20,5 21,8 3,2 420,3 88,7 1,7
6 8,1 24 629,0 13,3 27,2 40,3 3,6 5246  116,6 1,7
7 8,2 21 472,4 9,5 25,5 25,1 3,6 380,8 89,5 1,7
8 8,0 23 926,5 37,6 21,0 79,4 4,0 1534,4 2941 1,4
9 7,8 22 3131,0 56,3 22,0 85,6 4,8 2674,0 502,9 0,9

Descripcién macroscopica

En esta seccion se describe el grosor y la distribucidn de las capas en los tapetes microbianos estudiados
(Tabla 3).

El espesor de los tapetes descritos oscila entre 8 y 30 mm, considerando las capas pigmentadas. Se observ:
diferencias en la distribucion de las capas en los tapetes de los Sitios A, B, Cy D. En el Sitio E no se obse
desarrollo de tapete microbiano. En el Sitio A se encuentran dos capas coloreadas, una capa naranjay otra
verde, que conforman un tapete de 5 mm de espesor. Algunas manchas color parpura aparecen debajo de |
capa verde en el trabajo realizado en invierno, pero no conforman una capa continua. El espesor del tapete
del Sitio B mide entre 28 y 30 mm y estad compuesto, de arriba hacia abajo, por una capa verde, una purpul
una blanquecina y, finalmente, una capa color verde claro (Fig. 3, I). El tapete del sitio C presenta una solz
capa de color verde de 5 mm de espesor (Fig. 3, 11). El tapete del Sitio D tiene un espesor entre 8 a 19 mm
Se encuentran en este Gltimo, desde la parte superior, una laminacion naranja, luego la capa verde y
finalmente la capa de color pdrpura. Todos los tapetes estan cubiertos en su superficie por una costra salin
de color blanco con un espesor variable entre 5y 10 mm. En los Sitios B y D pueden verse cristales de yes
en esta costra, mientras que en el Sitio A se encuentran también cristales de halita.

Debajo del tapete laminado los sedimentos, en general, son blanquecinos y estan compuestos por yeso. Sir
embargo, se observan cambios estacionales en los distintos sitios de muestra. Por ejemplo, en el Sitio A la
coloracion debajo del tapete, en invierno y verano, es parda debido a un mayor contenido de arcilla. A su
vez, el mismo horizonte estratigrafico en el Sitio B, en verano de 1998, era de color negro, aproximadame
a 40 mm de profundidad.
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Fig. 3: Secciones verticales de los tapetes microbianos de los Sitios By C.

Vertical sections through microbial mats at Stations B and C.

Descripcion microscopica

La observacion microscépica de la morfologia de las células que se encuentran en cada una de las capas d
los Sitios A, B, C, D y E, acompafiada de los datos obtenidos del analisis de los pigmentos correspondient
permite caracterizar los microorganismos que las componen (Tabla 3).

En todas las capas de los Sitios B, C y D se encuentran frastulas de diferentes especies de diatomeas. Las
diatomeas son los microorganismos méas abundantes en las laminaciones naranja, encontrandose en menor
proporcion en las laminaciones verdes (Fig. 4, 1 y 11).

Las cianobacterias filamentosas, Microcoleus sp. y Oscillatoria sp. (Fig. 4, IV, V y VII) son mas abundan
en las laminaciones verdes, mientras que las cianobacterias cocoides son méas abundantes en la capa naran|
Las diferencias en la composicion de la poblacion bacteriana en el Sitio A respecto de los Sitios By D, est
marcada por el predominio de cianobacterias cocoides (Fig. 4, V1 y VIII) en la laminacién verde y la
ausencia de diatomeas en la laminacion naranja. En las laminaciones purpuras los microorganismos
predominantes corresponden a bacilos de 6 um de largo y 2 um de diametro, autofluorescentes, mdviles, r
presentan vacuolas de gas y tienen forma de bacilos redondeados semejantes a células del género
Chromatium, aunque no se observan granulos de azufre en su interior. Sin embargo, si se distinguen granu
de azufre en el interior de este tipo de células, de 10 um de largo y de 3-5 um de didmetro, en tapetes en Ic
que la capa negra esta presente (Sitio B, diciembre de 1998 y Sitio 7 en marzo de 2000). Se observan,
también, en las capas purpuras abundantes microorganismos cocoides de 1,5 a 2 um de didmetro, inmdvile
frecuentemente en agregados de dos células, semejantes a bacterias del género Thiocapsa (Fig. 4, 111).




Ademas de los sefialados, se observan en todas las laminaciones de los tapetes abundantes microorganism
no fototrdficos, cocos y bacilos no identificados. Entre las poblaciones heterétrofas se han estudiado
especialmente las SRB por su importancia biogeoquimica en estos ecosistemas. El desarrollo de bacterias
reductoras de sulfato es positivo en todas las capas analizadas menos en la capa superior del Sitio A (Tabl:
3). La observacion microscopica de los cultivos enriquecidos en las experiencias para la determinacion
cualitativa de la presencia/ausencia de SRB, revela la existencia de tres morfologias diferentes, vibriones,
espirilos y bacilos. El promedio del recuento de SRB es de 2.2 x 10* CFU mI™ de sedimento en las diferen
capas del Sitio D en invierno, seleccionado por ser el sitio con el tapete méas estructurado.

TABLA 3

Descripcion macro y microscépica de las capas que conforman los tapetes microbianos

Descripcion

Sitio A
Costra salina
Capa naranja
Capa verde
Capa parda

Sitio B
Costra salina
Capa verde
Capa purpura
Capa blanca

Capa verde claro

Sitio C
Costra salina
Capa crema
Capa verde

Sitio D
Costra salina
Capa naranja
Capa verde

Macro and microscopic description of layers making up microbial mats

Puquio 1
Grosor (mm)  Microorganismos fototroficos mas abundantes SR
10 b -
3-5 CyS +
2-3 S,C,G,Gc,M,yO +
20-50 Bac, ccy S° +
Puquio 2
5-7 S +
5 M, O, S, A N, Nv, E, Dy bac +
8-10 bac, cc, M, O, An, S, escasas diatomeas +
5 b +
10 Dm? Dm, S, M, bac, cc +
5 b NL
18 b NL
5 O,Dm, AN, D, E, Nv NL
5 Dm, S, O, M, diatomeas +
3-6 A'N, D, EyNv; S, Dm, M, bac
3-9 M, O, S, P, Dm, An, bac, diatomeas como en capa

naranja



Capa purpura 2-3 bac, cc, M, O, An, S, diatomeas +

Puquio 3

Sitio E
Sedimentos superficiales 10 Dm, Gt, An, diatomeas. NL

(a) + presencia, - ausencia; (b) no se observan; (c) solo se observaron en diciembre de 1999; (d) julio 1999; (ND) no determinac
(C) Cianothece sp.; (S) Synechococcus sp.; (G) Gloeobacter sp.; (Gc) Gloeocapsa sp.; (bac) bacilos de 6 x 2 mm; (cc) células
cocoides de 1,5 a 2 mm; (M) Microcoleus sp.; (O) Oscillatoria sp.; (A) Amphora sp.; (N) Nitzschia sp.; (Nv) Navicula sp.; (E)
Entomoneis sp.; (D) Diatoma sp.; (An) Anabaena sp.; (Dm) Dermocarpa sp.; (P) Pleurocapsa sp.; (Gt) Gloeothece sp.



_‘:':;_fr"--___ == - e

Fig. 4: Microfotografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido que muestran las diatomeas y bacterias fototréficas
constituyen los tapetes microbianos de los Sitios A, By D: 1 y Il Amphora sp. y Entomoneis sp. (Sitio B); 11 bacterias del azuft
(Sitio B); IV Microcoleus sp. (Sitio D); V Anabaena sp. (Sitio D); VI Cianobacteria unicelular (Sitio D); VII Oscillatoria sp. (S
A); VIl grupo de cianobacterias unicelulares (Sitio A); las barras de escala son equivalentes a 1 mm para las imégenes I, 111 y \
a 10 mm para las restantes.

Scanning electron microphotographs showing diatoms and phototrophic bacteria which constitute microbial mats at Stations A,
and D: I and Il Amphora sp. and Entomoneis sp. (Station B); I11 sulphur bacteria (Station B); IV Microcoleus sp. (Station D); V
Anabaena sp. (Station D); VI unicellular Cyanobacteria (Station D); VII Oscillatoria sp. (Station A); VIII groupings of unicellt
Cyanobacteria (Station A); scale bar is equivalent to 1 mm for images I, 111 and V and 10 mm for images 11, IV, VI, VIl and VI

Anélisis de pigmentos y proteinas



En la_Fig. 5 se muestran los perfiles de la distribucién de pigmentos y proteinas de los sistemas analizados
Los espectros de absorcion revelan que la Chl a es el pigmento fotosintético méas abundante en la capa ver
en los tres sitios analizados. La BChl a, por otra parte, es el pigmento mas abundante en la capa de color
purpura en las muestras tomadas en invierno en el Sitio B. La relacion entre Chl ay BChl a es menor en la
capa purpura gque en las otras capas en las muestras del Sitio B tomadas en verano y en las muestras del Si
D. Los contenidos de Chl a y BChl a aumentan en invierno en todos los sitios analizados, indicando un
mayor desarrollo de los tapetes en la temporada con méas agua superficial.

El perfil de la concentracion de proteinas manifiesta un aumento en los milimetros superficiales de los
tapetes de los Sitios A 'y D muestreados en invierno (Fig. 5A y C), alcanzando un maximo entre los 6 y 20
mm y una disminucién a mayores profundidades. En el sitio B, en cambio, se observa un aumento del nive
de proteinas en la capa blanca ubicada debajo de la laminacion parpura del Sitio B muestreado en julio (Fi
5B). En los tapetes muestreados en verano, la concentracion de proteinas es en promedio un orden de
magnitud menor que en invierno y no se observan diferencias en el espesor del tapete.

La Fig. 6 resume el resultado de la integracion de los valores de Chl a y Bchl a en todo el grosor de la zon:
fototrdfica de cada uno de los sitios estudiados (A, B, C, Dy E).

En el Sector C ubicado en el margen sur del Puquio 2, el contenido de Chl a en la laminacion verde a una
profundidad de 23 mm, debajo de la costra salina, es de 1,21 mg g™ y la concentracion de proteinas de 0,0
mg g™. En el sector E, localizado en los margenes del Puquio 3, el contenido de Chl a en el sedimento neg
esde 5,15mg g™y la concentracion de proteinas de 0,26 mg g™.



L L

Fronciass (mg g 7

LT LT e L]

Profeunad (s g '}
(1] L1L] L) L ¥, (5]

LT T

Frokoinss (mg g ')
wis

wie

alE Al AW

[}

3
3 i
5L {2
3- é/’%‘\\ 1°
# h‘\\ .
5L v g
: g
° - £ 5 J - & = -
:
13
5
e -
L8 12
3,, =
S'_ .
Fowo 1.
| N
! - Tn
P, S |
- x ] = |
H]
et I
] s
3_ 1=
H i
s I°
/=‘ -H‘-u. 1"
sl L )
e 4 ] 4  ; | r

Fig. 5: Distribucion vertical de las concentraciones de pigmentos y proteinas de los tapetes estudiados en invierno, julio de 199



(A-C), y verano, diciembre de 1999 (S-F). Se muestran los perfiles del Sitio A (Ay D), Sitio B (By E) y Sitio D (Cy F). Las
barras de error representan el error estandar de las medias de dos determinaciones. En algunos casos las barras de error estan
incluidas en el dibujo del simbolo correspondiente.

Vertical distribution of pigment and protein concentrations in the studied mats in winter, July 1999 (A-C), and summer, Decem
1999 (D-F). Profiles from Station A (A and D), Station B (B and E) and Station D (C and F) are shown. Error bars represent
standard errors of the means of two determinations. Error bars are included in the symbols in some plots.
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Fig. 6: Valores integrados de Chl a y BChl a por unidad de area en cada uno de los sitios estudiados (A, B, C, Dy E).

Integrated values for Chl a and BChl a per unit area in the studied stations (A, B, C, D and E).
DISCUSION

Este trabajo constituye la primera descripcion de tapetes microbianos en Chile. Ademas de las comunidadk
encontradas en el Salar de Llamard, objeto del presente estudio, los autores han observado la presencia de
este tipo de ecosistemas en los salares de Atacama, Ascotan y Carcote, todos localizados en el norte de
Chile. Aunque Karsten (1996) ya menciond la existencia de comunidades multilaminadas en la Estacion
Marina Intermareal de Dichato, localizada en la zona sur del pais y realiz6 un estudio a partir de
cianobacterias aisladas de este, hasta este momento no se tenia informacién sobre la ubicacion de dichos
tapetes ni sobre los parametros bioticos y abio6ticos que condicionan su crecimiento.

Los resultados de los analisis fisicoquimicos revelan que el rango de pH de las salmueras y la disminucién
del mismo observada en verano concuerda con los resultados publicados por Garcés et al. (1998) que
clasifica las salmueras como neutras ya que su pH oscila entre 7 y 8,3 y muestran una tendencia descender
del pH a lo largo del proceso de evaporacion. Se observan, ademas, diferencias en la concentracion de
cloruro entre los puntos muestreados de hasta 2.290 mM (Tabla 2). Esta heterogeneidad ha sido puesta de
manifiesto, también, en publicaciones anteriores (LApez et al. 1999) y es posiblemente una de las causas d




las diferencias locales en los tapetes estudiados.

La distribucion de las capas pigmentadas en los tapetes del Salar de Llamara es similar a las descritas de
otros tapetes en habitats hipersalinos (Stolz & Margulis 1984, Giani et al. 1989).

Los tapetes observados en el Salar son heterogéneos. Por una parte falta la laminacion naranja en el tapete
del Sitio B, aunque se evidencia la presencia de diatomeas normalmente asociadas a laminaciones de este
color. La ausencia de la laminacién parpura en el Sitio A puede deberse a las condiciones de oxigenacion
sector, dado que este permanece sin agua en su superficie durante todo el tiempo observado. La presencia
una laminacidn con las caracteristicas propias de los fotétrofos oxigénicos debajo de una capa de fototrofao
anoxigénicos en el tapete del Sitio B puede corresponder a un tapete antiguo, fotosintéticamente no activo.
de acuerdo al nivel de pigmentos, sepultado por nuevos sedimentos. En algunos de los puntos de muestreo
observa escaso desarrollo tanto de la zona fototréfica como del horizonte negro, pudiendo incluso faltar es
ultimo. Sin embargo en los tapetes consolidados la capa fototréfica anoxigénica se encuentra bien
desarrollada debajo de las fototroficas oxigénicas. Las observaciones realizadas en las distintas épocas del
afio evidencian un mayor desarrollo de los tapetes de todos los sitios analizados en el invierno, cuando el
nivel de agua es mayor, evidenciado por el aumento en la concentracién y el contenido de pigmentos y en
niveles de proteinas. Otro de los cambios estacionales observados es la presencia (diciembre de 1998) o
ausencia (julio y diciembre de 1999) del horizonte negro debajo de las laminaciones coloreadas dependien
de las condiciones que permiten el desarrollo de ambientes microaerofilicos, y la estructuracion de una
comunidad fotosintética productora de materia orgénica. El Sitio B, que es el que presenta mayor desarroll
del tapete microbiano, es también el que permanece por mas tiempo inundado durante el afio, impidiendo |
difusion del oxigeno, lo que favorece el desarrollo de la comunidad anoxigénica. La reoxidacion del sulfur
de hidrégeno en las zonas oxigenadas podria ser responsable de la ausencia de la coloracion negra en los
sedimentos bajo los tapetes (Habicht & Canfield 1996). El sulfuro generado por la actividad de las SRB
podria ser reoxidado debajo de la costra probablemente por oxidacion quimica con el oxigeno que difunde
desde la superficie mas el producido en la capa verde, por el metabolismo quimiotréfico de bacterias
oxidadoras del azufre que se ha encontrado que son abundantes y por la fotosintesis anoxigénica de las
bacterias parpuras, en la capa purpura (Caumette et al. 1994).

Las observaciones con microscopio de contraste de fase, de epifluorescencia y electronico de barrido se
correlacionan bien con el andlisis de los pigmentos. En las capas verde y naranja de los sitios A, By D,
donde los microorganismos predominantes son cianobacterias y diatomeas, la Chl a constituye entre el 91
99 % del total de los pigmentos clorofilicos valorados (Chl a + BChl a). Por otra parte la BChl a presenta
maximo en las capas purpuras que se encuentran en los Sitios B y D, constituyendo el 61 y 44 %,
respectivamente, del total de clorofila. La observacién microscopica revela la presencia, en estas
laminaciones, de bacterias purpuras del azufre.

Si se consideran los valores integrados en todo el espesor del tapete, el Sitio B presenta el mayor contenidt
de los principales pigmentos fotosintéticos analizados (= Chl a + Bchl a), en el muestreo de invierno (350,
mg m™). EI 40,9 % de este total corresponde a BChl a. Esto sugiere una mayor contribucién de las bacteri:
fototrdficas anoxigénicas en la produccion primaria del tapete.

El descenso de la concentracion de proteinas con la profundidad observado en los tapetes muestreados en
invierno se asemeja a lo informado por Martinez-Alonso 1997, atribuido por la autora a los procesos de
mineralizacion. EI aumento de la concentracion de proteinas en la capa blanquecina del Sitio B respecto d
las capas coloreadas superiores, podria indicar la presencia de bacterias quimiolitotréficas no coloreadas.
Estas se localizan con frecuencia en una capa blanca ubicada entre la capa de bacterias fotosintéticas
oxigeénicas y la de bacterias anoxigénicas en la estrecha zona donde el oxigeno y el sulfuro coexisten. Se h
encontrado que estas bacterias son los constituyentes predominantes de los tapetes cercanos a las vertiente




termales en el fondo del mar (Belkin & Jannash 1985).

El grosor de los tapetes analizados en el presente trabajo es de 8 a 30 mm mientras que otros descritos
previamente por otros autores (Stal et al. 1984, Mir et al. 1991, Esteve et al. 1992, Caumette et al. 1994,
Teske et al. 1998) tienen entre 3,5y 13 mm de espesor. Esto se debe probablemente a las diferencias en la
granulometria y composicién de los sedimentos. La arena fina se caracteriza por aumentar el ascenso del
agua freatica por capilaridad (Hofmann 1942) y favorecer la penetracion de la luz roja e infrarroja (Hofma
1949, Kihl et al. 1994), mientras que la luz es rapidamente extinguida en arcillas limosas (Guerrero et al.
1994). Probablemente la penetracion de la radiacion infrarroja se ve también favorecida por los cristales d
yeso Y la halita. Se ha informado, ademas, que en horizontes donde las mediciones con microelectrodos he
demostrado condiciones con grandes fluctuaciones, los microorganismos no se concentran en finas bandas
sino en capas de varios milimetros de espesor (Van den Ende et al. 1996). La atenuacion de la luz visible,
segun determinaciones realizadas con microsondas de fibra dptica en tapetes bacterianos artificiales, es 10
veces mayor que la de la luz cercana al infrarrojo. Este hecho favorece la proliferacion de bacterias
fotosintéeticas anoxigénicas en zonas mas profundas del tapete bacteriano (Kihl & Fenchel 2000).

El predominio de las cianobacterias filamentosas de los géneros Microcoleus y Oscillatoria en las
laminaciones de color verde concuerda con lo informado acerca de los dominios de extension en funcion c
la salinidad de diferentes microorganismos fototréficos oxigénicos que constituyen los tapetes microbiano
de ambientes salinos e hipersalinos (Thomas 1984, de Wit & Caumette 1994). El predominio de
cianobacterias cocoides en la laminacion verde y la ausencia de diatomeas en la laminacion naranja
observados en el tapete de sitio A, por otra parte, puede deberse a la mayor salinidad de las salmueras con
consecuencia de la baja recarga de este sector del Salar. De acuerdo a las investigaciones realizadas
previamente (Thomas 1984, de Wit & Caumette 1994, Martinez-Alonso 1997), las cianobacterias cocoide:
son los principales componentes de tapetes en ambientes con salinidad elevada mientras que las diatomeas
encuentran en tapetes microbianos en ambientes donde la salinidad no sobrepasa el 10 %.

La presencia de granulos de azufre en los bacilos redondeados semejantes a células del genero Chromatiut
se observa solo en las laminaciones parpura de los tapetes en los que la presencia de sulfuro, evidente por
presencia del horizonte negro, permite la actividad oxidante (Holt et al. 1994b) y la acumulacion de azufre

Los géneros bacterianos Chromatium y Thiocapsa encontrados en estos sistemas son los mas cominmente
aislados de ambientes marinos e hipersalinos (Ollivier et al. 1994). Nuevas especies aisladas del género
Thiocapsa crecen en salinidades entre 4 y 20 % de NaCl, con un crecimiento 6ptimo entre 6 y 10 % de Na
(Ollivier et al. 1994). Estudios realizados tanto en ambientes naturales como en condiciones controladas d
laboratorio han puesto de manifiesto la versatilidad metabdlica de estas bacterias fototroficas (Herbert 198
De Wit & Van Gemerden 1990, Herbert & Welsh 1994), pudiendo incluso crecer en sedimentos expuesto:
aire por su tolerancia al oxigeno. Las notables fluctuaciones de los pardmetros fisicoquimicos a las que est
sometidas este tipo de comunidades multilaminadas favorecen la colonizacion por microorganismos con
elevada capacidad de adaptacion.

Los valores de los recuentos de SRB realizados en las diferentes capas del Sitio D en invierno son similare
los encontrados en invierno en Saline-de-Giraud (Caumette et al. 1994). Sin embargo, en Solar Lake los
niveles de SRB cultivables, determinados por el método del Nimero méas Probable, son tres érdenes de
magnitud superiores en las capas superficiales oxigenadas de los tapetes microbianos (Teske et al. 1998). ¢
ha detectado actividad bacteriana reductora de sulfato bajo condiciones aerdbicas en tapetes microbianos
(Frind & Cohen 1992). Probablemente los recuentos mas bajos de la poblacion de SRB se deben a una
menor disponibilidad de materia orgéanica por este grupo de microorganismos. Estudios anteriores revelan
dependencia de las SRB de la materia organica (Caumette et al. 1994).




Las concentraciones de pigmentos y proteinas de los tapetes microbianos estudiados aqui son bajas (Fig. 5
comparadas con los datos de tapetes bacterianos de ambientes marinos (Martinez-Alonso 1997). Los
mayores contenidos de Chl a se detectan en los sitios B (9,1 mg g*) y D (11,4 mg g™*) en invierno. Es en
estos sitios donde se observan también las maximas concentraciones de Bchl a (7,1y 3,6 mg g™,
respectivamente) en las laminaciones purpuras. Estas concentraciones de pigmentos son dos ordenes de
magnitud menores que los informados por Martinez-Alonso 1997. Si comparamos los valores integrados c
Chl ay BChl a en toda la zona pigmentada (Fig. 6), los contenidos en el Salar de Llamara son diez veces
menores que en los tapetes microbianos de la Peninsula de los Alfaques (Espafia) (Martinez-Alonso 1997)
los tapetes microbianos de Guerrero Negro, México (Palmisano et al. 1989).

Los tapetes estudiados se caracterizan por ser uno de los de mayor grosor descritos hasta el momento y po
presencia de microorganismos que predominan en ambientes de mayor salinidad. Las diferencias en las
concentraciones de pigmentos y proteinas comparado con tapetes microbianos de ambientes marinos se
deben probablemente a los parametros fisicoquimicos a los que estan sometidos los tapetes que aqui se
describen, tales como la elevada salinidad.

Actualmente se desarrollan investigaciones utilizando métodos de biologia molecular para el estudio de es
microbiota y su comparacion con las encontradas en otras cuencas evaporiticas del Norte de Chile. Esto
permitira establecer asociaciones entre la biodiversidad en cada comunidad microbiana multilaminada y Ic
parametros fisicoquimicos tales como la temperatura, la composicion de las salmueras y la accion
antropogeénica.
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