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“Everything is everywhere; but, the environment selects” 
Lourens Bass-Becking, 1934 

 

“La vida es una constante universal: si se dan las 
condiciones adecuadas, la vida aparece” 

Ricardo Amils, 2018 

 

“The Earth is not a closed system and microbes move about” 
John E. Hallsworth, 2014 
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Resumen 

El Salar de Uyuni es el mayor sistema atalasohalino del mundo con una superficie 

de 10,582 Km2 aproximadamente localizado a una altitud de 3,653 metros sobre el 

nivel del mar, en la depresión central del Altiplano boliviano. Se caracteriza por ser 

un ambiente con condiciones poliextremas debido a su elevada hipersalinidad, las 

fluctuaciones anuales de temperatura y precipitaciones, la elevada exposición a la 

radiación ultravioleta y baja presión a consecuencia de la altura, bajos valores de 

actividad del agua (0.413 – 0.856 aw) y la elevada concentración de sales caotrópicas 

como MgCl2, LiCl y NaBr. Las variaciones geográficas generan un gradiente de iones 

caotrópicos y cosmotrópicos que divide al Salar de Uyuni en el área no industrial 

(norte del salar), dominado por los iones Na+ y Cl- y el área industrial (sur del salar) 

donde la concentración de los cationes Mg2+, Li+, K+ y azufre son mayores que en el 

área no industrial. 

En este trabajo se han utilizado técnicas de ecología molecular independiente de 

cultivo (hibridación in situ fluorescente y secuenciación masiva de los genes 

ribosomales 16S y 18S ARNr) y el aislamiento de microorganismos para el estudio 

de la ecología en 46 muestras tomadas en las dos épocas y áreas geográficas del Salar 

de Uyuni. El número de microorganismos en el Salar de Uyuni es similar al detectado 

en otros ambientes hipersalinos. Se identificaron miembros de los tres dominios en 

las muestras del salar. A diferencia de lo que ocurre en la mayoría de los sistemas 

hipersalinos, la frecuencia de bacterias identificada fue superior a la de las arqueas. 

La comunidad bacteriana identificada resultó ser más heterogénea que la 

comunidad de arqueas, observándose variaciones geográficas en ambos dominios y 

estacionales para las arqueas. El Salar de Uyuni es un ambiente rico en especies pero 

la comunidad de procariotas está dominada por unas pocas especies. Salinibacter, 

Halonotius y Halorubrum fueron los géneros más abundantes en el Salar de Uyuni. 

También se detectaron un gran número de procariotas no descritos previamente. 

Este estudio ha determinado que la elevada concentración de cationes caotrópicos 

(Mg2+ y Li+) induce las diferencias geográficas en la diversidad. En cuanto a los 

eucariotas, se han identificado algas clorófitas y carófitas, miembros del supergrupo 

SAR y hongos. El género Dunaliella fue el más abundante de los identificados en el 

Salar de Uyuni. Se observó variaciones estacionales del número medio de eucariotas 
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identificados en el salar. Se obtuvieron un total de 235 aislados clasificados en 67 

especies de microorganismos descritos como halófilos o halotolerantes. El 

crecimiento de dos de estos aislados ha sido evaluado en presencia de mezclas de 

NaCl y LiCl a diferentes concentraciones. 

Además, se estudió la diversidad de procariotas en dos muestras del subsuelo 

obtenidas a 20 y 80 m de profundidad y se comparó con los datos de la superficie, 

generando por primera vez un registro evolutivo de un ecosistema hipersalino.



 

Summary 

Salar de Uyuni is the largest athalosaline environment on Earth with a surface 

area of approximately 10,582 Km2. It is located at an altitude of 3,653 metres above 

sea level, in the central depression of the Bolivian Altiplano. Salar de Uyuni is 

characterised as an environment with poly-extreme conditions given its 

hypersalinity, annual seasonal fluctuations in temperature and precipitation, high 

exposure to ultraviolet radiation and low pressure as a consequence of the altitude, 

desiccation conditions (0.413 – 0.856 aw) and the high concentration of chaotropic 

salts such as MgCl2, LiCl and NaBr. Geographical variations result in a gradient of 

chaotropic and kosmotropic ions which divides Salar de Uyuni into the non-

industrial area (north of the salar), dominated by Na+ and Cl- ions, and the industrial 

area (south of the salar) where the concentration of Mg2+, Li+, K+ and sulphur cations 

are higher compared to the non-industrial area. 

In this project, culture-independent molecular ecology techniques (fluorescence 

in situ hybridisation and massive sequencing of 16S and 18S rRNA) and the isolation 

of microorganisms were used to study the ecology in 46 samples taken from two 

different seasons and geographical areas of Salar de Uyuni. The number of 

microorganisms in Salar de Uyuni is similar to those found in other hypersaline 

environments. Members of all three domains of life were identified in the salar 

samples. Unlike in most hypersaline systems, the frequency of bacteria identified 

was higher than archaea. The bacterial community identified was more 

heterogeneous than the archaeal community, with geographical variations in both 

domains and seasonal variations for the archaea. Salar de Uyuni is a species-rich 

environment but the prokaryote community is dominated by a few species. 

Salinibacter, Halonotius and Halorubrum were the most abundant genera of 

prokaryotes in Salar de Uyuni. A high number of undescribed prokaryotes were also 

detected. This study has determined that high concentration of chaotropic cations 

(Mg2+ and Li+) induces geographical differences in diversity. Concerning eukaryotes, 

chlorophyte and charophyte algae, members of the SAR supergroup and fungi were 

identified. The genus Dunaliella was the most abundant of those identified in Salar 

de Uyuni. Seasonal variations were observed in the mean number of eukaryotes 

identified in the salar. A total of 235 isolates were obtained, classified into 67 species 



Resumen 

 

 

of microorganisms described as halophilic or halotolerant. The growth of two of 

these isolates has been evaluated in the presence of NaCl and LiCl mixtures at 

different concentrations. 

Furthermore, the diversity of prokaryotes in two subsurface samples collected at 

20 and 80 m depth was analysed and compared with surface data, generating for the 

first time an evolutionary record of a hypersaline ecosystem. 
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NHM … Medio neutral Haloarchaeal 
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PCA … Análisis de Componentes Principales 

PCR … Reacción en cadena de la polimerasa 
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qPCR … PCR cuantitativa 

SDS … Dodecilsulfato sódico 

SRB … Bacterias sulfatorreductoras 
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Actividad del agua …  medida termodinámica del agua disponible para los 

organismos en el ecosistema. Se calcula como el cocien-

te de la presión de vapor en un entorno en relación con 

el agua pura en condiciones idénticas (Lebre et al., 

2017) 

ASV … grupo de secuencias que se diferencian en al menos un 

nucleótido. Se utiliza para la clasificación taxonómica de 

las secuencias de los genes ribosomales obtenidas me-

diante secuenciación masiva (Callahan et al., 2017) 

Bioherm … un antiguo coral orgánico constituido por invertebrados 

marinos o algas calcáreas fósiles (Link, 1950) 

Caotropicidad  …  efecto entrópico de los solutos sobre las macromolécu-

las. Los iones y otras sustancias disueltas tienden a agre-

garse, dispersarse o perturbar estructuralmente las 

bicapas lipídicas y las proteínas u otras macromoléculas 

(Ball y Hallsworth, 2015) 

Cosmotropicidad  …  efecto entrópico de los solutos sobre las macromoléculas 

por el cual se favorece la formación de puentes de 

hidrógeno más fuertes que los que se forman entre las 

moléculas de agua (Ball y Hallsworth, 2015) 

Culturómica … método de cultivo que utiliza múltiples condiciones de 

cultivo, espectrometría de masas MALDi-TOF y secuen-

ciación del gen 16S ARNr para la identificación de espe-

cies de procariotas (Lagier et al., 2018)  

Diversidad alfa … diversidad media de especies en sitios o hábitats a escala 

local o intra-hábitat (Tuomisto, 2010) 

Diversidad beta … se define como la relación entre la diversidad regional y 

local de las especies. Es decir, la diversidad beta es la di-

ferencia de diversidad inter-hábitats (Tuomisto, 2010) 
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Índice de Jaccard … índice que indica la diversidad beta y se define como el 

tamaño de la intersección dividido por el tamaño de la 

unión de los conjuntos muestrales y mide el grado de 

similitud entre dos conjuntos muestrales (Real y Vargas, 

1996) 

Índice de Shannon … Es un índice de diversidad alfa que refleja el grado de 

indeterminación de adivinar a la especie que pertenece 

un individuo que se extrae de una comunidad de forma 

aleatoria. Se calcula en base al número de especies y el 

número de individuos de cada especie de una comuni-

dad. Los valores normales se encuentran entre 2 y 3, 

siendo hábitats muy diversos aquellos con valores por 

encima. Es un índice muy interesante para el estudio de 

la importancia de las especies minoritarias (Stiling, 

2012) 

Índice de Simpson … Es un índice de diversidad alfa que, a diferencia de los 

índices de riqueza, mide la dominancia de especies a 

partir de la probabilidad de que dos individuos, extraí-

dos independientemente y al azar de la comunidad, 

pertenecen a la misma especie. Si la comunidad está 

dominada por unas pocas especies (valores próximos a 

1) esta probabilidad será mayor y por tanto la diversidad 

menor (Stiling, 2012) 

Índice de Unifrac … métrica de diversidad beta de distancia utilizada para 

comparar comunidades biológicas que, a diferencia del 

índice de Bray-Curtis, incluye información sobre la 

distancia filogenética de los organismos observados en 

la comunidad. La variante cuantitativa (weighted) tiene 

en cuenta la abundancia de los organismos observados, 

mientras que la variante cualitativa (unweighted) sólo 

considera su presencia o ausencia (Lozupone et al., 

2011) 
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MLSA … método para la caracterización genotípica de un grupo 

muy diverso de procariotas, incluso a nivel de género, 

utilizando las secuencias de diferentes genes codificado-

res de proteínas (Gevers et al., 2005) 

OTU  …  grupo de secuencias que se diferencian por debajo del 

umbral de disimilitud normalmente fijado en el 3%. Se 

utiliza para clasificar taxonómicamente las secuencias 

de los genes ribosomales obtenidas mediante secuencia-

ción masiva (Callahan et al., 2017) 
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Capítulo 1 

1. Un mundo de sal. Ambientes hipersalinos 

Los ambientes hipersalinos se definen como sistemas que contienen más de 35 

g/L (3.5% w/v) de sal que caracteriza el agua de mar. No obstante, los geólogos 

consideran ambientes hipersalinos aquellos sistemas cuya salinidad es superior a 3 

g/L (Enache et al., 2017).  

Los ambientes hipersalinos se encuentran repartidos por todo el planeta (Oren, 

2002). Se incluyen ambientes naturales como lagos y otros sistemas hidrológicos 

salinos, suelos salinos, desiertos (de la Haba et al., 2011), domos salinos, minas de 

sal (Piñar et al., 2016) o cuencas anóxicas hipersalinas de aguas profundas en el 

Golfo de México, el Mar Mediterráneo y en el Mar Muerto (Barone et al., 2019); y 

entornos artificiales como alimentos salinos, cristalizadores y estanques salinos, 

exudados salinos de plantas y animales, pinturas, esculturas y muros (Oren, 2011b). 

Los entornos originados como resultado de la evaporación de los océanos se 

denominan sistemas talasohalinos. Su contenido químico es similar al del agua de 

mar y predomina el NaCl. Por el contrario, los ambientes atalasohalinos son aquellos 

cuya composición depende del sustrato rocoso y está dominada por sales de Mg, Li, 

Ca o Br en lugar de Na (Ventosa et al., 2015). 

1.1. Diversidad de los ambientes hipersalinos 

En los ambientes hipersalinos habitan numerosas variedades de microorganis-

mos que presentan una densidad comunitaria sumamente elevada. Se han encontra-

do microorganismos halófilos dentro de los tres dominios de la vida (Edbeib et al., 

2016) y virus (Martin-Cuadrado et al., 2019), existiendo muchos tipos metabólicos 

(Oren, 2010).  

De los veintiocho filos en los que se subdivide el dominio Bacteria, las especies 

validadas de halófilos moderados y extremos pertenecen sólo a ocho: Actinobac-

teria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes, Tene-

ricutes y Thermotogae (de la Haba et al., 2011).  

La mayoría de las arqueas que se encuentran en ambientes hipersalinos están 

asociadas a la clase Halobacteria, que recientemente se ha reorganizado en tres 

órdenes diferentes (Halobacteriales, Haloferacales y Natrialbales). Las arqueas 
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halófilas extremas son más raras en las otras clases del filo Euryarchaeota, pero 

también están representadas en las clases Methanomicrobia y Methanonatronar-

chaeia (Jebbar et al., 2020). 

Los procariotas son los organismos más abundantes en el Planeta. A pesar de ello, 

la mayoría de procariotas no han sido cultivados hasta la fecha, lo que se ha 

denominado como la “materia oscura microbiana”. Gracias al avance de las técnicas 

independientes de cultivo como la genómica de célula simple (en inglés Single-cell 

Genomics) ha permitido descubrir muchos microorganismos desconocidos 

(Wiegand et al., 2021) como el clado bacteriano Candidate Phyla Radiation (CPR), 

ahora denominado como filo Patescibacteria (Castelle y Banfield, 2018), y el super-

filo de arqueas DPANN (Casanueva et al., 2008; Dombrowski et al., 2020). Miembros 

de estos dos grupos de procariotas se han identificado en ambientes hipersalinos 

(Oren, 2011a). 

También se han identificado organismos eucariotas capaces de crecer en estos 

hábitats, desde algas como el género Dunaliella, hasta algunos macroorganismos, 

como el género Artemia, y hongos, que suelen ser levaduras negras y otros tipos 

melanizados. Recientemente se han descrito protozoos flagelados y ciliados en 

concentraciones de sal cercanas a la saturación (Oren, 2011a). 

Por último, se han detectado un gran número de virus en sistemas hipersalinos 

asociados a procariotas halófilos. Se detectaron diferentes estructuras virales, como 

virus con morfologías de cola-cabeza o esféricos, virus líticos y lisogénicos y virus 

ADNds, así como virus ADNss con membrana (Oren, 2011a). 

1.2. Microorganismos halófilos y halotolerantes 

Los microorganismos que son capaces de habitar en ambientes hipersalinos y, en 

consecuencia, requieren de la sal para su crecimiento se denominan halófilos (de la 

raíz griega hals, sal, y phil, amante o amigo de) (Madern et al., 2000). Además de la 

presión osmótica generada por el medio hipertónico en el que habitan, estos 

microorganismos deben hacer frente a otras características ambientales como los 

diferentes valores de pH, la baja disponibilidad de oxígeno, las fluctuaciones de 

temperatura o la presencia de compuestos tóxicos entre otros factores (de la Haba 

et al., 2011). 

La primera vez que se mencionó la presencia de vida en las salmueras rojas fue 

en el año 2700 a.C, en el Imperio Egipcio. En 1839, Darwin escribió las siguientes 
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palabras en su libro El viaje del Beagle: “One day I rode to a large salt lake, or Salina, 

which is distant fifteen miles from the town. During the winter it consists of a shallow 

lake of brine, which in summer is converted into a field of snow-white salt. […] Parts of 

the lake seen from a short distance appeared of a reddish colour, and this, perhaps, 

was owing to some infusorial animalcula…”. Sin embargo, no fue hasta 1914 cuando 

se publicó el primer artículo moderno que describía un microorganismo halófilo. En 

la década de 1930, hubo un gran interés por aislar microorganismos en diferentes 

entornos saturados de sal (Edbeib et al., 2016). 

En 1988, Kuhsner y Kamekura propusieron una clasificación de los microor-

ganismos en relación al crecimiento óptimo en diferentes concentraciones de NaCl, 

que se sigue utilizando hoy en día. Así, los halófilos extremos son microorganismos 

que crecen de forma óptima en medios con 15 – 30% w/v (2.5 – 5.2 M) NaCl, los 

halófilos moderados crecen de forma óptima en 3 – 15% w/v (0.5 – 2.5 M) NaCl, los 

halófilos leves son capaces de crecer de forma óptima entre el 1 y 3% w/v (0.2 – 0.5 

M) NaCl y, finalmente, los microorganismos no halófilos crecen mejor por debajo del 

1% w/v (0.2 M) NaCl. No obstante, algunos de los microorganismos no halófilos 

pueden tolerar altas concentraciones de NaCl, por lo que se les considera microor-

ganismos halotolerantes (de la Haba et al., 2011). 

Los microorganismos halófilos han desarrollado dos estrategias para preservar 

el equilibrio osmótico. La primera, conocida como salt-in, es la acumulación de iones 

inorgánicos en el interior del citoplasma (Figura 1.1) de los halófilos extremos 

(Edbeib et al., 2016). Aquellos microorganismos que utilizan esta estrategia no son 

capaces de desenvolverse en entornos de baja salinidad porque su maquinaria 

enzimática intracelular está adaptada a la presencia de elevadas concentraciones de 

sales inorgánicas. Sus proteínas se caracterizan por una elevada proporción de 

residuos de aminoácidos ácidos que les confiere una naturaleza ácida y una carga 

superficial negativa, un bajo contenido en lisina, un aumento de los residuos 

hidrofóbicos (i.e. glicina, valina, alanina), un menor contenido en residuos alifáticos 

y la hidratación de la superficie de la proteína proporcionada por los grupos 

carboxílicos presentes en los ácidos aspártico y glutámico. Todo ello contribuye a la 

estabilidad de estas enzimas en presencia de la sal. Además, la carga superficial 

negativa se considera importante para la solvatación de las proteínas halófilas y 
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para evitar su desnaturalización, agregación y precipitación (Madern et al., 2000; Jin 

et al., 2019). 

La segunda estrategia consiste en acumular solutos orgánicos compatibles, 

también conocidos como osmolitos (e.g. glicerol, betaína o trehalosa), eliminando la 

mayor cantidad posible de sales del citoplasma (Figura 1.1). Esta estrategia la 

emplean la mayoría de las bacterias halófilas y halotolerantes, las arqueas metanó-

genas, las algas y los hongos (Oren, 2011a). Aunque esta estrategia les permite estar 

adaptadas a un amplio rango de salinidad y las enzimas están protegidas de la 

desnaturalización en agua con baja salinidad, requiere un alto coste de energía 

porque tienen que producir los osmolitos de novo. Genéticamente, la producción de 

estos osmolitos está regulada en función de la concentración de sal, incluso en 

algunos microorganismos la halotolerancia está codificada en genes presentes en 

plásmidos (Edbeib et al., 2016). 

 

Figura 1.1. Estrategias de adaptación de los microorganismos halófilos en un entorno 

hipertónico. A la izquierda, los efectos de la presión osmótica sobre los microorganismos no 

halófilos, en el centro la estrategia de halófilos moderados que acumulan osmolitos en el 

citoplasma y a la derecha la estrategia de incorporación de sal utilizada por los halófilos 

extremos (modificado de Edbeib et al., 2016) 

También se han descrito otras estrategias en algunos microorganismos, como la 

formación de estructuras de resistencia (Oren, 2011b) o la migración basada en el 

gradiente de salinidad (halotaxia) descrita en cianobacterias (Kohls et al., 2010). 
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2. Estrés hídrico inducido. Un límite de la vida poco 

conocido 

2.1. Introducción al estrés a consecuencia de la falta de agua 

El agua es esencial para la vida ya que no solo es el medio en el que se producen 

los procesos metabólicos, teniendo un rol tanto en la interacción enzima-sustrato 

como en la estabilidad de las biomoléculas, sino que también es importante para 

preservar la estructura celular (Lebre et al., 2017). 

Cuando hay una mayor demanda de agua que la que hay biodisponible en el 

ecosistema, se produce lo que se conoce como estrés hídrico. Este tipo de estrés 

puede ser el resultado de la falta o el exceso de agua (Bhaganna et al., 2010) debido 

a diversos factores como la desecación, la concentración hipertónica en el medio, 

que implica la eliminación de agua de la célula (Lebre et al., 2017), la concentración 

hipotónica en el medio y el estrés matricial (Bhaganna et al., 2010), que es el 

resultado de las fuerzas de adsorción y la capilaridad sobre el agua retenida en los 

poros del suelo (Lu, 2008; Gülez et al., 2012). Además, el estrés hídrico da lugar a la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno intracelulares que pueden inducir el 

estrés oxidativo y, por consiguiente, promover la mutagénesis (Bhaganna et al., 

2010). 

Una alta concentración de sales reduce la disponibilidad termodinámica del agua 

(McCammick et al., 2010). El estrés hídrico inducido por la caotropicidad se define 

como el estrés inducido en un organismo por solutos caotrópicos o sustancias 

hidrofóbicas que desordenan las macromoléculas y/o interrumpen sus 

interacciones inter- e intramoleculares no covalentes por mecanismos mediados 

por el agua (Hallsworth et al., 2003; Bhaganna et al., 2010). 

Históricamente, se ha estudiado los efectos de la disponibilidad del agua para las 

células, con un especial interés en el estrés osmótico que afecta a la turgencia de la 

célula, repercutiendo en procesos esenciales como el transporte transmembrana, el 

crecimiento celular o la integridad de la membrana. Sin embargo, otros factores 

como la caotropicidad pueden afectar a la falta de agua biodisponible sin afectar a la 

turgencia celular (Hallsworth et al., 2003). 
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2.2. Agua disponible para la vida 

La actividad del agua (aw) o fracción molar del agua, es un concepto 

termodinámico que depende de la presión y la temperatura. Se define mediante la 

ley de Raoult (Fórmula 1.1) que establece que la presión parcial de vapor de cada 

uno de los componentes en una mezcla líquida ideal es igual a la presión de vapor 

del componente puro multiplicada por su fracción molar en esa mezcla (Lee et al., 

2018). La actividad del agua permite cuantificar el agua biodisponible para un 

organismo en el medio ambiente (Lebre et al., 2017). El valor más alto de actividad 

de agua es 1 y corresponde al agua pura, mientras que el valor 0 corresponde al caso 

en que no hay agua disponible (Gómez et al., 2020). 

 

Fórmula 1.1. Ley de Raoult, donde P es la presión de vapor de la solución; P0 es la presión de 

vapor del agua pura a la misma temperatura; n1 son los moles de agua y n2 son los moles de 

soluto (Grant, 2004) 

La determinación empírica de la actividad del agua en una muestra se realiza 

mediante un sensor electrónico que mide la humedad relativa de equilibrio (ERH) 

sobre la muestra, a una temperatura y presión determinadas, y el resultado se divide 

entre 100. Además, los equipos están equipados con un sensor de humedad resis-

tente a los compuestos volátiles, que incluye un filtro para evitar la interferencia de 

compuestos volátiles como el etanol o el glicerol (Hallsworth y Nomura, 1999). Los 

resultados de la actividad del agua se han expresado normalmente con uno o dos 

decimales. Sin embargo, se ha propuesto que los resultados de la actividad del agua 

se expresen con tres decimales para ser más precisos. Los instrumentos disponibles 

en el mercado para determinar la actividad del agua están asociados a un cierto 

grado de error, normalmente entre ± 0.010 y 0.020 unidades. Esto es especialmente 

importante, ya que estudios recientes sugieren que los microorganismos pueden ser 

sensibles a diferencias de < 0.010 unidades. Por lo tanto, se ha recomendado que los 

niveles de precisión de los instrumentos sean entre ± 0.020 y ± 0.001 unidades 

(Stevenson et al., 2015a).  

La falta de agua disponible en un entorno puede ser causada por la capilaridad y 

la unión a la superficie de la matriz (Grant, 2004) o por la concentración de solutos 

como sales y compuestos orgánicos que absorben agua (Grant, 2004; Gómez et al., 

𝑎𝑤  =  
𝑃

𝑃0
=

𝑛1

𝑛1 + 𝑛2
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2020). A priori, no hay razón para suponer que el estrés hídrico generado por ambas 

causas afecte a los organismos de forma diferente, pero en el caso de la capilaridad 

existen otros efectos asociados a la superficie que dificultan la cuantificación del 

agua disponible (Grant, 2004). Además, la actividad del agua está relacionada con 

factores como la temperatura, el pH, la caotropicidad y la fuerza iónica (Cray et al., 

2013; Lee et al., 2018). 

La mayoría de los solutos que pueden afectar a la célula reduciendo 

significativamente la actividad del agua extracelular no son capaces de penetrar en 

la membrana plasmática y, por tanto, también inducen un estrés hiperosmótico. La 

turgencia celular disminuye cuando la actividad del agua extracelular es inferior a 

la del citosol, por lo que las células suelen gastar energía para sintetizar, captar y 

retener solutos compatibles con el fin de lograr un equilibrio osmótico. Los 

productos químicos solubles, incluidos los caótropos (véase más adelante), reducen 

la actividad del agua (de Lima Alves et al., 2015). Aunque la mayoría de los 

microorganismos no pueden crecer por debajo de 0.900 aw (Stevenson et al., 2015b), 

se ha observado que hay microorganismos xerófilos/tolerantes y halófilos/toleran-

tes capaces de crecer por debajo de este valor (Stevenson et al., 2015a). La valencia 

ecológica de actividad del agua para la vida microbiana es de 1 a 0.585 unidades 

(Lee et al., 2018). 

2.3. Caotropicidad. Un caos termodinámico que afecta a la vida 

Los microorganismos están expuestos a una infinidad de compuestos presentes 

en la naturaleza que penetran en la membrana celular. Algunos de estos compuestos 

pueden utilizarlos como sustratos, otros pueden ejercer un efecto tóxico a través de 

la interacción en sitios específicos de las enzimas cuya consecuencia es la inhibición 

del metabolismo y otros pueden causar estrés a través de intrusiones fisicoquímicas 

en las estructuras macromoleculares y sus interacciones (McCammick et al., 2010). 

Las sustancias químicas tóxicas pueden clasificarse en aquellas que modifican las 

biomoléculas a nivel intramolecular, mientras que otras toxinas modifican la 

estructura macromolecular afectando a las fuerzas intermoleculares. En cuanto a 

este último tipo de toxinas, los caótropos son compuestos que desestabilizan la 

estructura secundaria y el plegamiento de las biomoléculas sustituyendo el agua en 

las capas de solvatación y eliminando los puentes de hidrógeno o penetrando en las 

regiones hidrofóbicas, provocando así la expansión o solubilización de estas 
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regiones (Lever, 2016). Los caótropos pueden afectar a cualquier tipo de 

macromolécula orgánica, pueden afectar a muchas estructuras dentro de la célula al 

mismo tiempo y reducir las interacciones no covalentes entre macromoléculas, 

sustratos, metabolitos y agentes externos. Muchos solutos caotrópicos atraviesan 

fácilmente la membrana plasmática y, por tanto, no inducen estrés osmótico (Cray 

et al., 2013). 

Los caótropos deben diferenciarse de los agentes que causan estrés hidrofóbico. 

Las sustancias hidrofóbicas se definen por presentar un coeficiente de partición (log 

Poctanol-agua) superior a 1.9, como el benceno o el tolueno, que se introducen en los 

dominios hidrofóbicos de las macromoléculas y, por tanto, inducen estrés a nivel 

molecular y celular (Bhaganna et al., 2010). Ahora bien, algunas sustancias hidrofó-

bicas como el fenol (log Poctanol-agua < 1.9) también pueden presentar efectos 

caotrópicos (Bhaganna et al., 2010; Cray et al., 2013). La serie de Hofmeister clasifica 

algunos solutos cuyos efectos comenzaron a relacionarse con la caotropicidad, pero 

que deben considerarse en términos de interacciones específicas de los iones con 

superficies hidrofílicas o hidrofóbicas (Ball y Hallsworth, 2015). 

A diferencia de los caótropos, los solutos cosmotrópicos son sustancias que 

favorecen los enlaces de hidrógeno entre las moléculas de agua con mayor fuerza 

que las propias moléculas de agua y, por tanto, incrementan la rigidez o estabilizan 

los sistemas macromoleculares y sus interacciones. Los cosmótropos promueven las 

interacciones dentro de las macromoléculas y entre ellas, y suelen denominarse 

creadores de estructuras. Suelen inducir el estrés osmótico en los sistemas celulares 

(Cray et al., 2013). 

Los conceptos de caotropicidad (rompedor de estructuras o creador de 

desorden) y cosmotropicidad (creador de estructuras o creador de orden) 

comenzaron a referirse al efecto desestabilizador o estabilizador, respectivamente, 

de algunos iones sobre las proteínas y las membranas. Sin embargo, Gurney publicó 

en 1953 su libro Ionic Processes in Solution en el que expuso que existen iones que 

pueden exhibir un efecto de creación o ruptura de la estructura del agua. Hamaguchi 

y Geiduschek discutieron por primera vez la idea refiriéndose a la estructura de las 

macromoléculas en 1962. Ellos se refirieron a los efectos de tipo Hofmeister de iones 

específicos en la agregación de biomoléculas. Estos efectos fueron descritos por 

Hofmeister en 1888 en experimentos para evaluar la mejora de la solubilidad 
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(“salting in”) y la agregación y precipitación (“salting out”) de las proteínas en 

soluciones iónicas. Estos efectos se basan en el cambio de entropía inducido por la 

adicción de iones en la capa de solvatación o por la reducción de los enlaces de 

hidrógeno de las moléculas de agua. Recientemente, existe un consenso para 

explicar los efectos Hofmeister en términos de interacciones directas entre los iones 

y los disolventes, más que en términos de ruptura o creación de estructuras. 

Retomando la cuestión de la definición original de caotropicidad en relación con la 

estructura de las macromoléculas, en 1980 se introdujo el concepto de cosmotropi-

cidad. Al mismo tiempo, Hamaguchi y Geiduschek discutieron sobre la idea de los 

efectos de los iones en las proteínas y otras macromoléculas como consecuencia 

simplemente de la competencia por el agua de hidratación (Ball y Hallsworth, 2015). 

Estudios recientes de Hallsworth y colaboradores proponen que la definición 

original de caotropicidad no debe verse alterada con respecto a los efectos de los 

solutos en las macromoléculas y no en el agua, definiendo así la propensión de los 

iones y otras sustancias disueltas a agregarse, dispersarse o perturbar estructural-

mente las biomoléculas, como las proteínas y la estructura de las bicapas lipídicas, 

entre otras. Así, los conceptos de caotropicidad y cosmotropicidad se refieren a la 

actividad de las sustancias en las estructuras e interacciones de las macromoléculas 

(Ball y Hallsworth, 2015). 

2.3.1. Determinación de la cao- y cosmotropicidad 

En los últimos años se ha medido la actividad caotrópica y cosmotrópica de 

múltiples compuestos químicos. En 1990, investigadores de la Universidad de 

Columbia midieron por primera vez la caotropicidad de algunas sales mediante el 

efecto de tensión superficial en agua (Breslow y Guo, 1990). 

Pero no es hasta 2003 cuando Hallsworth y colaboradores evaluaron el sentido 

biológico de la caotropicidad y la cosmotropicidad mediante un nuevo método 

basado en la medición de la variación de la temperatura del punto de gelificación del 

agar en una solución acuosa en presencia de agentes cao- y cosmotrópicos. Así, 

empezaron a cuantificar la actividad cao- y cosmotrópica con ensayos que determi-

naban los cambios inducidos por el soluto en las interacciones agua:macromolécula 

(Hallsworth et al., 2003). Más tarde se mejoró la precisión y reproducibilidad 

aplicando espectrofotometría UV-visible para determinar el punto de gelificación 

del agar. Así, se estableció una clasificación de compuestos desde caotrópicos a 
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cosmotrópicos (Tabla 1.1). Los valores de caotropicidad y cosmotropicidad se 

expresan en KJ·Kg-1·mol-1, con valores positivos para los compuestos caotrópicos y 

negativos para los cosmotrópicos (Cray et al., 2013). 

Tabla 1.1. Efectos cao- y cosmotrópicos de estresores, metabolitos y otras sustancias biológicas 

cuantificados mediante el punto de gelificación del agar (modificada de Cray et al., 2013) 

 Compuestos 
Masa 
molar 

Caotropicidad (+) o Cosmotropicidad (-) 
(KJ·Kg-1·mol añadido del soluto-1) 

S
u

st
a

n
ci

a
s 

h
id

ró
fo

b
a

s 1,2,3-trichlorobenceno (4.04)a 181.45 n/a 

n-hexano (3.50)a 86.18 n/a 

Tolueno (2.50)a 92.14 n/a 

Benceno (2.10)a 78.11 n/a 

S
o

lu
to

s 
ca

o
tr

ó
p

ic
o

s 

Fenol 94.11 +143.0 

Tween 20 227.54 +127.0 

HgCl2 271.52 +125.0 

FeCl3 162.20 +69.2 

MgCl2 95.23 +54.0 

Acetona 58.08 +37.0 

FeCl2 126.75 +33.3 

LiCl 42.40 +20.3 

Urea 60.06 +16.6 

NaBr 102.91 +12.8 

Glicerol 92.09 +6.34 

S
o

lu
to

s 
n

e
u

tr
o

s 

Metanol 32.04  +3.12 

Etilenglicol 62.07 +1.66 

Glucosa 180.16 +1.19 

Maltosa 360.32 -1.43 

S
o

lu
to

s 
co

sm
o

tr
ó

p
ic

o
s 

Sucrosa 342.30 -6.92 

NaCl 58.44 -11.0 

KCl 74.55 -11.3 

KH2PO4 136.09 -13.8 

Ectoína 142.16 -16.6 

Na2SO4 142.04 -50.5 

MgSO4 120.37 -64.5 

K2SO4 174.26 -67.8 

Li2SO4 109.94 -78.3 

Citrato de sodio 276.10 -97.6 

PEG 6000 6000 -659 

n/a: no aplica  a coeficiente de partición log Poctanol-agua de las sustancias hidrófobas 

2.3.2. Ecología y microbiología en condiciones caotrópicas 

La tolerancia de los microorganismos a los compuestos caotrópicos se ha 

estudiado en numerosas ocasiones. Se definió como caófilos aquellos microorga-
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nismos que presentan un crecimiento óptimo en condiciones de elevada 

caotropicidad (Hallsworth et al., 2007) y como caotolerantes a aquellos que son 

capaces de crecer bajo condiciones de caotropicidad, a pesar de que su crecimiento 

óptimo no se da en estas condiciones (Zajc et al., 2014). Los resultados obtenidos 

plantean un debate sobre si realmente existe una adaptación específica a la 

caotropicidad, ya que muchos de los microorganismos estudiados fueron tolerantes 

a algunas sales y a otras no (Lever, 2016).  

Algunos ambientes se han descrito como caotrópicos (Figura 1.2) entre ellos 

algunos ambientes naturales como lagos anóxicos hipersalinos de los fondos 

marinos (Siam et al., 2012; Yakimov et al., 2015; La Cono et al., 2019; Baricz et al., 

2020), minas de sal (Payler et al., 2019), ambientes ricos en azúcares (Lievens et al., 

2015) o ambientes artificiales como los biorreactores de producción de biocom-

bustibles (Cray et al., 2015). La caotropicidad de algunos de estos ambientes se pudo 

determinar a partir de muestras ambientales. Es el caso de la interfase de las 

salmueras de los lagos anóxicos hipersalinos Kryos y Hephaestus del fondo del Mar 

Mediterráneo, donde se detectó la presencia de vida procariota en estos ambientes 

ricos en magnesio (Yakimov et al., 2015; La Cono et al., 2019). Mediante la 

secuenciación masiva del gen ribosomal 16S ARNr y un análisis transcriptómico a lo 

largo de la interfase entre el agua del mar y la salmuera del lago Hephaestus se 

observó un límite en la detección de los genes ribosomales 16S ARNr y en la 

expresión de genes relacionados con diferentes actividades metabólicas como la 

amonificación, la metanotrofía y la sulfatorreducción, a consecuencia de los 

elevados valores de caotropicidad obtenidos (La Cono et al., 2019). Además, en las 

salmueras del lago L'Atlante, otro de los lagos anóxicos hipersalinos del fondo del 

Mar Mediterráneo ricos en Mg2+, se detectaron cuarenta filos de protistas 

(Alexander et al., 2009). 
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Figura 1.2. Salmueras que presentan múltiples condiciones extremas. (A) La salmuera de la 

cuenca del lago Discovery en la Dorsal Mediterránea, (B) El Mar Muerto, (C) La laguna de Don 

Juan, (D) El Salar de Uyuni, (E) Deep Lake, (F) El lago Gneiss, (G) Un cristalizador de sosa que 

se nutre de un lago salino moderado Tanatar-2, (H) Chimenea salina de la cuenca del Dallol, 

(I) Salmueras marcianas sintéticas, (J) El lago Atlantis II Deep, (K) La laguna amarilla de 

Peñahueca (Hallsworth, 2019) 

3. Técnicas de ecología molecular independientes de 

cultivo 

3.1. Hibridación in situ Fluorescente 

La hibridación in situ Fluorescente (FISH) es una de las técnicas moleculares más 

utilizadas para la caracterización de las comunidades microbianas en muestras 

ambientales. Su importancia reside en la combinación del marcaje de los ácidos 

nucleicos mediante sondas y la microscopía fluorescente, lo que permite localizar y 

cuantificar microorganismos, entre los que también se incluye aquellos que no han 

sido capaces de aislarse previamente mediante técnicas de cultivos (Amann y 

Moraru, 2012).  

A pesar de ello, la aplicación de FISH conlleva varios inconvenientes como su baja 

sensibilidad a consecuencia del bajo número de moléculas diana (Pernthaler y 

Pernthaler, 2007), la baja permeabilidad de la sonda y la baja eficacia de la 

hibridación de la sonda (Kubota, 2013). Para resolver los inconvenientes del FISH 

se han desarrollado múltiples variantes del protocolo. El Catalyzed Reporter 
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Deposition-FISH (CARD-FISH) es una de estas variaciones, que se basa en la reacción 

de una peroxidasa de rábano picante (HRP), en presencia de peróxido de hidrógeno, 

con una tiramida marcada con un fluoróforo, convirtiéndose en una tiramida radical 

intermedia (recuadro en la Figura 1.3). La tiramida radical es capaz de reaccionar 

con los compuestos aromáticos en las células, acumulándose una gran cantidad de 

tiramidas alrededor de la molécula de HRP (Figura 1.3) y emitiendo una mayor 

intensidad de fluorescencia (Kubota, 2013). 

 

Figura 1.3. Representación esquemática de FISH y CARD-FISH. El esquema del recuadro 

representa la inmovilización de la tiramida en la tirosina en el protocolo del CARD-FISH 

(modificado de Kubota, 2013) 

3.2. La era de las ómicas. Secuenciación masiva del gen ribosomal 

Los avances en el desarrollo de nuevas tecnologías de secuenciación masiva Next 

Generation Sequencing (NGS) y la metagenómica han permitido un mayor 

conocimiento de la ecología de los ambientes hipersalinos (Oren, 2015; Ventosa et 

al., 2015). La metagenómica plantea dos formas de estudios. En primer lugar, se 

puede estudiar la ecología de una muestra mediante la secuenciación masiva del 

ADN ambiental lo que permitiría conocer la composición de la comunidad 

microbiana, su potencial metabólico y obtener genomas completos de los 

microorganismos. Por otro lado, las tecnologías NGS permiten secuenciar genes 

marcadores como los genes ribosomales 16S y 18S ARNr, amplificados con pares de 

cebadores específicos, permitiendo caracterizar la comunidad de microorganismos 

del ecosistema estudiado (Cottier et al., 2018). 
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En la última década se han publicado un elevado número de estudios que utilizan 

la secuenciación masiva de genes marcadores amplificados mediante PCR. El análi-

sis de los datos generados mediante la secuenciación masiva se ha hecho 

habitualmente mediante la construcción de Unidades Taxonómicas Operacionales 

(OTUs) que se describen como un grupo de secuencias que difieren en menos de un 

umbral de disimilitud fijado normalmente en el 3%. Se definen dos tipos de OTUs: 

OTUs de novo y generación a partir de OTUs de referencia. Los OTUs de novo son 

generados a partir de la agrupación de las secuencias que son suficientemente 

similares entre sí. Los OTUs de novo son dependientes del conjunto de datos ya que 

se caracterizan en función de la abundancia relativa de la comunidad muestreada, la 

profundidad de secuenciación y el número de errores durante la secuenciación, por 

lo que no son comparables entre dos estudios diferentes. Por otro lado se puede 

abordar el estudio mediante la generación de OTUs de referencia, los cuales se 

definen y clasifican mediante la comparación de las secuencias obtenidas en el 

estudio con las secuencias de una base de datos de OTUs de referencia si son 

suficientemente similares (Callahan et al., 2017). 

Recientemente, se han desarrollado otra metodología denominada análisis de 

Variantes de Secuencias del Amplicón (ASV), que permite no depender de los 

umbrales de disimilitud arbitrarios necesarios para la generación de OTUs. El 

algoritmo que genera ASVs es un proceso de novo, a partir del cual las secuencias de 

la muestra se diferencian de los errores producidos en la amplificación o la 

secuenciación, basándose en la probabilidad de que las secuencias se observen en 

más ocasiones que las secuencias que contienen errores y, además, distinguen las 

variantes de secuencia que difieren en tan sólo un nucleótido. A diferencia de los 

OTUs, las ASVs representan la realidad de la diversidad de la muestra, lo que permite 

comparar los resultados entre diferentes estudios (Callahan et al., 2017). 

Para facilitar el proceso de análisis del microbioma a partir de los datos 

generados por las tecnologías NGS, se diseñó un pipeline llamado Quantitative 

insights into microbial ecology (Qiime). Este proceso analizaba la comunidad 

microbiana mediante la generación de OTUs (Caporaso et al., 2010b). Sin embargo, 

años después se desarrolló una segunda versión que incluyó el algoritmo Dada2 

para la generación de ASVs (Callahan et al., 2016; Nearing et al., 2018; Bolyen et al., 

2019).  
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4. Salar de Uyuni (Bolivia) 

El Salar de Uyuni es una cuenca endorreica (Figura 1.4) situada a una altitud de 

3,653 metros sobre el nivel del mar, en la región suroccidental de Potosí, Bolivia 

(20⁰S 68⁰W) en la depresión central del Altiplano boliviano (Risacher y Fritz, 2000). 

Esta cuenca de drenaje está considerada como el salar más grande del mundo con 

una superficie de 10,582 Km2 aproximadamente (Figura 1.6 C; Sanchez‐Lopez, 

2019), sumamente plana (Borsa et al., 2008) y más de 120 m de espesor (Warren, 

2010). 

 

Figura 1.4. Imagen panorámica del Salar de Uyuni tomada durante el muestreo de este estudio 

(©Nuria Rodríguez) 

4.1. Climatología 

El Salar de Uyuni se caracteriza por un clima árido o semiárido (Svendsen, 2003). 

De acuerdo con la clasificación de Köppen, el clima del Salar de Uyuni se define como 

clima frío árido y seco BWk (Warren, 2010). 

Su clima se caracteriza por una precipitación media anual inferior a los 200 mm, 

concentrada a lo largo del verano austral (Figura 1.5), de diciembre a marzo 

(Donselaar et al., 2013). Durante la temporada de lluvias, el salar está cubierto por 

una salmuera de aproximadamente 10 a 50 cm, convirtiendo al Salar de Uyuni en un 

lago. Durante el transcurso de la estación seca, esta salmuera desaparece de la 

superficie, resultando en una costra de halita de unos 10 m de espesor. Esta costra 

de sal es muy porosa y está ocupada por un gran volumen de salmuera (Svendsen, 

2003). Presenta una tasa de evaporación media superior a 1,500 mm/año (Argollo 

y Mourguiart, 2000). 

El Salar de Uyuni presenta una temperatura media anual de 10°C (Figura 1.5), con 

una amplia amplitud térmica anual entre el verano austral, en el que se pueden 
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alcanzar los 25°C durante el día, y el invierno austral, en el que se registran 

temperaturas negativas, llegando a los -20°C por la noche por lo que es uno de los 

lugares más fríos de Bolivia (Fornari et al., 2001).  

 

Figura 1.5. Climograma (tomado de Climate-data.org). La precipitación media se representa 

con barras azules. La temperatura media se muestra mediante la línea roja. 

Durante el verano austral, el Altiplano recibe vientos del este que, junto con las 

altas temperaturas de esta época, explican las incursiones de masas de aire húmedo 

procedentes de la cuenca amazónica, causantes de las precipitaciones en estos 

meses. Por otro lado, la Zona de Convergencia Intertropical (ZCIT) se desplaza hacia 

el norte del continente sudamericano, por lo que los cambios en los vientos del oeste 

sólo permiten la penetración esporádica de las masas de aire húmedo amazónico. 

Esto provoca precipitaciones ocasionales de baja intensidad y algunas nevadas. 

Además, la orografía se extiende por encima de los 6,000 m en la Cordillera Oriental 

y la orientación de algunos valles da lugar al efecto Föhn, que provoca un aumento 

de la temperatura y de las masas de aire seco en el lado opuesto (Argollo y 

Mourguiart, 2000). 

4.2. Geología e hidrogeología moderna del Altiplano boliviano 

El Altiplano boliviano es una meseta de 200,000 Km2 que está delimitada por la 

Cordillera Oriental y Occidental de los Andes (Figura 1.6 A). Geológicamente, los 

materiales sedimentarios paleozoicos y los plutones graníticos caracterizan la 

Cordillera Oriental. El basamento del Altiplano también está compuesto por 
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formaciones paleozoicas cubiertas por estratos sedimentarios cretácicos y 

terciarios (areniscas, arcillas, fangos, pizarras y evaporitas). Mientras que los 

materiales volcánicos componen mayoritariamente la Cordillera Occidental, al igual 

que el Altiplano Occidental y Meridional, donde hubo una intensa actividad 

volcánica durante el Plio-Cuaternario (Risacher y Fritz, 1991). 

En la actualidad, el Altiplano boliviano puede dividirse en tres cuencas hidrográficas. 

La cuenca norte comprende el Lago Titicaca, la mayor cuenca hidrográfica del 

Altiplano con 8,300 Km2 y una profundidad de 250 m (Donselaar et al., 2013), 

localizado a 3,806 metros sobre el nivel del mar (Figura 1.6 B,D). Recibe agua de la 

Cordillera Occidental al norte y al este del lago, mientras que al sureste, el lago 

aporta agua al Río Desaguadero, que fluye 383 Km al sur hacia el Lago Poopó (Figura 

1.6 B,D) donde aporta grandes masas de agua y sedimentos, principalmente durante 

la época húmeda (Risacher y Fritz, 2000). El Lago Poopó está situado en la cuenca 

central del Altiplano a una altitud de unos 120 m por debajo del Lago Titicaca 

(Figura 1.6 B,D). Es un lago poco profundo con un contenido de sólidos disueltos 

totales 30 veces superior al del Lago Titicaca, debido a la pérdida de agua como 

consecuencia de la evapotranspiración. Al suroeste del Lago Poopó se encuentra la 

tercera cuenca donde se ubica el Salar de Coipasa, que recibe agua y sedimentos del 

norte y del oeste, especialmente en el transcurso de la temporada de lluvias, aunque 

no hay conexión hídrica con el Lago Poopó (Argollo y Mourguiart, 2000). El Salar de 

Coipasa es una cuenca salina con una superficie de 2,500 Km2 localizado a 3,656 

metros sobre el nivel del mar (Figura 1.6 B,D; Risacher y Fritz, 1991). Al sur se 

encuentra el Salar de Uyuni. Aunque no hay una conexión evidente entre ambos 

salares, parece que el intercambio de agua se produce en la superficie durante la 

temporada de lluvias, así como a través de una posible conexión subsuperficial. La 

única afluencia constante de agua en el Salar de Uyuni es el Río Grande de Lípez, que 

desemboca en el sur del salar. El delta de Río Grande tiene una extensión de 300 Km2 

que se intersecta con la corteza salina del Salar de Uyuni (Figura 1.6 B,D; Orris, 

1995). 
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Figura 1.6. (A) Mapa del altiplano boliviano (Svendsen, 2003). (B) Imagen de satélite del 

altiplano (Sieland, 2014). (C) Mapa del Salar de Uyuni (Svendsen, 2003). (D) Nivel de los 

paleolagos en una sección NS (Sieland, 2014) 
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4.3. Geología del Salar de Uyuni. Composición química de sus 

salmueras 

La geología del Salar de Uyuni fue caracterizada por un estudio de perforación 

realizado hasta los 121 m de profundidad durante la época seca de 1986 en la Isla 

Incahuasi. La investigación estratigráfica dio como resultado 12 capas de sal 

separadas por 11 capas de sedimentos (Figura 1.7). Se cree que la profundidad es 

mucho mayor que 121 m (Figura 1.6 D). Mientras que la mineralogía de los estratos 

salinos se componía principalmente de halita con pequeñas cantidades de yeso, los 

estratos de sedimentos se caracterizaron en su mayoría por contener carbonato 

cálcico (aragonita o calcita), yeso, materiales detríticos volcánicos y escasos 

minerales de arcilla. Se detectaron restos de excrementos de Artemia en los estratos 

L1 a L9, así como cenizas volcánicas y biotitas en L5. La porosidad de los estratos de 

sal fue del 15 al 30%, mientras que la porosidad de los estratos de sedimentos fue 

superior (30 – 50%) (Fornari et al., 2001). La alternancia de estas capas muestra la 

variación del contenido de agua en el Salar de Uyuni en diferentes etapas 

caracterizadas por la desecación y la evaporación, seguidas de antiguos lagos con 

una abundante formación de bioherms carbonatados de algas (Svendsen, 2003). 

 

Figura 1.7. Unidades estratigráficas y contenidos minerales semicuantitativos del Salar de 

Uyuni (Fornari et al., 2001) 
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Los poros de los estratos están llenos de la salmuera intersticial. La salmuera del 

Salar de Uyuni está compuesta principalmente por sodio y cloro con un alto 

contenido de litio, magnesio, potasio y boro. La alta concentración de Li+ y B3+ en la 

salmuera se debe a la alteración de las rocas volcánicas cercanas. La concentración 

de cada ion no es homogénea en todo el Salar de Uyuni, sino que existen gradientes, 

con la mayor concentración de Mg2+, Li+ y B3+ en la zona sur, cerca del delta de Río 

Grande que arrastra material volcánico desde las montañas (Risacher y Fritz, 1991, 

2000). La salmuera de la superficie se evapora durante la época seca y permanece 

entre 5 y 20 cm bajo la superficie (Figura 1.8), dejando al descubierto una costra de 

sal de unos 11 m de espesor (Warren, 2010). Por su parte, esta costra salina se 

disuelve parcialmente en la época de lluvias dando lugar al lago mencionado 

anteriormente (Balderrama, 2012). 

 

Figura 1.8. Estructura de la costra de sal del Salar de Uyuni (Balderrama, 2012) 

4.4. Vegetación y fauna del Salar de Uyuni 

En cuanto a la vegetación, el Salar de Uyuni presenta islas en medio del salar 

donde habitan las cactáceas. Los alrededores del Salar de Uyuni se caracterizan por 

una vegetación esteparia y algunas zonas de material rocoso en la superficie donde 

habita el gato montés andino. Además, cerca de las depresiones de Río Grande hay 

una zona de cría de flamencos, otras aves y camélidos. Por ello, el Salar de Uyuni está 

considerado como uno de los 34 puntos calientes de biodiversidad de la Tierra 

(Sanchez‐Lopez, 2019). 
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4.5. Contexto socioeconómico. Importancia industrial del Salar de 

Uyuni 

Económicamente, los pueblos cercanos al Salar de Uyuni, que comprenden 329 

comunidades de las etnias quechua y aymara, realizan el cultivo de quínoa, la 

producción artesanal de sal y el turismo, que representa la actividad con mayor 

beneficio en la región. Además, el Salar de Uyuni es un gran reservorio de recursos 

naturales como el potasio o la uxalita, que se utiliza como abono agrícola o para la 

fabricación de cerámica, vidrio y fundición de metales. La actividad minera se ha 

llevado a cabo, principalmente, en la zona cercana al delta del Río Grande por ser la 

zona de mayor concentración de estos recursos. Además, el Salar de Uyuni forma 

parte del famoso Triángulo del Litio (Figura 1.9 A) formado principalmente por el 

Salar de Uyuni, el Salar de Atacama (Chile) y el Salar del Hombre Muerto (Argentina). 

De hecho, el Salar de Uyuni está considerado como el mayor yacimiento de litio del 

mundo (Sanchez‐Lopez, 2019). El litio es esencial para las nuevas tecnologías y las 

baterías de los coches eléctricos, entre otras aplicaciones, y es uno de los elementos 

más escasos de la Tierra (Scrosati y Garche, 2010). Por esta razón, se construyó una 

planta piloto de extracción de litio al sur del Salar de Uyuni (Figura 1.9 B) y se está 

evaluando su explotación (Sanchez‐Lopez, 2019) dado que se estima que será el 

recurso en el que se basará la economía del futuro una vez que se dejen de utilizar 

los recursos fósiles (Wanger, 2011). 

En la planta piloto del Salar de Uyuni se procesa el carbonato de litio de las 

salmueras (Figura 1.9 B). El ratio Mg/Li es tres veces mayor que en el Salar de 

Atacama, lo que hace que el procesamiento para extraer el litio de la salmuera sea 

mucho más difícil. Este problema es similar al que se da en el Salar de Rincón (Figura 

1.9 A), donde la salmuera debe de ser pretratada con hidróxido de calcio para 

reducir el contenido de magnesio antes de la evaporación (Warren, 2010). 
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Figura 1.9. (A) Triángulo del litio. (B) Imagen de satélite de la planta piloto de extracción del 

litio y las piscinas de evaporación en el Salar de Uyuni (Sanchez‐Lopez, 2019) 

5. Objetivos 

El trabajo desarrollado en esta tesis pretende caracterizar la ecología microbiana 

del Salar de Uyuni e intentar conocer los efectos de las sales caotrópicas sobre la 

diversidad y los sistemas celulares. Para lograr tales propósitos, esta tesis se ha 

centrado en alcanzar los siguientes objetivos: 

 Caracterización ambiental del Salar de Uyuni 

 Determinación de organismos viables y su distribución entre los tres 

dominios de la vida en el Salar de Uyuni 

 Estudio y caracterización de la diversidad en el Salar de Uyuni mediante 

tecnología NGS y su análisis bioinformático  

 Aislamiento de microorganismos halófilos y halotolerantes de varias 

muestras del Salar de Uyuni 

 Determinación de la actividad del agua y la cao- o cosmotropicidad en 

muestras ambientales del Salar de Uyuni 

 Análisis de los efectos sobre la diversidad a partir de las condiciones 

caotrópicas en el Salar de Uyuni 

 Análisis de los efectos sobre el crecimiento celular de las condiciones 

caotrópicas de las cepas aisladas del Salar de Uyuni 

A B



 

 
 

 

Capítulo 2 

Materiales y métodos



 

27 

Capítulo 2 

1. Muestreo 

Las muestras utilizadas en este estudio provienen de dos muestreos realizados 

en el Salar de Uyuni (Figura 2.1).  

El primer muestreo tuvo lugar durante el mes de julio de 2013, en la época seca 

y fría (invierno austral). Se recogieron un total de 30 muestras: 15 muestras de la 

zona donde se extrae el litio (área industrial), en el sur del Salar de Uyuni, y 15 

muestras de la zona donde no se desarrolla la minería (área no industrial). Como 

control externo al sistema, se tomó una muestra de Río Grande. Además, durante 

este muestreo se tomaron dos muestras a 20 y 80 metros de profundidad a partir de 

una perforación geológica realizada en el área industrial. 

El segundo muestreo se realizó durante febrero de 2014, en el transcurso de la 

época húmeda y cálida (verano austral). Se tomaron trece muestras del área 

industrial, nueve del área no industrial y una de Río Grande, correspondientes a los 

mismos lugares de muestreo de la estación seca-fría. Algunos puntos de muestreo 

del Salar de Uyuni no fueron accesibles debido a las inundaciones de la época 

húmeda-cálida. 

 

Figura 2.1. Localización de los puntos de muestreo en el Salar de Uyuni. En verde se indican las 

muestras del área no industrial, en rojo las del área industrial y en azul la muestra de agua de 

Río Grande 
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En ambos muestreos del Salar de Uyuni, se tomaron dos tipos de muestras: 

muestras líquidas, entre las que se incluyen salmueras y agua, y muestras sólidas, 

formadas por sedimentos y sal (Tabla S3.1).  

2. Análisis físico-químico y de la composición química  

2.1. Parámetros físico-químicos 

Los parámetros fisicoquímicos como la temperatura, la conductividad, el pH, el 

potencial redox y el oxígeno disuelto se midieron in situ en las salmueras del Salar 

de Uyuni y en el agua de Río Grande utilizando una sonda multiparamétrica YSI-

5556-MPS (Xylem). La salinidad se midió con un refractómetro óptico (Sper 

Scientific) en el laboratorio. 

2.2. Composición química elemental 

El análisis elemental se llevó a cabo en el Servicio Interdepartamental de 

Investigación (SIdI) de la Universidad Autónoma de Madrid tanto en muestras 

líquidas (10 mL de salmueras y agua) como en muestras sólidas (0.5 g de sales y 

sedimentos diluidos en 10 mL de agua milliQ). El contenido en Na+, Mg2+ y Li+ se 

cuantificó aplicando la espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS) con el instrumento ELAN-60000 PESciex (PerkingElmer 

instruments), mientras que el contenido en Cl-, K+, Ca2+ y S se determinó mediante 

la fluorescencia de rayos X por reflexión total (TXRF) con el instrumento S2 PicoFox 

(Bruker). 

2.3. Composición mineral 

La composición mineral de los sedimentos y las sales se analizó mediante 

difracción de rayos X (XRD) utilizando el instrumento Seifter 3003 TT (GE sensing 

& Inspection Technologies GmgH) con radiación Cu Kα (λ = 1.542 Å). El generador 

de rayos X se ajustó a una tensión de aceleración de 40 kV y una emisión de filamento 

de 40 mA. Las muestras se escanearon entre 5° (2θ) y 70° (2θ) utilizando un tamaño 

de paso de 0.05° (2θ) y un tiempo de recuento de 2 s. Los datos se recogieron con 

SCANX y se visualizaron con Analyze (GE sensing & Inspection Technologies GmgH). 

Las muestras se pulverizaron y el polvo se empaquetó en un portamuestras de 

aluminio estándar. Las muestras se midieron de la misma manera que las muestras 

de calibración. El análisis fue realizado por el laboratorio de Geología Planetaria del 

Centro de Astrobiología (INTA-CSIC). 
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3. Hibridación in situ fluorescente 

3.1. Fijación de las muestras 

Las muestras (1 mL de salmueras o agua o 1 g de sal o sedimento) se fijaron in 

situ con formaldehído a una concentración final de 4% (v/v) durante un mínimo de 

2h. La reacción de fijación se detuvo con el tampón fosfato salino (PBS: 8.0 g/L NaCl, 

0.2 g/L KCl, 1.44 g/L Na2HPO4, 0.24 g/L KH2PO4) y las muestras se almacenaron a 

4°C hasta su posterior procesamiento (Pernthaler y Pernthaler, 2007). Las muestras 

fijadas se filtraron a través de membranas de policarbonato negro (tamaño de poro 

de 0.2 µm; Millipore, USA) seguido de un lavado con PBS y agua milliQ estériles 

(filtrados por 0.22 µm y autoclavados). El volumen óptimo de filtrado se evaluó 

visualmente mediante la tinción de microorganismos con DAPI y microscopía de 

fluorescencia. 

3.2. FISH 

Los experimentos de FISH se realizaron en los filtros como se describe en 

Glöckner et al., 1996. La hibridación se realizó con 1 µL de sonda Narc1214 marcada 

con Cy3 (Biomers) en 8 µL de tampón de hibridación (360 µL NaCl 5M, 40 µL Tris 

HCl 1M pH 8, 30% de formamida para esta sonda como se indica en la Tabla 2.1, 2 

µL SDS 10% en 2 mL de agua milliQ) a 46°C durante 2h. El lavado se realizó en el 

tampón de lavado (1 mL Tris HCl 1M pH 8, 500 µL EDTA 0.5M pH 8, 112 mM NaCl 

para la sonda Narc1214 como se indica en la Tabla 2.1, 50 µL SDS 10%) durante 15 

minutos a 48°C (Moraru et al., 2010). 

Por último, las secciones de los filtros se tiñeron con DAPI (Thermo-Fisher) y se 

montaron en un portaobjetos con Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

EE.UU.): Citifluor (Citifluor, London, United Kingdom) (1:4) que sirve para disminuir 

la velocidad de desvanecimiento de la fluorescencia de las preparaciones. 

1.1. CARD-FISH 

El CARD-FISH se realizó en los filtros como se describe en (Pernthaler y 

Pernthaler, 2007) con las siguientes modificaciones. Después de la filtración, las 

muestras se inmovilizaron en agarosa estéril al 0.2% (w/v) para evitar el 

desprendimiento de las células. El protocolo de permeabilización de la pared celular 

varió dependiendo de la sonda a utilizar. Para detectar la mayoría de las bacterias, 

tanto Gram-positivas como Gram-negativas, se realizó una permeabilización con 
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lisozima (10 mg/mL en 10 mL de 100 mM Tris HCl pH 8 y 50 mM EDTA pH 8; 

incubación a 37°C durante 60 min) y acromopéptidasa (60 U/mL en 10 mL of 100 

mM Tris HCl pH 8 y 50 mM EDTA 0.5M pH 8; incubación a 37°C durante 30 min); 

mientras que para detectar el mayor número de arqueas posible se realizó la 

permeabilización con lisozima y proteinasa K (10 mg/mL en 10 mL of 100 mM Tris 

HCl pH 8 y 50 mM EDTA pH 8; incubación a 37°C durante 30 min). Las peroxidasas 

endógenas se inactivaron con una solución de peróxido de hidrógeno al 0.15% 

(w/v) en metanol como se describe en Ishii et al., 2004. Los filtros se deshidrataron 

con etanol absoluto y se conservaron a -20°C. La hibridación se realizó en secciones 

de filtro con sondas oligonucleótidas marcadas con 5´-HRP (Biomers) durante 2h a 

46°C en un tampón de hibridación (3.6 mL NaCl 5M, 0.4 mL Tris HCl 1M pH 8, 20 µL 

SDS 20%, porcentaje de formamida en función de la sonda, 2 mL agente bloqueante 

10%, 2g dextran sulfato, agua milliQ en un volumen final de 50 mL) y a continuación 

las muestras se lavaron a 48°C durante 10 min en un tampón de lavado (1 mL Tris 

HCl 1M pH 8, 500 µL EDTA 0.5M pH 8, 50 µL SDS 10%, volumen de NaCl 5M en 

función de la sonda, agua milliQ en un volumen final de 50 mL). Se controlaron las 

estringencias para cada sonda ajustando la concentración de formamida y NaCl en 

el tampón de hibridación y de lavado respectivamente (Tabla 2.1). La amplificación 

de la señal con la tiramida se realizó mediante la incubación de las secciones de filtro 

durante 45 min a 46°C en la solución CARD (10 µL solución A –200 µL PBS 1X, 1 µL 

H2O2 30%–, 1 mL tampón de amplificación –4 mL PBS 10X, 0.4 mL agente bloqueante 

10%, 4 g dextran sulfato, volumen de NaCl 5M según la sonda–, que contiene 1 µL 

Tiramida-Alexa Fluor 488 (verde, Biomers) o Tiramida-Alexa Fluor 594 (rojo, 

Biomers)). En los experimentos de CARD-FISH múltiples, se realizó una inactivación 

adicional de las peroxidasas entre cada hibridación. 

La sonda NON338, una sonda sin sentido, se utilizó como control negativo para 

evaluar la unión no específica de la sonda. 

Por último, se realizó una tinción general de ADN con DAPI (4´,6-diadimino-2-

phenylindole) tal y como indica el fabricante (Thermo-Fisher) y los filtros se 

montaron en portaobjetos con una mezcla 4:1 de Vectashield (Vector 

Laboratories):Citifluor (Citifluor).  
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Tabla 2.1. Sondas utilizadas en este estudio. Se indica la concentración óptima de formamida 

(FA) y NaCl en el tampón de hibridación y de lavado, respectivamente 

Sondas Secuencia (5’ – 3’) Diana 
% 
FA 

NaCl 
(mM) 

Referencia 

Arch915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea 20 225 
(Sthal y 

Amann, 1991) 
EUB338 

(I) 
GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria 

35 80 

(Amann et al., 
1990) 

EUB338 
(II) 

GCAGCCACCCGTAGGTGT Planctomycetes 
(Daims et al., 

1999) 
EUB338 

(III) 
GCTGCCACCCGTAGGTGT Verrucomicrobiales 

(Daims et al., 
1999) 

Narc1214 CCGCGTGTATCCCAGAGC Nanohaloarchaea 30 112 
(Narasingarao 

et al., 2012) 

NON338 ACTCCTACGGGAGGCAGC Control negativo 0 900 
(Wallner et al., 

1993) 

SRB385 CGGCGTCGCTGCGTCAGG 
Bacterias 

sulfatorreductoras  
(δ-Proteobacteria) 

35 80 
(Amann et al., 

1990) 

1.2. Microscopía 

Para cuantificar el número de microorganismos, las muestras se examinaron con 

un microscopio de epifluorescencia Aixoplan 2 (Carl Zeiss, Alemania). Para ello se 

utilizó un objetivo de inmersión en aceite de 100x/1.4. Para calcular el número de 

microorganismos se consideraron diez campos aleatorios y se aplicó la Fórmula 2.1. 

 

Fórmula 2.1. Estimación del número de microorganismos totales a partir del recuento de 

señales positivas fluorescentes. Donde Δf es el área del filtro (1.77·108 µm2); �̅� es el número 

medio de microorganismos por campo; S es el área de la rejilla del objetivo del microscopio 

utilizada para el recuento (1.44·104 µm2); Vf es el volumen de muestra filtrado; Vt es el volumen 

total de muestra después de detener la reacción de fijación; Vi es el volumen o masa inicial (en 

caso de sales o sedimentos) de la muestra fijada 

Se tomaron imágenes de las muestras utilizando un microscopio de barrido láser 

confocal (CLSM) LSM710 acoplado a un microscopio invertido AxioObserver (Carl 

Zeiss, Alemania). Esta unidad está provista de láseres de diodo (405 nm), argón 

(458/488/514 nm) y helio y neón (543 y 633 nm). Las imágenes se adquirieron con 

un objetivo de inmersión en aceite de 63x/1.4 oil y se editaron con el software Fiji 

(Schindelin et al., 2012). 

microorganisms
mL =  

   
∆f · x 

S  · Vt i

Vf

Vi
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4. Metagenómica de amplicones del gen ribosomal 

4.1. Extracción de ADN ambiental 

Se disolvieron aproximadamente 10 g de sales y se resuspendieron los 

sedimentos en NaCl al 0.9% (solución estéril en agua milliQ). Las muestras líquidas 

(de 50 mL a 0.5 L), las muestras de sales disueltas y los sedimentos resuspendidos 

se filtraron consecutivamente por membranas de policarbonato de 0.2 y 0.1µm 

diámetro de poro (Millipore, USA). El ADN genómico se extrajo de esos filtros 

utilizando el kit DNeasy PowerSoil (Qiagen), ya que este kit ha sido validado en el 

Proyecto Microbioma de la Tierra como Procedimiento Operativo Estándar con 

varios tipos de muestras para garantizar la reproducibilidad (Marotz et al., 2018). 

La cantidad del ADN extraído se determinó utilizando un fluorímetro Qubit 2.0 

(Thermo Fhiser Scientific, USA). El ADN se almacenó a -20°C. 

4.2. Amplificación y secuenciación del ADN ambiental 

 Se amplificaron los genes ribosomales 16S y 18S ARNr utilizando diferentes 

pares de cebadores (Tabla 2.2). Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se 

realizaron como se describe en Cruaud et al., 2014; Hugerth et al., 2014; Klindworth 

et al., 2013, con modificaciones en el número de ciclos (Bacterias 25 y 35 ciclos y 

Eucariotas 25 y 38 ciclos). Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador Veriti™ 

96-Well (Applied Biosystem). Se comprobó el tamaño y la calidad de los productos 

de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa (1% w/v agarosa Conda en 

0.5X TBE buffer). 

Tabla 2.2. Cebadores utilizados para la amplificación del gen 16S/18S ARNr en los estudios de 

metagenómica 

Dominio Cebador Secuencia (5’ – 3’) 

Longitud 
del 

amplicón 
(bp) 

Gen 
(Región) 

diana 
Referencia 

Archaea 
Arch1F CGGRAAACTGGGGATAAT 

360 
16S  

(V2 - V3) 
(Cruaud et 
al., 2014) Arch1R TRTTACCGCGGCGGCTGBCA 

Bacteria 

S-D-Bact-
0341-b-S-

17 
CCTACGGGNGGCWGCAG 

464 
16S  

(V3 - V4) 
(Klindworth 
et al., 2013) S-D-Bact-

0785-a-A-
21 

GACTACHVGGGTATCTAATCC 

Eucariota 
563f GCCAGCAVCYGCGGTAAY 

587 
18S  

(V4 - V5) 
(Hugerth et 

al., 2014) 1132r CCGTCAATTHCTTYAART 
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Una vez confirmada la amplificación, las muestras de ADN ambiental se enviaron 

a la Unidad de Genómica de la Fundación Parque Científico de Madrid FPCM 

(Madrid, España), donde se realizaron la preparación de las bibliotecas y la 

secuenciación. Brevemente, primero se cuantificó el ADN genómico total mediante 

Picogreen. A continuación, se utilizó una cantidad variable de ADN y un número 

variable de ciclos en una primera PCR con la ADN polimerasa Q5® Hot Start High-

Fidelity (New England Biolabs, USA). La amplificación de las bacterias se llevó a cabo 

utilizando un par de cebadores a 100nM (5’ACACTGACGACATGGTTCTACACCTACG 

GGNGGCWGCAG3’ y 5’TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTGACTACHVGGGTATCTAAT 

CC3’, en negrita la secuencia de cebadores de cada dominio indicado en la Tabla 2.2 

y en verde la secuencia de los cebadores específicos del kit de construcción de 

librerías de Illimuna). Estos cebadores amplifican la región V3-V4 del 16S. Para la 

amplificación del gen ribosomal 16S ARNr específico de arqueas se utilizó un par de 

cebadores a 200nM (5’ACACTGACGACATGGTTCTACACGGRAAACTGGGGATAAT3’ 

y 5’TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTTRTTACCGCGGCGGCTGBCA3’) y un par de 

cebadores a 200nM para la amplificación del gen 18S ARNr de eucariotas (5’ACACTG 

ACGACATGGTTCTACAGCCAGCAVCYGCGGTAAY3’ y 5’TACGGTAGCAGAGACTTGGT 

CTCCGTCAATTHCTTYAART3’). 

Posteriormente, se realizó una segunda PCR de 15 ciclos con la ADN polimerasa 

Q5® Hot Start High-Fidelity (New England Biolabs, USA) con el par de cebadores de 

la Access Array Barcode Library para secuenciadores de Illumina (5'AATGATACGGC 

GACCACCGAGATCTACACTGACGACATGGTTCTACA3' y 5'CAAGCAGAAGACGGCATAC 

GAGAT-[10 código de nucleótidos]-TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT3') a una concen-

tración de 400nM (Fluidigm, USA). 

Los amplicones obtenidos fueron validados y cuantificados por Bioanalyzer y un 

pool equimolar fue purificado por electroforesis en gel de agarosa y valorado 

mediante una qPCR utilizando el kit Kapa-SYBR FAST qPCR para LightCycler480 y 

un estándar de referencia para la cuantificación. El pool de amplicones fue 

desnaturalizado antes de ser sembrado en una celda de flujo del secuenciador a una 

densidad de 9pM, donde se formaron clusters y se secuenciaron usando el MiSeq 

Reagent Kit v3, en una carrera de secuenciación de 2x300 pair-end en un 

secuenciador Illumina MiSeq. Las lecturas se depositaron en las bases de datos 
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ENA/GenBank/DDBJ bajo el número de acceso del proyecto PRJEB42273 con la 

equivalencia cada una de las muestras en la Tabla S4.1. 

4.3. Análisis bioinformático 

4.3.1. Qiime1 

La calidad de las lecturas obtenidas mediante secuenciación masiva se evaluó 

mediante el software FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects 

/fastqc/). Se utilizó PANDAseq Assembler para ensamblar las lecturas forward y 

reverse y convertirlas en un archivo fasta (Masella et al., 2012). Los datos de 

secuenciación se procesaron con el paquete de software Qiime v1.9.0 (Caporaso et 

al., 2010b; Kuczynski et al., 2011). Las secuencias de alta calidad se agruparon en 

OTUs basadas en un 94% de similitud de secuencia con UCLUST y se eligió la 

primera secuencia de cada OTU como la secuencia representativa, que se alineó con 

PYNAST (Caporaso et al., 2010a, 2010b). La identidad taxonómica de cada filotipo 

se determinó utilizando la base de datos SILVA_132_QIIME (Quast et al., 2012). 

4.3.2. Qiime2 

Las lecturas se importaron a Qiime2 v2019.10 utilizando qiime tools import como 

SampleData[PairedEndSequencesWithQuality]. Los adaptadores se eliminaron 

mediante qiime cutadapt trim-paired. La calidad de las lecturas se evaluó mediante 

qiime demux summarize tomando más de 10,000 lecturas. La generación de las 

variantes se realizó con la función qiime dada2 denoise-paired. Se utilizó el algoritmo 

Dada2 (Callahan et al., 2016) con una longitud basada en la calidad. La identidad de 

la taxonomía de cada fenotipo se determinó utilizando qiime feature-classifier 

classify-sklearn con la base de datos SILVA_132_QIIME. 

Los índices de riqueza de Shannon y de dominancia de Simpson se analizaron 

mediante Qiime2 con qiime diversity alpha. Las curvas de rarefacción se trazaron 

mediante la opción qiime diversity alpha-rarefaction. 

La diversidad beta se analizó utilizando qiime diversity beta. Se calcularon los 

índices de Jaccard y Unifrac. Los análisis de componentes principales (PCA) se 

representaron utilizando qiime diversity beta-rarefaction. 
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5. Aislamiento de microorganismos 

5.1. Selección de muestras 

Con el propósito de aislar microorganismos del Salar de Uyuni, se seleccionaron 

once puntos de muestreo tanto de la época seca-fría como de la época húmeda-

cálida: seis del área no industrial, tres del área industrial y dos de Río Grande (Tabla 

2.3). 

Tabla 2.3. Grupo de muestras seleccionadas para el aislamiento de microorganismos 

Área Época seca-fría Época húmeda-cálida Descripción 

Área no industrial 

Zn3 - Tapones/abombamientos 

- Zn22/Zn23 Ojos del salar 

Zn8 Zn24/Zn25 
Ojos del salar  

(transecto S-N) 

Zn11 Zn28 
Ojos del salar  

(transecto E-O) 

Área industrial 
Zi4 i4 Zanja 2 

- i15 Efluente de KCl 

Río Grande Zi19 i19 Río Grande 

5.2. Medios de cultivo 

Se emplearon varios medios de cultivo para aislar microorganismos del Salar de 

Uyuni en condiciones aerobias y anaerobias. 

5.2.1. Medios aerobios 

Marine agar/broth contiene minerales que tratan de simular la composición 

mineral principal del agua de mar, así como peptona y extracto de levadura como 

fuente de nutrientes. La composición por litro fue: 19.45 g NaCl, 5.9 g MgCl2, 5.0 g 

peptona, 3.24 g Na2SO3, 1.8 g CaCl2, 1.0 g extracto de levadura, 0.55 g KCl, 0.16 g 

NaHCO3, 0.1 g citrato férrico, 0.08 g KBr, 34.0 mg SrCl2, 22.0 mg H3BO3, 8.0 mg 

Na2HPO4, 4.00 mg Na2SiO3, 2.40 mg NaF y 1.60 mg NH4NO3. En el caso de los medios 

sólidos, el medio incluía 15.00 g agar. pH 7.6 ± 0.2 a 25°C (Difco marine agar 2216). 

R2A medium es un medio oligotrófico. La composición de R2A por litro fue la 

siguiente: 0.5 g/L extracto de levadura, 0.5 g/L peptona, 0.5 g/L casaminoácidos, 0.5 

g/L glucosa, 0.5 g/L almidón, 0.3 g/L piruvato sódico, 0.3 g/L K2HPO4, 0.05 g/L 

MgSO4, 15 g/L agar. pH 7.2 ± 0.2 a 25°C (Reasoner y Geldreich, 1985). 

Con el fin de aislar microrganismos a diferentes concentraciones de sal, estos dos 

medios se suplementaron con NaCl hasta alcanzar concentraciones de 3.5, 10.0, 20.0 
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y 35.0% w/v. En el caso del Marine Agar se tuvo en consideración que contiene 

originalmente un 3.5% (w/v) NaCl. 

Dado que el género Salinibacter es el más abundante en el Salar de Uyuni, se 

empleó Salinibacter ruber medium (DSMZ medium 936) para aislar nuevas 

cepas pertenecientes al filo Bacteroidetes. La composición por litro fue de 195 g 

NaCl, 49.50 g MgSO4·7H2O, 34.6 g MgCl2·6H2O, 5.0 g KCl, 1.25 g CaCl2 ·2H2O, 1.0 g 

extracto de levadura, 0.625g NaBr y 0.25 g NaHCO3. A los medios sólidos se les 

añadió 15.0 g agar. pH 7.0 ± 0.2 a 25°C (Antón et al., 2002). 

Para aislar arqueas se utilizó el medio Hx. Su composición por litro fue: 174.00 g 

NaCl, 30.00 g MgCl2·6H2O, 45.40 g MgSO4·7H2O, 0.80 g CaCl2 ·2H2O, 4.50 g KCl, 0.16 

g NaHCO3, 0.50 g NaBr, 5.00 g extracto de levadura, 0.50 g casaminoácidos, 15.00 g 

agar. pH 8.0 ± 0.2 a 25°C. También se utilizó el Medio Neutral Haloarchaeal (NHM). 

La composición por litro fue: 5.40 g KCl, 0.30 g K2HPO4, 0.29 g CaCl2, 0.27 g NH4Cl, 

23.00 g MgCl2·6H2O, 26.80 g MgSO4·7H2O, 184.00 g NaCl, 0.05 g extracto de levadura, 

0.25 g peptona, 1.00 g piruvato de sodio. Para los medios sólidos, se suplementó con 

20.00 g agar. pH 7.0 ± 0.2 a 25°C (Han y Cui, 2015).  

Se utilizó el medio BG11 Broth para aislar cianobacterias. La composición por 

litro fue: 1500 mg NaNO3, 31.4 mg K2HPO4, 36.0 mg MgSO4, 36.7 mg CaCl2·2H2O, 20.0 

mg Na2CO3, 5.6 mg ácido cítrico, 6.0 mg citrato férrico de amonio, 1.00 mg EDTA y 

20.0 mL mezcla de metales traza A5. La composición de la mezcla de metales traza 

A5 consiste en 2.86 g/L H3BO3, 1.81 g/L MnCl2·4H2O, 0.39 g/L Na2MoO4·2H2O, 0.222 

g/L ZnSO4·7H2O, 0.079 g/L CuSO4·5H2O, 0.049 g/L Co(NO3)4·6H2O, 1.0 µg/L 

vitamina B12 y 10 g/L NaCl. pH 7.1 ± 0.2 a 25°C. El medio basal, sin la mezcla de 

metales traza A5, se esterilizó en autoclave durante 15 min a 15 psi de presión – 121 

°C. La solución de la mezcla A5 se esterilizó por filtración (0.2 µm) y se añadió al 

medio basal en condiciones asépticas (Sigma-Aldrich BG11-Broth 73816). 

Todos los medios fueron autoclavados a 15 psi de presión – 121°C durante 15 

minutos. Después de la esterilización, todos los medios se complementaron con 1 

mL por litro de salmuera del Salar de Uyuni, filtrada previamente a través de 0.2 μm. 

Con ello se pretendía suministrar algunos elementos disponibles en el Salar de 

Uyuni que fuesen necesarios para potenciar el crecimiento de los microorganismos.  
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5.2.2. Medios anaerobios 

Se inocularon in situ, medios de cultivos anaerobios para enriquecer el 

crecimiento de microorganismos sulfatorreductores. El medio de enriquecimiento 

consistió en (por litro): 98.6 g MgSO4·7H2O, 11.5 g Na2B4O7·10H2O, 3.39 g LiCl, 64.6 

g MgCl2·6H2O, 24.6 g KCl, 2.2 g CaCl2, 0.1 g NaBr, 8.1 NH4Cl, 0.2 NHCO3, 292.2 g NaCl 

y 1mL micronutrientes (1.50 g/L ácido nitrilotriacético, 0.50 g/L MnSO4·H2O, 0.10 

g/L FeSO4·7H2O, 0.18 g/L CoSO4·7H2O, 0.18 g/L ZnSO4·7H2O, 0.01 g/L CuSO4·5H2O, 

0.02 g/L KAl(SO4)2·12H2O, 0.01 g/L H3BO3, 0.01 g/L Na2MoO4·2H2O, 0.03 g/L 

NiCl2·6H2O, 0.30 mg/L Na2SeO3·7H2O, 0.40 mg/L Na2WO4·2H2O.). En este medio 

basal se utilizaron dos tipos de sustratos (1) SRB1: 20 nM de sulfato; (2) SRB2: 

mezcla de glicerol, metanol y lactato 5mM, ambos gaseados con H2.  

Los cultivos de enriquecimiento seleccionados para el aislamiento de 

microorganismos sulfatorreductores fueron los de las muestras Zi15 (época seca-

fría), Zn24 e i19 (época húmeda-cálida). 

Se empleó el medio SRB para el aislamiento de sulfatorreductores halófilos: 0.5 

g lactato de sodio, 0.5 mg K2HPO4·3H2O, 1.5 mg Na2SO4, 2.0 g MgSO4·7H2O, 0.1 g 

CaCl2·2H2O, 2.0 g extracto de levadura, 2.4 g NaHCO3, 1 mL resarzurina como 

indicador de oxígeno y 10 mL por litro de elementos traza previamente descritos; 

suplementado con 1.0 mM sal de Mohr, 40.0 mM acetato y 0.5 g/L L-cisteina. Se 

realizaron, además, medios sólidos para aislar colonias mediante la incorporación 

de 15 g/L agar noble (Difco) como agente solidificante. Se añadió NaCl en varias 

concentraciones (3.5; 15; 30% w/v) y se suplementó con salmuera del Salar de 

Uyuni tal y como se describe anteriormente. 

El medio basal fue gaseado con N2 y autoclavado a una presión de 15 psi – 121°C 

durante 20 minutos. A continuación, el medio se suplementó con el resto de 

compuestos y se gaseó de nuevo con una mezcla de H2:CO2 (80:20). 

5.3. Técnicas de cultivo para el aislamiento 

Para el aislamiento de microorganismos en medio sólido, se utilizaron tanto 

muestras de agua como de sal (≈ 5 g disueltos en solución estéril de NaCl al 0.9% 

w/v). Se prepararon tres diluciones seriadas en solución estéril de NaCl al 0.9% 

(w/v) de cada una de las muestras y se inocularon 50 µl en cada medio. Además, se 

inocularon directamente cristales de sal de las muestras sólidas en los medios Hx y 

NHM. Los medios que contenían entre 3.5 a 20% (w/v) NaCl se incubaron a 
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temperatura ambiente, mientras que los medios de 35% (w/v) NaCl así como los 

dos medios para aislar las arqueas se incubaron a 30°C en cámara húmeda para 

evitar la desecación de los medios. Una vez crecida la biomasa, se aislaron colonias 

en un nuevo medio mediante el método de estrías.  

El medio BG11 para el aislamiento de las cianobacterias se inoculó mediante la 

disolución en el caldo de una sal cristalina de la muestra Zn25 que tenía una 

coloración azul-verdosa característica de estas bacterias. Se incubó a temperatura 

ambiente bajo una exposición de luz con un neón hortícola. 

El aislamiento de los microorganismos anaerobios sulfatorreductores se llevó a 

cabo por el método del roll-tube (Hungate, 1969). Los tubos se inocularon con 1 mL 

de diluciones seriadas de cada cultivo de enriquecimiento, respectivamente. La 

incubación se llevó a cabo a 30°C hasta el desarrollo de las colonias. En una cámara 

anaeróbica se transfirieron las colonias con una pipeta pasteur sellada a placas con 

el mismo medio y se incubaron en jarras de anaerobiosis. 

Se llevaron a cabo tres tipos de controles negativos en paralelo para controlar la 

posible contaminación: i) medio de cultivo no inoculado; ii) medio de cultivo 

inoculado con la solución de NaCl al 0.9% (w/v); y iii) medio de cultivo en el que se 

utilizaron muestras ambientales autoclavadas como inóculo. 

5.4. Identificación de microorganismos aislados mediante marcadores 

moleculares 

El ADN se extrajo utilizando el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) tal y 

como se ha descrito anteriormente (Wilson, 2001) a partir de la biomasa crecida en 

agar. 

Se amplificó el gen 16S ARNr para identificar los aislados procariotas (Tabla 2.4). 

Para la amplificación se utilizaron dos pares de cebadores, 27F (5’AGAGTTTGATCM 

TGGCTCAG3’) y 1492R (5′TACGGYTACCTTGTTACGACTT3′) para bacterias (Lane, 

1991) y el par 25F (5′CYGGTYGATYCTGCCRG3′) y 1492R para arqueas (Lane, 

1991).  

Para identificar los hongos aislados se amplificó la región ITS utilizando el par de 

cebadores ITS1F (5’CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA3′) y ITS4 (5’TCCTCCGCTTATT 

GATATGC3′) (Diaz et al., 2009). Asimismo, se amplificaron otros genes implicados 

en la clasificación taxonómica de los hongos con tres pares de cebadores diferentes. 

El gen tef1 se amplificó con el par EF1-983F (5′GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT3′) 
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y EF1-2218R (5′ATGACACCRACRGCRACRGTYTG3′); el par RPB2-5f (5′GAYGAYMG 

WGATCAYTTYGG3′) y RPB2-7cR (5′CCC ATRGCTTGYTTRCCCAT3′) para amplificar 

el gen RPB2. Por último, el par Bt2a (5′GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3′) y Bt2b 

(5′ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC3′) se utilizó para amplificar el gen tub2/BenA 

(Raja et al., 2017). Todas las condiciones de las PCRs se recogen en la Tabla 2.4 para 

cada par de cebadores. 

Los amplicones se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 

(Agarosa 1% (w/v), Conda, en TBE 0,5X; 20 min 90 V) y teñido con GreenSafe 

(Nzytech). Los amplicones se purificaron utilizando el kit SpeedTools PCR clean-up 

(Biotools). La concentración de ADN y los índices 260/280 y 260/230 se midieron 

por espectrofotometría UV con un NanoDrop One/Onec (Thermofisher). Los 

amplicones cuya concentración no fue suficiente para su secuenciación, se 

concentraron utilizando un concentrador Eppendorf™ Vacufuge™ (Eppendorf). 

Los amplicones fueron secuenciados mediante el método de secuenciación 

Sanger utilizando el secuenciador Abi Prism XL 3730 (Applied Biosystems) en la 

Unidad de Secuenciación y Bioinformática del Centro de Astrobiología (CAB INTA-

CSIC). Una vez concluido el proceso de secuenciación, las lecturas se editaron y se 

convirtieron en un archivo fasta mediante el software MEGA X (Kumar et al., 2018) 

y se ensamblaron mediante Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999). Los genes ribosomales 16S 

ARNr se compararon con la base de datos Nucleotide collection y 16S ribosomal RNA 

sequences del NCBI mediante el comando BLASTn aplicando la opción best_hit 

(Altschul et al., 1990) y con la base de datos EzBioCloud (Yoon et al., 2017). La región 

ITS de los hongos aislados se compararon con las bases de datos Nucleotide 

collection e Internal Trasncribed Sapcer Region from Fungi type and reference 

material del NCBI y Unite database (Nilsson et al., 2019). Los otros genes analizados 

para la identificación de hongos se compararon con la base de datos Nucleotide 

collection (Raja et al., 2017). 

Además, se utilizó BLASTn para comparar las secuencias de los aislados con una 

base de datos generada a partir de las secuencias obtenidas por secuenciación 

masiva en el ADN ambiental generada con el comando makeblastdb. 
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Tabla 2.4. Cebadores utilizados para la amplificación de los genes implicados en la 

clasificación de los microorganismos aislados. Todas las PCR se realizaron con la ADN 

polimerasa AmpliTaq® (Applied Biosystems). La concentración de ADN fue < 500 ng por 

reacción 

Par de 
cebadores 

Diana 
Solución de 

reacción 
Perfil térmico de la PCR Referencias 

27F – 
1492R 

16S ARNr 
(Bacteria) 

1X Buffer II sin MgCl2; 
3 mM MgCl2; 0.16 mM 
dNTP’s; 0.8 µM 27F 
primer; 0.8 µM 1492R 
primer; 0.1 U/µL Taq 
Volumen final: 25 µL 

Desnaturalización 95°C 5 min  

35 ciclos: 

 Desnaturalización 94°C 1 min, 

 Anillamiento 56°C 1 min, 

 Elongación a 72°C 2 min 

Elongación final 72°C 7 min 

(Lane, 1991) 

25F – 
1492R 

16S ARNr 
(Archaea) 

1X Buffer II sin MgCl2; 
3 mM MgCl2; 0.1 mM 
dNTP’s; 2 µM 25F 
primer; 2 µM 1492R 
primer; 0.05 U/µL Taq 
Volumen final: 50 µL 

Desnaturalización 95°C 5 min 

35 ciclos: 

 Desnaturalización 94°C 1 min, 

 Anillamiento 53°C 1 min,  

 Elongación 72°C 1 min 

Elongación final 72°C 7 min 

(Lane, 1991) 

ITS1 – 
ITS4 

Región ITS 

1X Buffer II sin MgCl2; 
3 mM MgCl2; 2.5 µL 
DSMO (50% v/v); 
1.25% (v/v) Tween 
20; 0.1 mM dNTP’s; 1 
µM primer ITS1F; 1 
µM primer ITS4; 0.05 
U/µL Taq 
Volumen final: 50 µL 

Desnaturalización 95°C 2 min 

30 s  

40 ciclos: 

 Desnaturalización 94°C 30 s, 

 Anillamiento 57°C 30 s, 

 Elongación 72°C 1 min 30 s 

Elongación final 72°C 10 min 

(Diaz et al., 
2009) 

EF1-983F 
– EF1-
2218R 

Factor de 
elongación 1-

alfa (tef1) 

1X Buffer II sin MgCl2; 
1.5 mM MgCl2; 0.2 mM 
dNTP’s; 1 µM primer 
EF1-983F; 1 µM pri-
mer EF1-2218R; 0.05 
U/µL Taq 
Volumen final: 50 µL 

PCR touchdown: 

Desnaturalización 94°C 2 min 

y 9 ciclos desde 66 hasta 56°C 

(disminuyendo 1°C cada ciclo)  

36 ciclos:  

 Desnaturalización 94°C 30 s, 

 Anillamiento 56°C 1 min, 

 Elongación 72°C 1 min 

Elongación final 72°C 10 min 

(Raja et al., 
2017) 

RPB2-5f – 
RPB2-7cR  

ARN 
polimerasa II 
subunidad 2 

(RPB2) 

1X Buffer II sin MgCl2; 
1.5 mM MgCl2; 0.2 mM 
dNTP’s; 0.2 µM primer 
RPB2-5f; 0.2 µM pri-
mer RPB2-7cR; 0.025 
U/µL Taq 
Volumen final: 50 µL 

Desnaturalización 94°C 5 min 

35 ciclos: 

 Desnaturalización 94°C 45 s, 

 Anillamiento 55°C 45 s, 

 Elongación 72°C 1 min 

Elongación final 72°C 7 min 

(Raja et al., 
2017) 

Bt2a – 
Bt2b 

Beta-tubulina 
(tub2/BenA) 

1X Buffer II sin MgCl2; 
1.5 mM MgCl2; 0.2 mM 
dNTP’s; 0.2 µM primer 
Bt2a; 0.2 µM primer 
Bt2b; 0.025 U/µL Taq 
Volumen final: 50 µL 

Desnaturalización 95°C 5 min 

35 ciclos: 

 Desnaturalización 94°C 45 s, 

 Anillamiento 55°C 45 s, 

 Elongación 72°C 1 min 

Elongación final 72°C 7 min 

(Raja et al., 
2017) 
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Finalmente, se construyó un árbol filogenético. Las secuencias del gen ribosomal 

16S ARNr de los procariotas aislados se alineó utilizando SINA aligner (Pruesse et 

al., 2012) con la base de datos Life Tree Project LTP_12_2020 (LTP) (Ludwig et al., 

2021). Utilizando el software ARB (Ludwig, 2004) se seleccionaron las cepas tipo 

más cercanas a cada aislado de la base de datos LTP_12_2020. Para el árbol 

filogenético del hongo, se utilizaron las secuencias más cercanas según los 

resultados del BLAST, las cuales se alinearon utilizando el software MEGA X. 

Los árboles filogenéticos se construyeron utilizando el software IQ-tree con las 

opciones model finder, fastbootstrap y se eligió 1000 como número de bootstrap 

(Minh et al., 2020). Los árboles obtenidos se editaron mediante la plataforma web 

iTOL (Letunic y Bork, 2019). 

5.5. Mantenimiento de las cepas 

Los aislados se mantuvieron a -80°C en medio:glicerol (80:20) esterilizado en 

autoclave (15 minutos a 15 psi de presión – 121°C) 

6. Medidas de actividad del agua y cao- cosmotropicidad 

6.1. Medida de la actividad del agua 

La actividad del agua se midió con el instrumento Novasina Lab 

MasterRochtronic HP23-AW. El instrumento se calibró a cinco puntos de aw (0.325, 

0.595, 0.755, 0.845 y 0.935) utilizando soluciones saturadas de sales (MgCl2, 

NH4NO3, NaCl, KCl y KHPO4 respectivamente) a 25°C preparadas como se indica en 

Winston y Bates, 1960.  

Se tuvieron en cuenta las precauciones descritas por Stevenson y colaboradores 

para asegurar la precisión al menos en el tercer decimal de las unidades de aw 

(Stevenson et al., 2015b). 

6.2. Medida de la cao- cosmotropicidad  

6.2.1. Elección del tipo de agua para la disolución 

El agar Extra-pure reagent-grade (fuerza de gel 600–700 g·cm-2, Nacalai Tesque) 

se disolvió en 20 mL de tres tipos de agua (destilada, milliQ y de osmosis inversa) y 

se incubó a 95°C hasta su disolución y posteriormente se atemperó en un baño a 

53°C durante un mínimo de 30 minutos.  
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Utilizando el protocolo de Cray y colaboradores, descrito más adelante, se 

determinó el punto de gelificación del agar disuelto en cada tipo de agua (Cray et al., 

2013).  

6.2.2. Preparación de las muestras 

El agar Extra-pure reagent-grade se disolvió en 8 mL de agua de osmosis inversa 

en un vial de vidrio a una concentración final de 1.5% (w/v), calculada para un 

volumen final de 20 mL y se mantuvo en un baño a 95°C hasta su disolución. En un 

segundo vial de vidrio, se preparó la solución de sales disuelta en 12 mL de agua de 

ósmosis inversa. Adicionalmente, se llevó a cabo en paralelo un control con 12 mL 

de agua de ósmosis inversa. Ambos viales se incubaron a 53°C en un baño. 

Como soluciones de sales se eligieron las siguientes: 

 LiCl (0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 M) 

 Mezcla de NaCl y LiCl (2.0 – 0.0; 1.5 – 0.5; 1.0 – 1.0; 0.5 – 1.5; 0.0 – 2.0 M) 

 Mezcla de NaCl y LiCl (0.5 – 0.0; 0.375 – 0.125; 0.25 – 0.25; 0.125 – 0.375; 

0.0 – 0.5 M) 

 Mezcla de MgSO4 y MgCl2 (0.5 – 0.0; 0.375 – 0.125; 0.25 – 0.25; 0.125 – 

0.375; 0.0 – 0.5 M) 

 Mezcla de Li2SO4 y LiCl (0.5 – 0.0; 0.375 – 0.125; 0.25 – 0.25; 0.125 – 0.375; 

0.0 – 0.5 M) 

Una vez disuelto el agar, se añadió la solución de sales y se mantuvo en el baño 

de agua a 53°C durante un mínimo de 30 minutos.  

6.2.3. Medida del punto de gelificación 

Las muestras se midieron con un espectrofotómetro UV-Vis a 500 nm de 

absorbancia que tenía acoplada una bomba de calor Peltier para descender grado a 

grado cada 5 minutos la temperatura desde los 53°C hasta la temperatura en la que 

la absorbancia resultase superior a 0.030 (Cray et al., 2013). 

Por otro lado, para visualizar el efecto sobre la gelificación del agar, se realizó el 

mismo proceso utilizando el método de visu descrito en Hallsworth et al., 2003. 

6.3. Efectos de la caotropicidad en la ecología del Salar de Uyuni 

6.3.1. Efectos de la actividad del agua y la cao-/cosmotropicidad en la diversidad  

Se estimó el coeficiente de correlación de Pearson entre los índices de riqueza de 

Shannon y el de dominancia de Simpson con la concentración iones cao- y 
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cosmotrópicos, actividad del agua y valores de caotropicidad de cada muestra del 

Salar de Uyuni, mediante la función cor.test y se ajustaron los modelos lineales 

mediante la función lm (incluidas en el paquete de R stats v4.0.3). Estas correlacio-

nes se graficaron mediante las funciones geom_point y stat_smooth (incluidas en el 

paquete ggplot2 v3.3.2). 

Adicionalmente, a partir de los resultados de la clasificación taxonómica, se 

mostraron las frecuencias relativas de los filos tanto de bacterias como de arqueas 

en gráfico de dispersión mediante geom_point con el fin de observar la diversidad 

de microorganismos frente a una escala de concentración de cada uno de los iones 

cao- y cosmotrópicos, actividad de agua y valores de caotropicidad de cada muestra. 

Además, con estos metadatos se analizaron como los factores abióticos se relacionan 

con cada uno de los filos detectados mediante las funciones prcomp (incluida en el 

paquete stat v4.0.3) y fviz_pca_biplot (incluida en el paquete FactoExtra v1.0.7). 

Ambos análisis se repitieron con los cinco géneros más abundantes de bacterias y 

de arqueas en las muestras del Salar de Uyuni. 

6.4. Efectos de la cao-/cosmotropicidad en el crecimiento celular  

6.4.1. Microorganismos 

Se eligieron tres microorganismos aislados, descritos en el Capítulo 5, para 

evaluar los límites del crecimiento en presencia de varias sales cao- y cosmotrópicas 

(Tabla 2.5). 

Tabla 2.5. Microorganismos seleccionados para evaluar su ventana ecológica frente a sales 

cao- y cosmotrópicas 

Cepa Clasificación taxonómica Dominio 

i19_MA3.5%_52 Bacillus megaterium strain Uyuni S29 Bacteria 

Zn11_MA3.5%_249 Halomonas titanicae BH1 Bacteria 

Zi4_R2A20%_208 Hypocreales sp. Eukarya 

6.4.2. Medios de cultivo 

El pre-inóculo de bacterias se creció en medio LB (5 g/L de NaCl, 5 g/L de extracto 

de levadura y 10 g/L de peptona de caseína. pH 7.2 ± 0.2; autoclavado a 15 psi de 

presión – 121°C durante 15 min). A partir de estos cultivos, se inocularon en medio 

LB sin NaCl (5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de peptona de caseína. pH 7.2 ± 

0.2) suplementado con un rango de concentraciones de diferentes sales caracteri-

zadas por su efecto cao-/ cosmotrópico (Tabla 2.6). Además, también se caracterizó 
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el crecimiento de los microorganismos en medio LB con una mezcla salina NaCl–LiCl 

a diferentes concentraciones (0.5 – 0.0 M; 0.375 – 0.125 M; 0.25 – 0.25 M; 0.125 – 

0.375 M respectivamente). Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente en un 

agitador rotatorio a 100 r.p.m. El crecimiento de los microrganismos se determinó 

mediante espectrofotometría UV-Vis con el espectrofotómetro UV5 (Mettler 

Toledo) a 600 nm diariamente durante una semana. 

El hongo aislado se creció en Potato Dextrose Agar (PDA, 20.0g/L dextrosa, 4.0 

g/L extracto de patata, 20.0 g/L agar. pH 5.6 ± 0.2; autoclavado a 15 psi de presión 

– 121°C durante 15 min). El medio se suplementó con sales cao-/ cosmotrópicas tal 

y como se indica en la Tabla 2.6. La tasa de crecimiento se determinó midiendo 

diariamente el crecimiento radial del hongo.  

Todos los cultivos se llevaron a cabo en triplicado y se mantuvieron en paralelo 

controles negativos. 

Tabla 2.6. Sales cao- y cosmotrópicas utilizadas en este ensayo para suplementar los medios 

Sales 
Peso 

molecular 
(g/mol) 

Actividad cao- (+) o 
cosmotrópica (-)  

(kJ·kg-1·mol añadido-1) 

Concentración de las sales 
en los medios de cultivo del 

ensayo 

C
o

sm
o

tr
ó

p
ic

a
s 

NaCl 58.44 -11.0 
0.5 – 4.5 M  

(incremento en 1 M) 

KCl 74.55 -11.3 
0.5 – 4.5 M  

(incremento en 1 M) 

MgSO4 120.37 -64.5 
1.0 – 3.0 M  

(incremento en 1 M) 

C
a

o
tr

ó
p

ic
a

s NaBr 102.91 +12.8 
1.0 – 3.0M  

(incremento en 1 M) 

MgCl2 95.23 +54.0 
1.5 – 2.0 M 

(incremento en 0.1 M) 

LiCl 42.40 +20.3 
0.1 – 0.5 M 

(incremento en 0.1 M) 

7. Análisis estadístico 

Se utilizó Excel 2013 para la recogida de datos. Los análisis estadísticos se 

realizaron mediante R versión 4.0.3.  

Para la comparación de las poblaciones de los diferentes puntos de muestreo del 

Salar de Uyuni, se analizó la distribución de los datos mediante las pruebas de 

Shapiro-Wilk con la función shapiro.test (incluida en el paquete stats v4.0.3) y se 

representó la distribución de los datos en un Q-Q plot con las funciones stat_qq y 

stat_qq_line (incluidas en el paquete ggplot2 v3.3.2). En los casos donde se dio una 



  Capítulo 2 

45 

distribución normal se aplicó el análisis de la varianza ANOVA con la función aov 

(incluida en el paquete stats v4.0.3). Cuando los datos no presentaron una 

distribución normal se intentaron transformaciones de los datos aplicando la 

potencia al cuadrado o logaritmos neperianos. Para los que tampoco se pudo asumir 

la distribución normal se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con la 

función kruskal.test (del paquete stats v4.0.3). Con el objetivo de determinar qué 

grupos de datos (áreas de muestreos o tipos de muestras tomadas) son distintos 

entre sí se utilizó la prueba paramétrica t de student tras la prueba de ANOVA con 

la función pairwise.t.test y a la prueba no paramétrica de rangos de Wilcoxon con la 

función pairwise.wilcox.test (ambas incluidas en el paquete stats v4.0.3 y se utilizó la 

opción p.adjust = “bonferroni” que aplica la corrección de Bonferroni). 
Los resultados se representaron en diagramas de barras con geom_bar y en 

diagramas de caja con geom_boxplot (ambas incluidas en el paquete ggplot2 v3.3.2). 

Los diagramas de Venn se generaron mediante la herramienta web de la 

Universidad de Gante (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Las 

curvas de crecimiento se trazaron con geom_line (incluido en el paquete ggplot2 

v3.3.2). 

Para el PCA se utilizaron las funciones prcomp (incluida en el paquete stat v4.0.3), 

fviz_pca_ind para representar los PCA y fviz_pca_biplot para generar los biplot 

(incluida en el paquete FactoExtra v1.0.7). En los diagramas se representan los datos 

mediante puntos de menor tamaño y su media geométrica se representa con un 

punto de mayor tamaño y el mismo color en función de la variable clasificatoria. 
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Capítulo 3 

1. Introducción 

La ecología es el estudio de las interacciones entre los organismos y entre estos y 

el medio ambiente. Así pues, para entender la ecología de un sistema es 

imprescindible una caracterización previa de los parámetros ambientales del 

ecosistema que pueblan los organismos (Stiling, 2012). 

En este capítulo se describen los parámetros físico-químicos, la actividad del 

agua, la composición química y la mineralogía de las salmueras, sales y sedimentos 

de las distintas muestras del Salar de Uyuni.  

2. Resultados 

Se recogieron un total de 54 muestras a lo largo del Salar de Uyuni, 31 de estas 

muestras tomadas durante la época seca-fría (Julio de 2013) y 23 durante la época 

húmeda-cálida (Febrero de 2014). Las muestras se agruparon en función del área 

donde se recogieron. Las muestras clasificadas como área no industrial (Zn) se 

muestrearon en el norte del salar (Tabla S3.1), mientras que el área industrial 

(muestras Zi de la época seca-húmeda/muestras i de la época húmeda-cálida) se 

localiza en el sur del Salar de Uyuni, en el lugar donde se estaba instalando en el 

momento de la campaña de muestreo una planta piloto para la extracción de 

carbonato de litio (Tabla S3.1). Además, se tomó una muestra de agua de Río Grande, 

que desemboca al sur del Salar de Uyuni, en ambas épocas (i19/Zi19). Por último, 

durante la época seca-fría se obtuvieron dos muestras a 20 (Zi20) y 80 (Zi21) metros 

de profundidad a partir de una perforación en el área industrial. 

Durante el muestreo en ambas épocas se tomaron dos tipos de muestra. Por un 

lado, muestras de salmueras del Salar de Uyuni y agua de Río Grande, así como 

muestras de la matriz sólida (sales y sedimentos) del Salar de Uyuni (Tabla S3.1). 

2.1. Caracterización físico-química 

La caracterización físico-química se determinó en las muestras líquidas de 

salmueras del Salar de Uyuni y el agua de Río Grande, asumiendo condiciones 

idénticas para las muestras de sal y sedimento en contacto con ellas.  

Las muestras líquidas recogidas durante la época seca-fría se caracterizaron por 

una temperatura media de 6.87°C (mín. = 0.08; máx. = 17.00) y un pH ligeramente 
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ácido que osciló entre 6.20 y 7.80. La salinidad media fue de 180.3 g/L y la 

conductividad media resultó de 196.8 mV. El potencial redox fue negativo en un 

rango de -5.40 y -259.00 mV, excepto en la muestra Zi15, correspondiente al 

efluente de la planta de KCl, que mostró un potencial redox positivo de 174.00 mV. 

Por último, el oxígeno disuelto se situó en el rango de 0.97 a 14.70 mg/L (Tabla 3.1). 

Por otro lado, en las muestras recogidas durante la época húmeda-cálida, la 

temperatura del agua registró una media de 19.94°C (mín. = 10.60; máx. = 25.80). 

En cuanto al pH, los valores oscilaron entre 5.90 y 7.82. Los valores medios de 

conductividad y salinidad resultaron ser 202.43 mV y 184.01 g/L respectivamente. 

Por último, el potencial redox dio lugar a valores que oscilaron entre -233.60 y 

225.30 mV. La concentración de oxígeno disuelto arrojó valores entre 0.80 y 11.00 

mg/L. Los resultados tanto de pH, conductividad, salinidad y la concentración de 

oxígeno disuelto fueron muy similares a los observados en la época seca-fría (Tabla 

3.1). 

Teniendo en cuenta las dos áreas en que se dividieron las muestras del Salar de 

Uyuni, la temperatura media fue de 13.85°C (mín. = 25.80; máx. = 2.25) en el área 

industrial y de 14.44°C (mín. = 25.60; máx. = 3.29) en el área no industrial. En ambas 

áreas del Salar de Uyuni, el pH fue ligeramente ácido (6.52 y 6.77 en promedio en 

las áreas industrial y no industrial, respectivamente). La salinidad y la conductividad 

fueron respectivamente de 180.5 g/L y 206.3 mV en el área industrial y de 206.7 g/L 

y 229.3 mV en el área no industrial. El potencial redox osciló entre valores negativos 

y positivos tanto en el área industrial (-259.00 a 220.00 mV) como en el área no 

industrial (-70.20 a 225.30 mV). El oxígeno disuelto medio fue ligeramente superior 

en el área no industrial (3.04 mg/L) que en el área industrial (1.70 mg/L). El agua 

de Río Grande se caracterizó por una temperatura media de 10.69°C y un pH medio 

neutro (7.81). Presentó una salinidad (2.2 g/L) y una conductividad (3.94 mV) bajas 

en comparación con el Salar de Uyuni. El oxígeno disuelto medio que se observó fue 

de 10.45 mg/L (Tabla 3.1). 

En cuanto al análisis estadístico, sólo la temperatura y el potencial redox (Eh) 

mostraron una distribución normal (P-valor > 0.05; Figura S3.1), mientras que los 

restantes parámetros fisicoquímicos no mostraron evidencia de una distribución 

normal (P-valor < 0.05; Figura S3.1). 
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Tabla 3.1. Parámetros físico-químicos medidos in situ en las salmueras del Salar de Uyuni 

(Zi/i/Zn) y el agua de Río Grande (Zi19/i19) tanto en la época seca-fría (Zi3-Zi19/Zn3-Zn14) 

como en la húmeda-cálida (i3-i19/Zn20-Zn28) 

Muestras 
T  

(°C) 
Salinidad 

(g/L) 
Conductividad 

(mV) 
pH 

Potencial 
redox 
(mV) 

Oxígeno 
disuelto 

(mg/L) 

Zi3 8.64 152 184 6.34 -259.00 0.90 
Zi6 10.10 158 188 6.35 -15.00 1.60 
Zi7 7.03 168 200 6.42 -19.00 1.90 
Zi9 8.78 199 224 6.47 -21.80 1.30 

Zi10 8.00 n.d. n.d. 7.1 n.d. n.d. 
Zi11 10.22 207 230 6.7 -133.00 0.97 
Zi12 10.10 210 232 6.3 -254.70 3.01 
Zi15 17.00 144 200 6.28 174.00 4.70 
Zi16 2.25 153 191 6.47 -24.50 2.50 
Zi18 3.70 136 173 6.2 -149.30 3.50 
Zi19 0.08 n.d. 4 7.8 -38.00 14.70 
Zn3 4.68 191 222 6.78 -5.40 1.10 
Zn5 5.10 192 222 6.83 -70.50 1.22 
Zn8 3.29 212 240 7.03 -50.70 1.90 

Zn14 4.20 222 246 7 -51.70 5.82 

i3 18.80 228 242 6.8 -31.00 0.80 
i6 15.80 158 187 6.2 -86.00 0.80 
i7 20.00 218 234 7 -27.00 1.00 
i9 12.60 190 213 5.9 -144.00 1.30 

i10 22.02 115 146 6.63 -7.20 1.54 
i11 17.20 208 227 6.38 -230.00 0.80 
i12 18.30 214 231 6.33 -233.60 0.98 
i14 24.80 247 254 6.68 65.40 1.41 
i15 25.80 74 103 6.2 91.50 1.80 
i16 10.60 205 225 7.04 220.00 1.64 
i18 19.10 228 242 7.2 209.90 1.61 
i19 21.30 2 4 7.82 63.30 6.20 

Zn20 25.00 214 231 6.9 70.00 11.00 
Zn22 15.13 177 203 6.42 198.70 2.21 
Zn24 23.00 208 225 6.47 209.50 1.70 
Zn26 25.60 221 236 6.79 225.30 1.17 
Zn28 24.00 223 238 6.7 220.70 1.20 

n.d.: no determinado 

Se observó una variación estacional significativa para la temperatura (P-valor: 

2.475·10-9) y el potencial redox (P-valor: 2.984·10-2), con una media más alta en la 

época húmeda-cálida (Figura S3.2). Asimismo, el pH (P-valor: 1.043·10-2), la 

conductividad (P-valor: 1.929·10-2) y el oxígeno disuelto (P-valor: 4.467·10-2) 

mostraron una diferencia significativa entre áreas (Tabla S3.2). El pH resultó ser 

más ácido en el área industrial (Figura S3.3 B), el oxígeno disuelto fue mayor en Río 

Grande (Figura S3.3 F), mientras que la conductividad fue mayor en las dos áreas 

del Salar de Uyuni (Figura S3.3 D). 
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Como cabría esperar, la salinidad media en el Salar de Uyuni fue 

considerablemente superior que en Río Grande (Figura S3.2 C), a pesar de no darse 

variaciones estacionales ni geográficas significativas (P-valor > 0.05; Figura S3.2 C; 

Figura S3.3 C). 

Los valores de actividad de agua registrados oscilaron entre 0.413 y 0.856, 

mientras que en Río Grande fue de 0.989 (Tabla 3.2). 

Tabla 3.2. Resultados de actividad de agua medidos en el Salar de Uyuni (Zi/i/Zn) y Río Grande 

(RG) ordenadas por su correspondencia entre la época seca-fría y la época húmeda-cálida 

Área 
Época Seca-fría Época Húmeda-cálida 

Muestra Actividad del agua Muestra Actividad del agua 

Á
re

a
 i

n
d

u
st

ri
a

l 

Zi3 0.694 i3 n.d. 

Zi4 0.684 i4 0.739 

Zi5 0.687   

Zi6 0.701 i6 0.856 

Zi7 0.678 i7 0.735 

Zi8 0.697 i8 0.734 

Zi9 0.727 i9 0.710 

Zi10 0.727 i10 0.645 

Zi11 0.736 i11 n.d. 

Zi12 0.728 i12 n.d. 

Zi13 0.722   

Zi14 0.618 i14 n.d. 

Zi15 0.690 i15 0.690 

Zi16 0.701 i16 n.d. 

Zi18 0.677 i18 0.739 

RG Zi19 0.989 i19 n.d. 

Á
re

a
 n

o
 i

n
d

u
st

ri
a

l 

  Zn20 n.d. 

Zn1 0.714 Zn21 0.730 

Zn2 0.722   

Zn3 0.721 Zn26 n.d. 

Zn4 0.690   

Zn5 0.723 Zn22 n.d. 

Zn6 0.709 Zn23 0.725 

Zn7 0.712   

Zn8 0.770 Zn24 n.d. 

Zn9 0.723 Zn25 0.743 

Zn10 0.717   

Zn11 0.728   

Zn12 0.413   

Zn13 0.709   

Zn14 0.737 Zn28 0.735 

Zn15 0.725 Zn29 n.d. 

En gris los puntos donde no se pudo tomar muestra durante una de las épocas; n.d.: no determinado 
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Estadísticamente, los datos no mostraron una distribución normal (P-valor: 

2.245·10-8; Figura S3.4 A). Se comprobó que existen evidencias significativas para la 

variación estacional de los valores de la actividad del agua (P-valor: 2.133·10-2; 

Figura S3.4 B), siendo inferiores durante la época seca-fría (Figura S3.4 A). A pesar 

de que no se encuentran diferencias geográficas significativas (P-valor: 1.148·10-1; 

Figura S3.4 C) o entre los tipos de muestras (P-valor: 3.110·10-1; Figura S3.4 D), el 

valor medio de actividad de agua en el área industrial fue menor. Los valores medios 

de actividad de agua obtenidos en el agua de Río Grande fueron superiores a la me-

dia obtenida en salmueras, sales y sedimentos del Salar de Uyuni (Figura S3.4 C,D) 

2.2. Composición química elemental 

Los cationes mayoritarios observados en el Salar de Uyuni fueron Na+, Mg2+, Li+, 

K+, Ca2+, así como el Cl- fue el anión mayoritario. Asimismo, se determinó un elevado 

contenido en azufre. No obstante, las especies de azufre no pudieron ser 

identificadas en las muestras con las metodologías aplicadas (Tabla 3.3). 

La composición elemental en la superficie del Salar de Uyuni estuvo dominada 

por una concentración media de 193.30 g/L Na+ en el área industrial (mín. = 37.64 

g/L; máx. = 510.92 g/L) y 246.90 g/L en el área no industrial (mín. = 144.1 g/L; máx. 

= 621.20 g/L). Otros cationes mayoritarios fueron el Mg2+, cuya concentración 

media resultó ser de 16.04 g/L en el área industrial (mín. = 0.315 g/L; máx. = 74.09 

g/L) y de 7.23 g/L en el área no industrial (mín. = 0.19 g/L; máx. = 36.50 g/L); K+ 

con un contenido medio de 8.52 y 5.42 g/L en el área industrial y no industrial 

respectivamente; Li+, cuya media fue superior en el área industrial (0.94 g/L) que 

en el área no industrial (0.51 g/L) y se observó en la muestra de la piscina de 

encalado del área industrial tomada durante la época húmeda-cálida (i10) la mayor 

concentración de este catión (6.22 g/L); así como el Ca2+ que también resultó estar 

más concentrado en el área industrial (5.45 g/L) que en el área no industrial (0.73 

g/L). 

Entre los aniones presentes en el Salar de Uyuni, el mayoritario fue el Cl- con una 

concentración media de 236.85 g/L (mín. = 35.32 g/L; máx. = 554.00 g/L) en el área 

industrial y 290.80 g/L (mín. = 107.7 g/L; máx. = 458.3 g/L) en la no industrial. El 

contenido medio de azufre en el área industrial alcanzó los 6.08 g/L (mín. = 8·10-4 

g/L; máx. = 22.51 g/L), mientras que en el área no industrial fue de 1.47 g/L (mín. = 

0.17 g/L; máx. = 4.32 g/L).  
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Tabla 3.3. Composición química elemental de las muestras de sal, sedimento y salmueras del 

Salar de Uyuni (Zi/i/Zn) y agua de Río Grande (Zi19/i19) tanto en la época seca-fría (Zi3 – 

Zn15) como en la húmeda-cálida (i3 – Zn29) 

Muestras 
Concentración iónica (g/L) 

Na+ Mg2+ Li+ K+ Ca2+ Cl- S 

Zi3 199.13 33.57 1.86 5.88 0.08 47.41 2.40 

Zi4 199.00 14.00 0.78 11.68 22.47 35.32 22.51 

Zi5 510.92 32.22 1.74 5.30 16.52 290.67 16.02 

Zi6 122.65 Saturado 1.48 10.29 0.14 87.80 5.19 

Zi7 109.61 46.70 2.39 38.71 0.10 314.40 4.99 

Zi8 164.46 25.37 1.29 0.50 2.98 329.38 2.96 

Zi9 213.50 12.28 0.68 2.97 0.11 359.45 1.83 

Zi10 211.05 18.94 1.54 16.66 31.58 115.80 20.17 

Zi11 223.33 8.28 0.51 4.99 0.23 383.29 2.93 

Zi12 219.90 10.06 0.59 4.91 0.27 362.15 3.08 

Zi13 151.80 2.22 0.13 3.13 23.48 554.00 18.70 

Zi14 458.74 3.69 0.13 0.33 0.04 231.67 0.33 

Zi15 134.61 24.53 0.05 21.68 0.02 136.60 14.38 

Zi16 329.45 0.31 0.02 0.71 0.31 498.11 0.00 

Zi18 152.29 19.14 0.99 22.00 0.31 292.22 2.24 

Zi19 0.56 0.06 0.00 0.03 0.11 0.86 0.09 

Zn3 621.22 16.44 0.83 7.27 0.15 453.27 2.99 

Zn4 263.53 1.23 0.05 0.97 0.37 405.80 0.41 

Zn5 147.36 36.56 1.83 31.70 0.25 347.24 3.74 

Zn6 336.71 1.77 0.07 1.24 2.26 388.60 1.72 

Zn7 300.51 1.00 0.05 0.66 0.28 232.11 0.40 

Zn8 218.16 8.02 0.38 2.78 0.22 368.59 1.06 

Zn14 148.47 5.84 0.29 3.38 0.31 379.02 2.26 

Zn15 283.49 0.62 0.02 0.37 0.06 235.00 0.36 

i3 224.76 10.40 0.63 16.64 0.54 375.84 1.79 

i4 161.24 2.23 0.12 3.18 10.74 104.35 6.67 

i6 98.39 30.98 1.90 14.48 0.22 129.03 5.91 

i7 140.58 12.31 0.89 6.65 0.62 114.16 1.47 

i8 194.30 2.50 0.10 1.94 20.89 347.00 16.36 

i9 71.85 6.02 0.40 4.01 0.20 63.47 1.57 

i10 37.64 74.09 6.22 11.16 5.11 187.55 7.03 

i11 178.43 3.34 0.01 5.75 1.40 272.10 0.64 

i12 143.29 9.71 0.70 5.61 0.33 108.82 2.38 

i14 162.60 4.21 0.26 2.61 0.73 118.33 0.45 

i15 78.81 46.05 1.21 23.48 0.23 105.33 12.57 

i16 188.58 4.95 0.17 7.28 1.56 294.64 0.69 

i18 146.32 5.03 0.33 2.79 0.93 92.32 0.55 

i19 0.64 0.04 0.00 0.06 0.22 0.00 0.08 

Zn20 153.57 6.67 0.42 4.30 1.01 129.97 0.83 

Zn21 208.67 1.17 0.05 1.84 5.08 353.67 4.33 

Zn22 145.56 11.59 0.73 7.29 0.44 118.45 1.55 

Zn23 258.18 0.58 0.02 0.29 0.07 203.13 0.18 

Zn24 218.39 13.06 0.52 17.45 0.68 369.39 1.55 

Zn25 345.03 0.19 0.01 0.12 0.09 458.29 0.57 

Zn26 145.17 9.02 0.51 5.83 0.45 107.66 1.58 

Zn28 144.10 8.71 0.47 6.33 0.60 146.55 1.23 

Zn29 259.73 0.52 0.02 0.28 0.11 247.62 0.30 
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El agua de Río Grande mostró un contenido inferior a 1 g/L para estos iones. Na+ 

y Ca2+ fueron los cationes más abundantes con una concentración media de 0.60 y 

0.17 g/L respectivamente, seguido por el Mg2+ (0.05 g/L) y K+ (0.04 g/L). El litio fue 

el catión menos concentrado (4·10-3 g/L). En cuanto al Cl-, la concentración media 

fue de 0.43 g/L y el contenido medio de azufre de 0.09 g/L (Tabla 3.3). 

Los datos sobre la concentración de cada elemento no mostraron una 

distribución normal (P-valor < 0.05; Figura S3.5 A-E,G), excepto el contenido de 

cloruros, cuya distribución fue normal (P-valor: 1.016 ·10-1; Figura S3.5 F). 

Se encontraron evidencias significativas que indican una variación geográfica 

para todos los iones principales (P-valor < 0.05; Figura S3.6 A-D,F-G) excepto para 

el Ca2+ (P-valor: 2.163·10-1; Figura S3.6 E). Las concentraciones medias de Na+, Mg2+, 

Li+, K+ y azufre fueron significativamente diferentes entre ambas áreas del Salar de 

Uyuni (Tabla S3.3 A), siendo la concentración media de Mg2+, Li+, K+ y azufre 

superior en el área industrial, mientras que el Na+ lo fue en el área no industrial 

(Figura S3.6 A-D,G). En cuanto a la concentración media del anión Cl-, no hubo 

diferencias significativas entre las dos áreas del salar (Tabla S3.3 A), a pesar de que 

su concentración media fue mayor en el área no industrial (Figura S3.6 F). 

En cambio, sólo se encontraron variaciones estacionales para el Na+ y Cl-, con el 

mayor contenido de ambos iones en la época seca-fría (P-valor < 0.05; Figura S3.7 

A,F). Para el resto de iones no se encontraron diferencias significativas entre ambas 

estaciones (Figura S3.7 B-E,G). 

Por último, se observaron diferencias significativas entre los tipos de muestras 

recogidas en este estudio (P-Valor < 0.05; Tabla S3.3 B). El Na+ fue más abundante 

en las muestras de sal del Salar de Uyuni (Figura S3.8 A), mientras que la 

concentración media de los cationes Mg2+, Li+ y K+ fue mayor en las salmueras y 

sedimentos, mientras que fueron menos abundantes en la sal del salar (Figura S3.8 

B-D). No hubo diferencias significativas de la concentración del anión Cl- en las 

muestras de sedimentos, sales y salmueras del Salar de Uyuni (Figura S3.8 F). Los 

sedimentos del Salar de Uyuni presentaron el mayor contenido de Ca2+ y azufre 

(Figura S3.8 E,G). 

2.3. Mineralogía 

Los datos obtenidos por XRD muestran que la halita es el principal mineral tanto 

en las muestras de sal como de sedimentos del Salar de Uyuni. Se observaron, 
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además, diferencias en la composición mineralógica entre muestras de la época 

seca-fría y húmeda-cálida. En la época seca-fría destacan la kutnohorita, el yeso, la 

wurtzita y la cerianita, mientras que la berborita sólo se identificó en la época 

húmeda-cálida. En cuanto a su distribución, la kutnohorita y el yeso se detectaron 

en el área industrial, al contrario que la berborita y la cerianita, identificados 

únicamente en el área no industrial (Tabla 3.4). 

Tabla 3.4. Composición mineralógica de las muestras sólidas obtenidas mediante XRD 
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Capítulo 4 

1. Introducción 

La diversidad de procariotas del Salar de Uyuni ha sido descrita previamente 

mediante técnicas de clonación (Rubin et al., 2017) y secuenciación masiva del gen 

ribosomal 16S ARNr, en estudios cuyo número de muestras osciló entre 2 y 10 

(Haferburg et al., 2017; Pérez-Fernández et al., 2019; Ramos‐Barbero et al., 2019; 

Pecher et al., 2020). También se ha caracterizado la comunidad vírica de este hábitat 

y sus relaciones con la comunidad microbiana (Ramos‐Barbero et al., 2019). 

En este capítulo se presenta el mayor estudio de ecología microbiana en el Salar 

de Uyuni, basado en los resultados obtenidos a partir de dos técnicas 

independientes de cultivos aplicadas en 46 muestras. Se utilizó la hibridación in situ 

fluorescente para determinar la abundancia de microorganismos en este ecosistema 

y la distribución de los tres dominios de la vida. Con el fin de identificar los 

microorganismos que componen la comunidad del Salar de Uyuni se aplicaron 

tecnologías NGS para estudiar el microbioma. 

2. Resultados 

2.1. Abundancia de microorganismos 

2.1.1. Número de microorganismos totales en el Salar de Uyuni 

La abundancia celular se analizó en 40 muestras de la superficie del Salar de 

Uyuni. El recuento de DAPI resultó en abundancias microbianas que oscilaron entre 

2.64·105 y 9.02·107 microorganismos·mL-1 o g-1 (Tabla 4.1). 

Los datos de la abundancia de microorgnaismos no presentó una distribución 

normal (P-valor < 0.05; Figura S4.1). Los resultados del análisis estadístico 

encontraron variaciones estacionales en el número de microorganismos (P-valor: 

5.787·10-4), mientras que no se detectaron diferencias significativas entre áreas de 

muestreo (P-valor: 9.801·10-1). 
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Tabla 4.1. Abundancia de microorganismos en las muestras de la superficie del Salar de Uyuni, 

en la muestra obtenida de la perforación a 20 m de profundidad en el área industrial del Salar 

de Uyuni (Zi20) y Río Grande (Zi19/i19) 

M
u

e
st

ra
 

Microorganismos 
Totales 

Bacterias Arqueas Eucariotas 

Cel·L-1 o g-1 Cel·L-1 o g-1 % Cel·L-1 o g-1 % Cel·L-1 o g-1 % 

Zi3 5.14·107 5.60·106 10.91 1.23·104 0.02 1.94·106 3.78 

Zi4 3.74·107 2.70·105 0.72 bld - 1.95·106 5.22 

Zi5 1.82·107 2.62·104 0.14 bld - 5.77·105 3.17 

Zi6 4.11·107 6.02·105 1.46 bld - 5.53·105 1.35 

Zi7 1.77·107 4.37·106 24.70 bld - bld - 

Zi8 8.84·106 4.79·105 5.42 bld - 1.72·105 1.95 

Zi9 1.40·107 5.86·105 4.17 bld - 8.85·104 0.63 

Zi10 5.40·107 3.15·106 5.83 bld - bld - 

Zi11 5.41·107 8.85·105 1.63 bld - 7.99·105 1.48 

Zi12 3.42·107 1.39·106 4.06 bld - 6.76·105 1.97 

Zi13 8.73·106 bld - bld - bld - 

Zi15 2.87·107 3.02·106 17.69 2.62·105 1.54 6.56·104 0.38 

Zi18 3.94·107 1.92·106 4.88 1.11·104 0.03 5.97·105 1.51 

Zi20 5.85·106 6.88·104 1.18 bld - 4.59·104 0.78 

Zi19 1.66·107 3.61·106 21.76 3.67·106 22.16 2.26·105 1.36 

Zn3 3.51·107 1.79·107 50.98 7.41·105 2.11 1.17·106 3.34 

Zn5 3.61·107 1.41·107 39.02 3.15·105 0.87 1.68·106 4.65 

Zn8 2.96·107 1.86·106 6.28 8.13·105 2.74 1.08·106 3.63 

Zn14 2.12·107 4.50·106 21.19 9.29·105 4.38 1.06·106 4.97 

i3 1.63·106 6.64·104 4.07 3.21·105 19.68 bld - 

i4 6.86·106 1.72·105 2.51 5.74·104 0.84 bld - 

i6 6.97·105 6.64·104 9.52 4.98·104 7.14 bld - 

i7 1.84·106 4.92·104 2.67 1.47·105 8.00 bld - 

i8 2.40·107 bld - bld - bld - 

i9 6.42·105 7.74·104 12.07 1.11·104 1.72 bld - 

i10 3.37·106 bld - bld - bld - 

i11 2.64·105 bld - bld - bld - 

i12 2.88·105 3.32·104 11.54 1.11·104 3.85 bld - 

i14 6.24·106 1.11·105 1.77 3.32·105 5.32 bld - 

i16 3.96·107 1.27·107 32.00 7.78·105 1.96 2.05·105 0.52 

i18 3.32·107 1.37·107 41.37 1.16·106 3.50 5.53·104 0.17 

i19 9.86·106 6.46·106 65.59 9.57·105 9.71 1.18·104 0.12 

Zn20 1.96·106 2.56·105 13.04 8.95·105 45.65 1.07·104 0.54 

Zn21 2.08·107 5.11·106 24.52 6.89·106 33.08 1.19·105 0.57 

Zn22 8.63·105 2.66·105 30.77 1.55·105 17.95 4.43·104 5.13 

Zn23 9.02·107 5.43·106 6.02 5.38·107 59.62 2.34·106 2.60 

Zn24 9.31·105 2.21·105 23.75 1.22·105 13.06 3.87·104 4.16 

Zn25 8.97·107 1.03·107 11.51 7.98·107 88.94 3.44·105 0.38 

Zn26 7.71·105 2.88·105 37.32 8.85·104 11.48 1.11·104 1.44 

Zn28 5.79·105 1.22·105 21.02 6.64·104 11.46 1.11·104 1.91 

Zn29 7.63·106 1.49·106 19.53 6.50·106 85.12 bld - 

bld: bajo límite de detección. Al no detectar señales no se pudo calcular el porcentaje de ese 
dominio (-) 
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A lo largo de la época seca-fría, el número medio de microorganismos en el área 

industrial fue de 3.14·107 células/L o g, y en el área no industrial de 3.05·107 células 

por litro de salmuera/agua o gramo de sal/sedimento. Mientras que en la época 

húmeda-cálida, el número medio de microorganismos en el área industrial fue de 

9.91·106 y en el área no industrial fue de 2.37·107 células/L o g (Figura 4.1). El 

número de microorganismos contabilizados en Río Grande fue similar al rango de 

microorganismos detectados en el Salar de Uyuni, y fueron más abundantes durante 

la época húmeda-cálida (Tabla 4.1). 

 

Figura 4.1. Boxplot que detalla el número de microorganismos medio en el Salar de Uyuni en 

función del área (A) y la época (B) en que se tomaron las muestras 

Aunque el número medio de microorganismos en las muestras de sales fue mayor 

al contabilizado en las salmueras y los sedimentos del Salar de Uyuni (Figura S4.2), 

no se encontraron diferencias significativas entre el número medio de microorga-

nismos detectados para cada tipo de muestra (P-valor: 5.848·10-1). 

2.1.2. Abundancia de los diferentes dominios de la vida en la superficie del Salar de 

Uyuni 

No se detectaron bacterias mediante CARD-FISH en las muestras Zi13, i8, i10 e 

i11 (Tabla 4.1; Figura 4.2), correspondientes al área donde se desarrolla la actividad 

industrial. En cuanto a las arqueas, se detectaron en todas las muestras del área no 

industrial del Salar de Uyuni, mientras que en la mayoría de las muestras del área 
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industrial (Zi4-Zi13; i8, i10 e i11) no se consiguieron detectar (Tabla 4.1; Figura 4.2). 

Se cuantificó el número de células eucariotas basándose en las señales negativas tras 

la hibridación con ambas sondas y en la identificación del núcleo celular mediante 

la tinción con DAPI. En todas las muestras de la época seca-fría, a excepción de las 

muestras Zi7, Zi10 y Zi13, se detectaron eucariotas, mientras que en la época 

húmeda-cálida se detectaron en las muestras i16 e i18 de la zona industrial y en 

todas las muestras del área no industrial a excepción de la muestra Zn29 (Tabla 4.1; 

Figura 4.2). 

 

Figura 4.2. Porcentaje estimado por encima del 1% de bacterias, arqueas y de eucariotas en 

muestras del Salar de Uyuni. La muestra i14* corresponde a la muestra de sal de la salmuera 

i14 

Los datos para cada dominio no presentaron una distribución normal (P-valor < 

0.05; Figura S4.3). Se observaron variaciones estacionales significativas tanto en el 

número de arqueas (P-valor: 8.954·10-3) como de eucariotas (P-valor: 3.770·10-4), 

siendo la época seca-fría cuando se registró el mayor número medio de eucariotas 

(7.0·105 eucariotas/L o g). En cambio, el número medio de arqueas fue mayor en la 
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época húmeda-cálida (6.7·106 arqueas/L o g) en el Salar de Uyuni (Figura S4.4). 

Asimismo, se observaron diferencias significativas entre las áreas de muestreo en el 

número de bacterias (P-valor: 3.404·10-2) y de arqueas (P-valor: 1.268·10-4). El 

mayor promedio de bacterias (4.8·106 bacteria/L o g) y arqueas (1.2·107 arqueas/L 

o g) se detectaron en el área no industrial del Salar de Uyuni y en Río Grande, donde 

las bacterias alcanzaron la media de 5.0·106 bacteria/L o g (Figura S4.4). Del mismo 

modo, se encontraron diferencias significativas entre los tipos de muestras en el 

número de bacterias (P-valor: 1.329·10-2), con diferencias de hasta un orden de 

magnitud entre las muestras de sal (4.8·106 bacterias/g) y de sedimentos (1.5·105 

bacterias/g) (Figura S4.4; Tabla S4.2), y en el número de arqueas (P-valor: 1.053· 

10-4), que alcanzaron valores de 2.5·105 arqueas/L de media en la salmuera, 9.5·103 

arqueas/g en sedimentos, 2.3·107 arqueas/L en el agua y 2.9·107 arqueas/g en la sal 

(Figura S4.4; Tabla S4.2). 

Se observó en las muestras del Salar de Uyuni la presencia de microorganismos 

tanto de vida libre como formando posibles consorcios microbianos, tal y como 

muestran las imágenes captadas mediante microscopía de barrido láser confocal 

(Figura 4.3 D,L,P,T). 

La observación de eucariotas mediante microscopía sugiere que las algas son los 

principales organismos de la comunidad eucariótica del Salar de Uyuni (Figura 4.4, 

Figura 4.3 A,I). Además, también se observaron hifas de hongos en la muestra del 

ojo del salar Zn22 (Figura 4.4 J) y en Río Grande (Figura 4.3 Q). 
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Figura 4.3. Imágenes de CLSM de las muestras Zn5 (A-D), Zi3 (E-H), Zn25 (I-L), i3 (M-P), Zi9 

(Q-T) e i19 (U-X) del Salar de Uyuni. En Azul, tinción general de ADN (DAPI). En verde, 

bacterias (sonda EUB338 I-III). En rojo, arqueas (sonda ARC915). Barra de escala: 5 μm 
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Figura 4.4. Diversidad de eucariotas presentes en el Salar de Uyuni. Área industrial: Zi3 (A-B), 

i4 (C) y i14 (D); área no industrial: Zn23 (E-H), Zn22 (I-J), Zn25 (K, O-P) y Zn24 (L-N). En las 

imágenes M-P se observan, además, señal de la sonda específica para bacterias (verde) y de 

arqueas (rojo). Barra de escala: 5 µm 

2.2. Diversidad de microorganismos del Salar de Uyuni 

Del total de muestras tomadas en la superficie del Salar de Uyuni, sólo se logró la 

amplificación de los genes ribosomales 16S y 18S ARNr en 34 muestras utilizando 

el par de cebadores específicos para bacterias, 31 muestras utilizando los cebadores 

específicos para arqueas y 29 muestras utilizando cebadores específicos para 

eucariotas (Tabla S4.1). La secuenciación de los grupos de amplicones dio como 

resultado 8,591,680; 5,613,465 y 4,203,021 lecturas con los pares de cebadores 

específicos de bacterias, arqueas y eucariotas respectivamente. 
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2.2.1. Descripción de las comunidades procariotas del Salar de Uyuni 

Una vez editadas las lecturas mediante cutadapt y aplicando el algoritmo Dada2 

de acuerdo con los criterios de calidad, se obtuvieron un total de 6,425 y 6,269 

secuencias correspondientes al par de cebadores específicos para la amplificación 

del gen 16S ARNr de bacterias y arqueas respectivamente. El tamaño medio de las 

secuencias obtenidas con los cebadores de bacterias fue de 409 ± 15 pb (mín. 381 

pb; máx. 493 pb), siendo el 98% de estas secuencias de 428 pb. En cuanto a las 

secuencias obtenidas con los cebadores de arqueas, el tamaño medio fue de 313 ± 

16 pb (mín. 255 pb; máx. 440 pb), siendo el 98% de estas secuencias de 357 pb.  

Las curvas de rarefacción saturadas confirmaron que los resultados analizados 

son una buena representación de la diversidad microbiana del Salar de Uyuni 

(Figura S4.5). 

A partir de las secuencias obtenidas con los cebadores específicos de bacterias, 

se clasificaron 3,117 variantes como bacterias y 3,308 variantes como arqueas. Dado 

que se trata de cebadores específicos para bacterias, se decidió filtrar las variantes 

correspondientes a arqueas para realizar los posteriores análisis de diversidad. 

Asimismo, se filtraron las secuencias clasificadas como cloroplastos dentro del filo 

Cyanobacteria ya que corresponden al gen ribosomal 16S ARNr de estos orgánulos 

presentes en algas. Se identificaron un total de 22 filos de bacterias tras la filtración 

(Figura 4.5). Proteobacteria y Bacteroidetes fueron los grupos de bacterias más 

abundantes en el Salar de Uyuni, representando más del 80% del total de la 

comunidad bacteriana. Bacteroidetes fue el filo dominante en el área industrial 

durante la época seca-fría y en el área no industrial en ambas épocas, mientras que 

el filo Proteobacteria resultó ser el dominante en la mayoría de las muestras del área 

industrial en la época húmeda-cálida. El filo Proteobacteria fue también el más 

abundante en la muestra de agua de Río Grande (i19). El tercer filo más abundante 

en el Salar de Uyuni fue Patescibacteria, siendo dominante en las muestras i3, i6, Zn3 

y Zn22. Juntos, estos tres filos representan al menos el 50% de la comunidad de 

procariotas en la mayoría de las muestras, como se observa en la Figura 4.5. Otros 

filos importantes en el Salar de Uyuni fueron Actinobacteria, Lentisphaerae, 

Firmicutes, Chloroflexi, Deinococcus-Thermus, Fusobacteria y Planctomycetes. De 

hecho, Actinobacteria fue el filo predominante en las muestras Zi10 y Zi18, mientras 

que el filo Firmicutes predominó en las muestras Zi4 y Zi8 (Figura 4.5). 
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Las cinco clases de bacterias más abundantes en el Salar de Uyuni fueron 

Alfaproteobacteria, Rhodothermia, Parcubacteria, Actinobacteria y la clase 

candidata ABY1 (Tabla S4.3). 

 

Figura 4.5. Distribución de los filos bacterianos en las muestras de sal (S), sedimento (Sd) y 

salmuera (B) de las áreas industrial (Ind) y no industrial (NInd) del Salar de Uyuni y de agua 

(W) de Río Grande (RG) en las épocas seca-fría (d/c) o húmeda-cálida (w/w) 

Salinibacter, Sphingorhabdus, Novosphingobium, Rhodovibrio, Micrococcus, 

Paracoccus, Loktanella, Microvirga, Methylobacterium y Desulfitibacter resultaron 

ser los diez géneros más abundantes identificados en el Salar de Uyuni (Figura 4.6). 

Salinibacter fue el género más frecuente, representando más del 80% de la 

comunidad en la mayoría de muestras del Salar de Uyuni. Destacan, además, otros 

géneros como Desulfitibacter, que fue el género más abundante en la muestra Zi8; 

Loktanella, el cual predominó en la muestra i16; Micrococcus en las muestras Zi10 y 

Zi18; Novosphingobium, el más abundante en la muestra i7; o el género Paracoccus 

en la muestra i12 (Figura 4.6).  
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Figura 4.6. Distribución de los géneros bacterianos en las muestras de sal (S), sedimento (Sd) y 

salmuera (B) de las áreas industrial (Ind) y no industrial (NInd) del Salar de Uyuni y de agua 

(W) de Río Grande (RG) en las épocas seca-fría (d/c) o húmeda-cálida (w/w) 

En cuanto a los resultados obtenidos mediante la secuenciación con el par de 

cebadores específicos para arqueas, 4,445 variantes se clasificaron en el dominio 

Archaea, 1,579 en el dominio Bacteria y 245 variantes quedaron sin asignar. Tras la 

filtración, en la cual se desestimaron aquellas secuencias pertenecientes a bacterias, 

se identificaron siete filos de arqueas. El más numeroso fue el filo Euryarchaeota, 

que representó más del 80% de la comunidad de arqueas en la mayoría de las 

muestras. Además, se identificaron los filos Nanoarchaeota, Hadesarchaeota, 

Diapherotrites, Thaumarchaeota, Altiarchaeota y Crenarchaeota (Figura 4.7). 

Tres muestras de la zona industrial en la época húmeda-cálida, i6, i11 e i18, 

mostraron diferencias en la distribución de la comunidad de arqueas (Figura 4.7). 

En la muestra i6, que es una zanja de la zona de extracción de litio, Nanoarchaeota 

resultó ser el filo predominante, seguido del filo Euryarchaeota. Esta muestra parece 

estar dominada por los microorganismos conocidos como ultra pequeños, dado que 

el filo Patescibacteria fue también el más abundante del dominio Bacteria (Figura 

4.5). La mayoría de las secuencias del pozo i11 se clasificaron como parte del 

dominio Archaea, pero no fue posible profundizar en otros niveles taxonómicos, lo 
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que sugiere que hay un número importante de especies desconocidas en la 

comunidad de arqueas de esta muestra. En cuanto a las secuencias que pudieron ser 

clasificadas en esta muestra, los filos Hadesarchaeota y Nanoarchaeota fueron los 

más numerosos, mientras que el filo Euryarchaeota representó menos del 5% de la 

comunidad total. Por último, la muestra de salmuera i18, que corresponde a la torre 

de sal izquierda, estuvo dominada por el filo Thaumarchaeota y es una de las pocas 

muestras donde se identificaron miembros del filo Crenarchaeota. Éste último, se ha 

detectado también en Río Grande, cuya desembocadura está próxima a la muestra 

i18 al sur del Salar de Uyuni (Figura 4.7). 

 

Figura 4.7. Distribución de los filos de arqueas en las muestras de sal (S), sedimento (Sd) y 

salmuera (B) de las áreas Industrial (Ind) y no Industrial (NInd) del Salar de Uyuni y de agua 

(W) de Río Grande (RG) en las épocas seca-fría (d/c) o húmeda-cálida (w/w) 

Entre las clases de arqueas identificadas, las cinco más abundantes fueron 

Halobacteria, presente en todas las muestras; Nanohaloarchaea, identificada en 

todas las muestras excepto en i12 y Río Grande; Woesearchaea, Methanomicrobia, 

y Uncultured Candidate division MSBL1 archaeon (Tabla S4.3). Mediante la sonda 

específica para la clase Nanohaloarchaea se detectaron miembros de esta clase de 

arqueas aplicando la hibridación in situ fluorescente (Figura 4.8).  
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Figura 4.8. Imágenes de CLSM de miembros de la clase Nanohaloarchaea en la muestra Zn22. 

(A) DAPI (B) sonda Narc1214. Barra de escala: 5 μm 

A nivel de género, Halonotius y Halorubrum fueron los más abundantes en el Salar 

de Uyuni. Halorubrum se detectó en todas las muestras, así como el género 

Haloarcula, mientras que el género Halonotius se identificó en todas las muestras, 

excepto en la muestra i11, correspondiente a un pozo de la zona de extracción de 

litio tomada durante la época húmeda-cálida. Además de estos dos géneros, dos 

miembros no cultivados del orden Halobacteriales, el género Halobacterium, un 

miembro no cultivado de la familia Nanohaloarchaeaceae y los géneros Halapricum, 

Halovenus, Halorubellus y Halobellus representaron los diez géneros de arqueas más 

abundantes en el Salar de Uyuni (Figura 4.9). 

Las diferencias en la composición taxonómica en función del área, la época o el 

tipo de muestras se analizaron mediante el Análisis de Composición de Microbiomas 

(prueba ANCOM), que asume que la abundancia de pocos taxones variaría entre 

grupos (menos del 25%). La prueba ANCOM tiene en cuenta la estructura 

subyacente de los datos y no asume ninguna presunción sobre la distribución 

(Mandal et al., 2015). La composición de la comunidad fue heterogénea a nivel de 

filos y géneros al comparar las áreas geográficas y el tipo de muestras. Los taxones 

involucrados significativamente en esta heterogeneidad fueron los filos Nitrospirae, 

Armatimonadetes, Acetothermia, Verrucomicrobia, Fibrobacteres, WPS-2, Spiro-

chaetes, Epsilonbacteraeota, Tenericutes, GAL15, Gemmatimonadetes, Bacteroi-

detes, Acidobacteria (Figura S4.6 A; Figura S4.7 A), Crenarchaeota y Nanoarchaeota 

(Figura S4.6 B; Figura S4.7 B). Al comparar áreas o tipos de muestras, los géneros 
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Hyphomonas, Methanosarcina, Methanosaeta y otros géneros candidatos o 

desconocidos podrían ser significativos para explicar las diferencias en la 

composición de la comunidad procariota (Figura S4.6 C,D; Figura S4.7 C,D). No hubo 

significancia para ningún taxón que explicase las diferencias en las comunidades de 

cada época climatológica. 

 

Figura 4.9. Géneros de arqueas detectados en las muestras de sales (S), sedimentos (Sd) y 

salmueras (B) de las áreas Industrial (Ind) y no Industrial (NInd) del Salar de Uyuni y del agua 

(W) de Río Grande (RG) recogidas en las épocas seca-fría (d/c) o húmeda-cálida (w/w) 

Un total de 42 especies de bacterias y arqueas se identificaron mediante el 

análisis de variantes de las secuencias del gen ribosomal 16S ARNr, de las cuales 

ocho especies pertenecen a la clase Alphaproteobacteria (Altererythrobacter 

sediminis, Belnapia rosea, Candidatus Finniella lucida, Candidatus Odyssella 

thessalonicensis L13, Loktanella salsilacus, Loktanella vestfoldensis, Oceanibaculum 

indicum y Roseomonas frigidaquae), cuatro al filo y la clase Actinobacteria 

(Actinocorallia aurantiaca, Arthrobacter agilis, Kocuria rhizophila y Labedaea 

rhizosphaerae) y una a la clase bacteriana Deinococci (Deinococcus geothermalis). 

Mientras que 26 de las especies pertenece a la clase de arqueas Halobacteria 

(Halanaeroarchaeum sulfurireducens, Haloarchaeobius litoreus, Halobacterium cuti-

rubrum, Halobaculum magnesiiphilum, Halobellus clavatus, Halodesulfurarchaeum 



Diversidad microbiana a partir de técnicas independientes de cultivo 

72 

formicicum, Halohasta litorea, Halomicrobium katesii, Halomicrobium zhouii, Halo-

parvum alkalitolerans, Halopenitus persicus, Haloplanus litoreus, Haloplanus natans, 

Haloplanus salinus, Halorhabdus tiamatea, Halorientalis persicus, Halorubellus 

litoreus, Halorussus ruber, Halosimplex salinum, Halostella salina, Haloterrigena 

saccharevitans, Halovenus aranensis, Natronoarchaeum mannanilyticum, Salinibacu-

lum litoreum, Salinirubrum litoreum y Salinirussus salinus), dos pertenecen a la clase 

Nanohaloarchaea (Candidatus Haloredivivus sp. G17 y Candidatus Nanosalinarum sp. 

J07AB56) y una a la clase Methanomicrobia (Methanohalobium evestigatum). 

2.2.2. Análisis de la diversidad de procariotas del Salar de Uyuni 

Los índices de β-diversidad, tanto el índice UniFrac como el índice Jaccard, 

corroboran la heterogeneidad de la comunidad bacteriana (Figura 4.10 A,C). Por el 

contrario, la comunidad de arqueas mostró una mayor homogeneidad entre 

muestras tal y como se refleja en la Figura 4.10 B,D, donde la mayoría de las 

muestras se agrupan en el mismo conjunto. Entre ambos índices calculados, UniFrac 

permitió explicar mejor la β-diversidad ya que el 48,7% de las variabilidades de la 

comunidad bacteriana y el 53,3% de la arquea se describen en el primer eje (Figura 

4.10 A,B). 

Las diferencias en la diversidad bacteriana y de arqueas parecen estar 

relacionadas con la posición geográfica de las muestras, y la diversidad de arqueas 

también estaría influenciada por las variaciones estacionales (Tabla S4.4). Las 

muestras Zi8, Zi13, Zi14 (del área industrial durante la época seca-fría), i6, i11, i18 

(del área industrial, en la época húmeda-cálida), Río Grande (época húmeda-cálida), 

Zn3 (área no industrial, época seca-fría) y Zn22 (área no industrial, época húmeda-

cálida) son las que muestran mayor divergencia con el resto de las muestras en 

cuanto a la comunidad bacteriana y de arqueas, las cuales se agrupan en el grupo 

principal (Figura 4.10 A,B). La comunidad de arqueas en Río Grande se diferenció 

del resto de las muestras del Salar de Uyuni, mientras que su comunidad bacteriana 

fue similar a la de las muestras Zi10, Zi18, i9, i12, i16 e i18, lo que podría deberse a 

que estas muestras se localizan en la parte sur del Salar de Uyuni, cerca del estuario 

del río.  
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Figura 4.10. Gráficos de diversidad beta. Matriz de distancia del índice UniFrac ponderada de 

las comunidades de bacterias (A) y de arqueas (B). Matriz de distancia del índice Jaccard de 

las comunidades de bacterias (C) y de arqueas (D). En rojo muestras de la época húmeda-

cálida y en azul de la época seca-fría. Círculos abiertos corresponden a las muestras de la zona 

industrial, círculos sólidos a la zona no industrial y la forma de diamante a la muestra de Río 

Grande en la época húmeda-cálida 

La comunidad procariota de las diferentes muestras del Salar de Uyuni es rica en 

especies, como indica el índice de Shannon (valores por encima de 3), pero está 

dominada por solo unas pocas, como sugiere el índice de Simpson, cuyos valores 

fueron cercanos a 1 (Tabla 4.2). Esto parece ser una característica general del Salar 

de Uyuni, ya que no se observaron diferencias significativas entre los índices de α-

diversidad en función del área, la época o el tipo de muestra recogida (Tabla S4.5). 

Una excepción se observó en la muestra Zi12, cuya comunidad bacteriana presenta 

una menor riqueza de especies y además el índice de Simpson indica que no hay 

especies dominantes en la comunidad (Tabla 4.2).  
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Tabla 4.2. Índices de α-diversidad de Shannon y Simpson de las comunidades de bacterias y de 

arqueas del Salar de Uyuni. En azul muestras de la época seca-fría, en morado muestras de la 

época húmeda-cálida. Índices de Shannon con valores inferiores a 2 en rojo, entre 2 y 3 en 

amarillo y superiores a 3 en verde. Índices de Simpson con valores cercanos a 1 en naranja 

 

 

 

 

 

Muestras 
Bacteria Archaea 

Shannon Simpson Shannon Simpson 

Zi4 4.7 0.95 n.d. n.d. 

Zi5 4.1 0.9 5.8 0.94 

Zi8 4.5 0.91 5.7 0.94 

Zi9 3.6 0.84 6.5 0.97 

Zi10 4.2 0.93 n.d. n.d. 

Zi11 3.8 0.86 6.2 0.96 

Zi12 1.4 0.32 5.9 0.96 

Zi13 6 0.96 8.3 0.99 

Zi14 5.8 0.96 8.3 0.99 

Zi16 3.7 0.86 6.8 0.98 

Zi18 2.8 0.6 n.d. n.d. 

i3 4.3 0.88 8 0.98 

i4 5.2 0.92 7.8 0.99 

i6 4.8 0.94 6.1 0.93 

i7 4.1 0.92 5.5 0.88 

i9 2 0.52 7.6 0.99 

i11 2 0.59 4.6 0.93 

i12 4.2 0.9 3 0.83 

i14 4.1 0.84 7.4 0.98 

i16 4.9 0.93 5.9 0.96 

i18 7.2 0.96 6.7 0.97 

i19 8 0.98 3.9 0.86 

Zn3 6.3 0.97 7.1 0.97 

Zn4 3.8 0.89 6 0.94 

Zn5 4.2 0.92 4.5 0.84 

Zn6 4.3 0.9 5.9 0.95 

Zn7 3 0.79 6.1 0.97 

Zn15 5.2 0.95 5.4 0.95 

Zn20 3.3 0.78 4.7 0.83 

Zn22 5.9 0.97 7 0.98 

Zn23 5.2 0.94 6.4 0.95 

Zn24 3.4 0.86 6.9 0.98 

Zn25 4.5 0.93 6.5 0.96 

Zn26 5.4 0.95 6.6 0.97 
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2.2.3. Caracterización de la comunidad de eucariotas en el Salar de Uyuni 

La comunidad de microorganismos eucariotas fue estudiada mediante la 

secuenciación masiva del gen ribosomal 18S ARNr, de los cuales se obtuvieron 5,684 

variantes. El tamaño medio obtenido de las secuencias fue de 377 ± 5 pb (mín. 295 

pb; máx. 412 pb), siendo 391 pb el tamaño que corresponde al 98% de las 

secuencias. Sin embargo, no fue posible clasificar taxonómicamente las variantes 

obtenidas más allá del dominio Eukarya con el programa Qiime2, a pesar de intentar 

ajustar los parámetros de Dada2 y del algoritmo de clasificación taxonómica. 

Por ello, se recurrió al pipeline Qiime1, basado en la obtención de OTUs. Así, se 

obtuvieron un total de 14,705 OTUs en la época seca-fría y 23,109 OTUs en la época 

húmeda-cálida a partir de las secuencias del gen ribosomal 18S. No obstante, sólo 

un 0.1% de estos OTUs pudieron ser clasificados más allá del nivel de dominio 

(Figura 4.11 A), cuya distribución se puede observar en la Figura 4.11 B. Cabe 

destacar la muestra Zi18, donde la totalidad de los OTUs sólo se pudieron clasificar 

a nivel de dominio. En cuanto a las secuencias que pudieron ser clasificadas en el 

Salar de Uyuni, destacan los grupos Archaeplastida, Opisthokonta y SAR. El grupo 

Archaeplastida supuso más de la mitad de la comunidad clasificada de eucariotas de 

la mayoría de las muestras, siendo la totalidad de la comunidad de eucariotas 

conocidos identificada en las muestras Zn6, Zi5 e i12.  

Las divisiones de algas verdes Charophyta y Chlorophyta fueron los grupos de 

eucariotas clasificados más abundantes en el Salar de Uyuni (Figura 4.11 B). Se 

detectaron en todas las muestras, a excepción de las muestras i7 e i11 (del área 

industrial durante la época húmeda-cálida) y Zi9, Zi18 y Zn7 (de ambas áreas 

durante la época seca-fría). Dentro de las clorófitas destaca el género Dunaliella, 

sobre todo en las muestras de la época húmeda-cálida. 

Los OTUs identificados como hongos se clasificaron tanto en la división 

Ascomycota como Basidiomycota. La división Ascomycota supuso la mitad de la 

comunidad conocida de los eucariotas de la muestra Zi9. Además, en las muestras 

i18 y Zn22 se identificaron hongos del grupo Cryptomycota.  
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Figura 4.11. Distribución de eucariotas en las muestras de sal, sedimento y salmuera de las 

áreas industrial (Zi/i) y no industrial (Zn) del Salar de Uyuni en las épocas seca-fría y húmeda-

cálida. (A) Resultados obtenidos de la clasificación taxonómica. (B) Resultados tras la 

filtración de los OTUs clasificados solo a nivel de dominio eucariota. La muestra Zi18 no se 

representa en la figura B porque ninguno de los OTUs obtenidos se pudo identificar más allá 

del dominio Eukarya 

2.3. Comunidad microbiana del subsuelo profundo del Salar de Uyuni 

A partir de las muestras de sales tomadas a 20 y 80 m de profundidad de una 

perforación que se estaba desarrollando en el área industrial, se consiguió extraer 

ADN y amplificar el gen 16S ARNr con los pares de cebadores específicos de 



  Capítulo 4 

77 

bacterias y arqueas. Estos resultados han permitido hacer una primera 

aproximación de la comunidad microbiana que podría habitar en el subsuelo 

profundo del Salar de Uyuni. 

En la muestra Zi20, correspondiente a una salmuera obtenida a 20 metros de 

profundidad, se observaron un total de 5.9·106 microorganismos mediante la 

tinción con DAPI. Las arqueas no alcanzaron el nivel de detección con la sonda de 

hibridación ARC915. Sólo el 1.2 % del total de microorganismos se detectó con la 

sonda específica para bacterias (Tabla 4.1). Lamentablemente, no se pudo 

determinar el número de microorganismos presentes a 80 metros de profundidad 

mediante microscopía de fluorescencia. 

En cuanto a la diversidad, Proteobacterias, Bacteroidetes y Euryarchaeota fueron 

los filos dominantes en estas muestras, representando tres cuartas partes de las 

bacterias y arqueas identificadas en ambas profundidades (Figura 4.12 A,B). La 

mayoría de las bacterias identificadas pertenecieron a los filos Proteobacteria, 

Bacteroidetes y Firmicutes (Figura 4.12 A). Miembros del filo Deinococcus-Thermus 

sólo se detectaron a 20 metros de profundidad, mientras que los filos Acetothermia, 

Cyanobacteria, Fusobacteria y Planctomycetes sólo se identificaron a 80 metros de 

profundidad (Figura 4.12 A). Con respecto a la comunidad de arqueas, miembros de 

los filos Euryarchaeota y Nanoarchaeota supusieron la totalidad de la diversidad en 

la muestra a 20 m y más del 90% de la comunidad a 80 m. Además, los filos 

Hadesarchaeota y Diapherotrites también se detectaron a 80 m (Figura 4.12 B). 

La muestra Zi21, correspondiente a una profundidad de 80 mbs, mostró una 

mayor biodiversidad que la muestra Zi20, la cual corresponde a la zona menos 

profunda (Figura 4.13 A,B). El género más abundante a una profundidad de 20 m fue 

Idiomarina, correspondiente al 60% de la comunidad bacteriana, seguido de 

Psychroflexus y Halomonas; mientras que los géneros Massilia, Salinibacter y 

Fictibacillus dominan la comunidad bacteriana de la muestra de mayor profundidad 

(Figura 4.13 A). Con respecto a la comunidad de arqueas, el género Halorubrum fue 

el más abundante a 20 mbs, el cual, junto con el género Halonotius, conformaron más 

de la mitad de la comunidad de arqueas detectada en esta muestra. En cambio, en la 

muestra a 80 mbs, el género Halorubrum seguido de Halomicrobium, un miembro 

no cultivado del filo Euryarchaeota y el género Halonotius fueron los mayoritarios 

(Figura 4.13 B). 



Diversidad microbiana a partir de técnicas independientes de cultivo 

78 

 

Figura 4.12. Distribución de filos de bacterias (A) y de arqueas (B) identificados en la muestra 

de salmuera obtenida a 20 y 80 m de profundidad 

 

Figura 4.13. Distribución de géneros de bacterias (A) y de arqueas (B) identificados en la 

muestra de salmuera obtenida a 20 y 80 m de profundidad 
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Capítulo 5 

1. Introducción 

Hasta ahora la diversidad en el Salar de Uyuni se ha estudiado utilizando técnicas 

independientes de cultivo. Actualmente, la mayoría de estudios en ecología 

microbiana se basan en este tipo de técnicas, sobretodo mediante el uso de las 

tecnologías NGS debido a la gran cantidad de información que aportan y su fácil apli-

cación. Como resultado, cada vez hay menos trabajos dedicados al aislamiento de 

microorganismos. Sin embargo, los métodos dependientes de cultivo son esenciales 

para la caracterización fisiológica y genómica de los microorganismos (Oren, 2015).  

En este capítulo se describe una importante colección de microorganismos 

halófilos y halotolerantes pertenecientes a los tres dominios de la vida, que han sido 

aislados en once puntos de muestreo del Salar de Uyuni (seis del área no industrial 

y tres del área industrial) y Río Grande, tomadas durante las dos épocas 

climatológicas (Tabla 2.3). 

2. Resultados 

Se aislaron un total de 235 cepas clasificadas en 67 especies de los tres dominios 

(Bacteria, Archaea y Eukarya) a partir de muestras del área industrial y no industrial 

del Salar de Uyuni y del agua de Río Grande, tanto de la época seca-fría como de la 

época húmeda-cálida (Tabla 5.1). La mayoría de bacterias se aislaron en agar marino 

a diferentes salinidades y en menor medida en el medio oligotrófico R2A, mientras 

que las arqueas se aislaron en los medios Hx y NHM. El único eucariota aislado creció 

en el medio oligotrófico R2A a una salinidad del 20%. No se observó crecimiento de 

microorganismos en los múltiples controles negativos que se utilizaron. Las colonias 

que crecieron mostraron una amplia variación morfológica, incluyendo colonias 

circulares, lisas, translúcidas y transparentes y de diferentes colores como rojo, rosa 

pálido, amarillo, naranja, crema o blanco. 

Los aislados clasificados en el dominio Bacteria se agruparon mayoritariamente 

en los filos Proteobacteria y Firmicutes, seguidos de los filos Bacteroidetes y 

Actinobacteria (Figura 5.1). A pesar de utilizar un medio específico para aislar 

bacterias del filo Cyanobacteria, no se consiguió aislar ningún miembro de este 

grupo. 
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Figura 5.1. Árbol filogenético de los procariotas aislados en el Salar de Uyuni en este estudio. 

Nitrososphaera viennensis EN76 se eligió como raíz del árbol. El área y la época donde fueron 

aisladas cada cepa se indican en los dos anillos alrededor del árbol. El anillo interno indica las 

áreas de muestreo: no industrial (morado), industrial (amarillo) o Río Grande (gris). El anillo 

exterior indica la época de muestreo: seca-fría (azul) o húmeda-cálida (roja) 
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Los aislados clasificados en el filo Proteobacteria corresponden a las clases 

Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria. Respecto a las Alphaproteobacteria, 

los aislados se identificaron con las especies Limimonas halophila (≈98.0% de 

identidad), Rhodovibrio sodomensis (97.1 – 100%) y Ochrobactrum anthropic 

(100%), mientras que los aislados de la clase Gammaproteobacteria resultaron 

tener una elevada identidad de secuencia con el gen ribosomal 16S ARNr de las 

especies Pseudomonas stutzeri (99.3%), P. borbori (99.3%), Idiomarina ramblicola 

(99.4%), Halomonas titanicae (100%), Halomonas utahensis (94.2 – 99.4%), 

Halomonas ventosae (98.6%), Salicola marasensis (97.6 – 99.0%), Salicola salis 

(≈99.0%) y Halovibrio denitrificans (97.7 – 98.3%). Los aislados incluidos en el filo 

Bacteroidetes resultaron similares a las especies Aliifodinibius halophilus (98.4%), 

Mariniphaga sediminis (93.7%), Salinibacter altiplanensis (98.5%) y 

Sphingobacterium shayense (99.7%). Entre los clasificados en el filo Actinobacteria, 

las cepas resultaron cercanas a las especies Brevibacterium picturae (97.6 – 99.1%), 

Brevibacterium antiquum (99.5%), Janibacter limosus (100%), Kocuria arsenatis 

(99.7%), Kocuria palustris (100%), Leucobacter denitrificans (99.7%), 

Microbacterium murale (100%), Micrococcus yunnanensis (99.8%) y Mycobacterium 

pyrenivorans (98.8%). En el filo Firmicutes, los aislados fueron identificados como 

las especies Bacillus alcalophilus (97.2%), B. aquimaris (99.1%), B. atrophaeus 

(99.8%), B. enclensis (99.2 – 99.5%), B. haikouensis (97.6 – 99.1%), B. halmapalus 

(98.0%), B. horikoshii (98.6%), B. hwajinpoensis (98.5%), B. jeotgali (98.6%), B. 

kiskunsagensis (98.4%), B. licheniformis (98.3%), B. lindianensis (99.7%), B. litoralis 

(97.3 – 98.9%), B. megaterium (99.9%), B. mesophilus (97.6 – 97.9%), B. pakistanen-

sis (97.6%), B. persicus (98.5%), B. pumilus (99.8 – 100%), B. vallismortis (99.6 – 

100%), Brevibacillus parabrevis (93.4 – 99.8%), Domibacillus indicus (99.8%), 

Domibacillus robiginosus (99.2%), Halobacillus dabanensis (98.3%), Halobacillus 

litoralis (99.6%), Oceanobacillus kimchii (100%), Piscibacillus halophilus (95.9%), 

Sporosarcina luteola (98.8%), Staphylococcus equorum (99.0 – 100%), Thalasso-

bacillus devorans (99.5.%) y Virgibacillus marseillensis (94.6 – 96.7%) (Tabla 5.1). 

Por otro lado, los aislados incluidos en el dominio Archaea se identificaron como 

miembros del filo Euryarchaeota, concretamente de la familia Halobacteriaceae. Las 

cepas aisladas resultaron tener alta identidad de secuencia con las especies 

Halarchaeum grantii (98.0%), Haloarcula hispanica (98.8%), Haloarcula marismor-
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tui (98.4%), Haloarcula vallismortis (97.8 – 99.3%), Halobacterium noricense 

(≈99.0%), Halorubrum chaoviator (98.4 – 98.6%), Halorubrum tebenquichense 

(98.2%) y Natrinema soli (99.0%) (Tabla 5.1). 

Además de la base de datos del gen 16S ARNr disponible en el NCBI, para la 

identificación de los procariotas aislados también se utilizaron las bases de datos 

Nucleotide Collection del NCBI y EzBioCloud. Los resultados de las tres bases de 

datos fueron consistentes en cuanto a las especies identificadas para 143 de los 235 

aislados. Además, se observó que 143 aislados obtuvieron una elevada identidad de 

secuencia con microorganismos desconocidos o con secuencias resultantes de 

estudios de clonación o metagenómica tanto en las clases α-Proteobacteria y γ-

Proteobacteria, como en los filos Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes y 

Euryarchaeota (aislados subrayados en la Tabla S5.1). 

Los aislados de la familia Halomonadaceae resultaron tener una elevada similitud 

con especies de los géneros Halomonas, Salicola, Halovibrio y la especie Pseudo-

monas halophila (aislados en naranja en la Tabla S5.1). Además, los resultados de las 

tres bases de datos identificaron a 56 aislados con distintas especies del mismo 

género (en azul en la Tabla S5.1) y a cuatro aislados con especies de géneros 

distintos (en rojo en la Tabla S5.1). El aislado Zi4_MA3.5_252 fue identificado con la 

especie Sphingobacterium shayense al compararlo con las dos bases de datos del 

NCBI (100%) y en el árbol filogenético (Figura 5.1), mientras que comparando su 

secuencia con la base de datos de EzBiocloud obtuvo el mejor resultado con la 

especie Leucobacter komagatae (88%), ambas del filo Actinobacterias. En el caso de 

los aislados Zn11_MA3.5_249, Zn22_MA3.5_235 y Zn9_MA3.5_251 los resultados de 

las dos bases del NCBI coincidieron y obtuvieron unos porcentajes de similitud de 

las secuencias del gen 16S ARNr entre el 99 y el 100% con las especies Halomonas 

titanicae, Mycobacterium pyrenivorans y Microbacterium murale respectivamente, 

mientras que la base de datos de EzBiocloud las clasificó como las especies 

Janibacter limosus, Pseudomonas xanthomarina y Sphingobacterium shayense 

pertenecientes a otros filos con una similitud de secuencia de 88 a 90%. A partir del 

árbol filogenético los aislados Zn11_MA3.5_249, Zn22_MA3.5_235 y Zn9_MA3.5_251 

estuvieron próximos a las especies Halomonas titanicae, Pseudomonas 

xanthomarina y Sphingobacterium shayense respectivamente (Figura 5.1). 
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Tabla 5.1. Especies aisladas del Salar de Uyuni y Río Grande identificadas mediante la base de 

datos del gen 16S ARNr disponible en el NCBI. El gradiente verde indica el número de aislados 

identificados de esta especie en las distintas muestras. En la columna metagenómica se indica 

si ese género se ha identificado mediante secuenciación masiva (color azul)  
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Aliifodinibius halophilus Bacteroidetes Balneolaceae 1 1 1
Bacillus alcalophilus Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus aquimaris Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus atrophaeus Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus enclensis Firmicutes Bacillaceae 1 1 2 2
Bacillus haikouensis Firmicutes Bacillaceae 1 7 8 4 4
Bacillus halmapalus Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus horikoshii Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus hwajinpoensis Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus jeotgali Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus kiskunsagensis Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus licheniformis Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus lindianensis Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus litoralis Firmicutes Bacillaceae 1 1 2 2
Bacillus megaterium Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus mesophilus Firmicutes Bacillaceae 7 7 7
Bacillus pakistanensis Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus persicus Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Bacillus pumilus Firmicutes Bacillaceae 3 3 3
Bacillus vallismortis Firmicutes Bacillaceae 1 3 1 3 4
Brevibacillus parabrevis Firmicutes Paenibacillaceae 4 4 4
Brevibacterium antiquum Actinobacteria Microciccineae 1 1 1
Brevibacterium picturae Actinobacteria Microciccineae 1 4 5 2 3
Domibacillus indicus Firmicutes Bacillaceae 2 2 2
Domibacillus robiginosus Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Halobacillus dabanensis Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Halobacillus litoralis Firmicutes Bacillaceae 3 3 3
Halomonas titanicae Gammaproteobacteria Halomonadaceae 1 1 1 1

Halomonas utahensis Gammaproteobacteria Halomonadaceae 2 3 1 5 1 12 7 5 1

Halomonas ventosae Gammaproteobacteria Halomonadaceae 1 1 1 1

Halovibrio denitrificans Gammaproteobacteria Halomonadaceae 2 2 2
Idiomarina ramblicola Gammaproteobacteria Idiomarinaceae 1 1 1
Janibacter limosus Actinobacteria Intrasporangiaceae 1 1 1
Kocuria arsenatis Actinobacteria Micrococcaceae 3 3 2 1 1

Kocuria palustris Actinobacteria Micrococcaceae 2 2 1 1 1

Leucobacter denitrificans Actinobacteria Microbacteriaceae 1 1 1 1 2
Limimonas halophila Alphaproteobacteria Rhodospirillales 1 3 4 1 3 1

Mariniphaga sediminis Bacteroidetes Prolixibacteriaceae 5 5 5
Microbacterium murale Actinobacteria Microbacteriaceae 1 1 2 2 1

Micrococcus yunnanensis Actinobacteria Micrococcaceae 1 1 1 1

Mycobacterium pyrenivorans Actinobacteria Mycobacteriaceae 1 1 1 1

Oceanobacillus kimchii Firmicutes Bacillaceae 2 2 2
Ochrobactrum anthropi Alphaproteobacteria Brucellaceae 1 1 1 1

Piscibacillus halophilus Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Pseudomonas borbori Gammaproteobacteria Pseudomonadaceae 1 1 1 1

Pseudomonas stutzeri Gammaproteobacteria Pseudomonadaceae 1 1 1 1

Rhodovibrio sodomensis Alphaproteobacteria Rhodospirillales 5 52 11 68 20 46 1 1 1

Salicola marasensis Gammaproteobacteria Halomonadaceae 2 2 2 17 3 4 22 2 24
Salicola salis Gammaproteobacteria Halomonadaceae 1 1 2 2
Salinibacter altiplanensis Bacteroidetes Rhodothermaceae 1 1 1 1

Sphingobacterium shayense Bacteroidetes Sphingobacteriaceae 2 2 2
Sporosarcina luteola Firmicutes Planococcaceae 1 1 1
Staphylococcus capitis Firmicutes Staphylococcaceae 4 4 4
Staphylococcus epidermidis Firmicutes Staphylococcaceae 2 2 2
Staphylococcus equorum Firmicutes Staphylococcaceae 5 5 5
Staphylococcus hominis subsp. Firmicutes Staphylococcaceae 7 7 3 4
Thalassobacillus devorans Firmicutes Bacillaceae 1 1 1
Virgibacillus marseillensis Firmicutes Bacillaceae 2 2 2

Halarchaeum grantii Euryarchaeota Halobacteriaceae 1 1 1 1

Haloarcula hispanica Euryarchaeota Halobacteriaceae 1 1 1 1

Haloarcula marismortui Euryarchaeota Halobacteriaceae 1 1 1 1

Haloarcula vallismortis Euryarchaeota Halobacteriaceae 1 1 1 1 2 1

Halobacterium noricense Euryarchaeota Halobacteriaceae 3 3 3 1

Halorubrum chaoviator Euryarchaeota Halobacteriaceae 1 1 2 2 1

Halorubrum tebenquichense Euryarchaeota Halobacteriaceae 1 1 1 1
Natrinema soli Euryarchaeota Halobacteriaceae 1 1 1
Hypomyces gamsii Ascomycota Hypocreaceae 1 1 1
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Sólo se aisló un miembro del dominio Eukarya en la muestra Zi4 correspondiente 

a una zanja de extracción instalada en la línea de producción de litio durante la 

estación seca-fría (Tabla 5.1). El aislado Zi4_R2A20_208 es un hongo de la división 

Ascomycota cuya región ITS resultaron tener un 99.42% de similitud con 

Hypocreales sp. HF20 (Figura S5.1) al compararlo con la base de datos Nucleotide 

Collection, mientras que la especie más cercana con la base de datos de los genes ITS 

del NCBI fue Hypomyces gamsii CPC 36232 (87.83%). Con el fin de obtener una 

mejor identificación del hongo aislado, se decidió amplificar otros genes. Utilizando 

el gen del factor de elongación de la traducción 1-alfa (tef1), el hongo 

Zi4_R2A20_208 mostró una similitud del 90.98% a la especie Trichoderma virens 

Gv29-8 (Figura S5.2), mientras que el gen de la subunidad 2 de la ARN polimerasa 

(RPB2) mostró una similitud de secuencia del 83.18% con la especie Hypocrea 

tremelloides C.P.K. 3147 (Figura S5.3). El gen de la beta-tubulina (tub2), por su parte, 

mostró proximidad con el hongo Cylindrodendrum album (95.95%; Figura S5.4). 

En cuanto a la distribución de los aislados en el Salar de Uyuni, ninguna de las 

especies aisladas de esta colección crecieron en las tres áreas de estudio (Figura 5.2 

A). Sin embargo, seis especies se aislaron en las dos áreas del Salar de Uyuni 

(Limimonas halophila, Halomonas utahensis, Leucobacter denitrificans, Brevibacte-

rium picturae, Haloarcula vallismortis y Halorubrum chaoviator) y sólo dos especies 

del género Bacillus (B. enclensis y B. haikouensis) se aislaron tanto en el área no 

industrial como en Río Grande (Figura 5.2 A; Tabla S5.2).  

En lo que se refiere a las épocas climatológicas, la mayoría de aislados se 

obtuvieron en las muestras de la época húmeda-cálida (Figura 5.2 B), mientras que 

sólo cuatro especies (Haloarcula vallismortis, Salicola marasensis, Bacillus 

vallismortis y Leucobacter denitrificans) se aislaron en ambas (Tabla S5.2).  

Las especies de esta colección se aislaron utilizando diferentes medios de cultivo 

a distintas salinidades. Sólo Rhodovibrio sodomensis se aisló a todas las salinidades 

ensayadas. A las dos mayores concentraciones de sal (35 y 20% de NaCl) se aislaron 

las especies Limimonas halophila y Halomonas uthaensis. La especie Salicola 

marasensis fue aislada a 20 y 10% de salinidad y cuatro especies (Kocuria palustris, 

Kocuria arsenatis, Brevibacterium picturae y Bacillus haikouensis) se aislaron tanto a 

una salinidad del 10 como del 3.5%. Todas las arqueas se aislaron a 20% de NaCl 

(Figura 5.2 C; Tabla S5.2). 
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Figura 5.2. Diagramas de Venn agrupando a los aislados obtenidos en este trabajo de acuerdo 

con el área (A), la época donde se tomaron las muestras (B) y la salinidad del medio donde se 

aislaron (C) 

En estudios previos en el laboratorio, se detectó actividad sulfatorreductora en 

los medios de enriquecimiento específicos que se inocularon in situ durante el 

muestreo (Tabla 5.2), de las cuales se seleccionaron los cultivos de las muestras de 

salmuera (Zn24) y sal (Zn25) del área no industrial, salmueras del área industrial 

(i15) y el agua de Río Grande (i19) pertenecientes al muestreo durante la época 

húmeda-cálida. Con el fin de verificar la presencia de microorganismos sulfatorre-

ductores en los cultivos de enriquecimiento seleccionados, se recurrió al CARD-FISH 

utilizando la sonda SRB385, la cual es específica para microorganismos pertene-

cientes a la clase δ-Proteobacteria (Figura S5.5). Se contabilizaron alrededor de 105 

SRB/L en las muestras líquidas, mientras que se contaron 1.23·107 SRB/g en la 

muestra Zn25 (Tabla S5.3).  

Por ello, se intentó aislar microorganismos sulfatorreductores en condiciones 

anaerobias en las muestras donde se obtuvo señal positiva con la sonda SRB385. No 

obstante, no fue posible aislar bacterias sulfatorreductoras a pesar de observar 

crecimiento de colonias en los medios sólidos preparados en roll-tubes.  
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Tabla 5.2. Diferencias en la actividad sulfato-reductora medida por cromatografía de gases en 

los medios de enriquecimiento inoculados in situ durante las épocas seca-fría y húmeda-cálida. 

El color representa la reducción del sulfato medida, desde el verde cuando la actividad fue muy 

alta hasta el rojo cuando este metabolismo no se registró. En rojo se indican las muestras 

seleccionadas para el aislamiento de microorganismos sulfatorreductores 
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Capítulo 6 

1. Introducción 

A lo largo de esta tesis se ha estudiado la ecología microbiana del Salar de Uyuni 

considerándolo un ambiente hipertónico donde se produce estrés osmótico debido 

a su elevada salinidad. No obstante, los ambientes hipersalinos presentan otras 

características consideradas extremas para el desarrollo de la vida. Una de ellas es 

el estrés hídrico inducido por la presencia de sales con comportamientos 

higroscópicos tales como el MgCl2 o el LiCl. Estos compuestos, conocidos como 

agentes caotrópicos, afectan a la cantidad de agua biodisponible además de a la 

entropía de las biomoléculas (Ball y Hallsworth, 2015). 

En este capítulo se pretende comenzar a analizar la caotropicidad como factor 

limitante de la vida. Para ello, se midió la caotropicidad en mezclas de sales 

mayoritarias del Salar de Uyuni, como el NaCl y el LiCl, así como en muestras 

ambientales de salmuera del Salar de Uyuni en colaboración con el grupo del Dr. 

John E. Hallsworth de la Queen’s University of Belfast. A partir de los resultados 

obtenidos, se evaluaron los efectos de estas sales sobre la biodiversidad descrita en 

el Capítulo 4. Dado que la metodología aplicada para medir la caotropicidad se basa 

en detectar el punto de gelificación del agar mediante métodos visuales o de 

espectrofotometría, que parecen ser poco precisos, se propuso evaluar técnicas 

basadas en la termodinámica como la calorimetría diferencial de barrido (DSC) para 

medir la caotropicidad en soluciones en colaboración con la Dra. Olga Prieto del Cen-

tro de Astrobiología (INTA-CSIC). Además, se evaluó los efectos de la presencia de 

estas sales en el crecimiento de algunos microorganismos aislados en el Capítulo 5. 

Desafortunadamente, la medida de la caotropicidad en salmueras del Salar de 

Uyuni y la puesta a punto de la metodología basada en la técnica de calorimetría no 

se ha podido terminar de analizar para este trabajo como consecuencia de la crisis 

sanitaria del SARS-CoV-2 y el estado avanzado del período de doctorado, por lo que 

sus resultados se publicarán más adelante. A pesar de ello, se presentan en este 

capítulo los resultados preliminares de una variable ambiental considerada de 

especial interés en ambientes hipersalinos como el Salar de Uyuni. 
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2. Resultados 

2.1. Caotropicidad en soluciones de mezclas salinas 

Para determinar la caotropicidad de una solución es fundamental evaluar el tipo 

de agua que se va a utilizar para prepararla, ya que cada proceso de purificación 

tiene distintos rendimientos y esto puede afectar al contenido de iones disueltos. 

Por ello se evaluó en primer lugar el punto de gelificación del agar disuelto en tres 

tipos de agua: agua destilada, agua milliQ y agua purificada por osmosis inversa.  

Mediante espectrofotometría UV-Visible se determinó el punto de gelificación del 

agar que se produce a una absorbancia de 0.03 unidades. El punto de gelificación del 

agar en el agua destilada se encontró a los 44.2°C (curva roja en Figura 6.1), en el 

agua milliQ a los 42.5°C (curva verde en Figura 6.1) y el agua de osmosis inversa a 

43.5°C (curva azul en Figura 6.1). En consecuencia se eligió el agua de osmosis 

inversa para los siguientes experimentos, ya que coincide con la temperatura teórica 

de gelificación del agar (43.5°C). 

 

Figura 6.1. Espectro de absorbancia de las soluciones de agar disuelto en agua destilada (rojo), 

milliQ (verde) y de osmosis inversa (azul). La gelificación del agar se detecta a 0.03 unidades 

de absorbancia (línea de referencia horizontal) 
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Se analizó el efecto caotrópico del LiCl a diferentes concentraciones (Figura 6.2). 

Para ello se determinó el punto de gelificación de visu en matraces según la 

metodología descrita en Hallsworth et al., 2003 y mediante espectrofotometría UV-

visible tal y como se describió en Cray et al., 2013. Los resultados de ambas 

metodologías mostraron que la temperatura de gelificación del agar disminuía al 

aumentar la concentración del LiCl. Según los resultados obtenidos mediante 

espectrofotometría, a 0.5M de LiCl la gelificación del agar se produjo a 44.0°C, 

ligeramente por encima de la temperatura teórica. Mientras que a 1, 2, 3 y 4M de 

LiCl la temperatura de gelificación del agar fue de 42.0, 39.0, 33.5 y 27.0°C 

respectivamente (Figura 6.2). Sin embargo, los resultados obtenidos por la obser-

vación de la gelificación en matraces fueron de 42.5, 40.0, 39.0, 35.0 y 35.0°C a 0.5, 

1, 2, 3 y 4M de LiCl, mostrando diferencias entre ambas metodologías (Figura 6.2). 

 

Figura 6.2. Descenso de la temperatura de gelificación del agar en una solución con LiCl a 

distintas concentraciones (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 M) en agua obtenida por osmosis inversa. En 

azul la curva obtenida mediante el experimento en matraces detectando la gelificación del 

agar de visu y en rojo la curva obtenida mediante espectrofotometría UV-Vis (Figura S6.1). La 

línea horizontal marca la temperatura teórica de la gelificación del agar (43.5°C) 

Debido a que los ecosistemas naturales, como el Salar de Uyuni, se caracterizan 

por no ser soluciones puras de sales, se consideró interesante analizar la 
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caotropicidad resultante de la mezcla de sales con carácter caotrópico y 

cosmotrópico. Además, se tuvo en cuenta que en disolución las sales se encuentran 

disociadas en iones, así que se eligieron mezclas para evaluar si es el catión o el anión 

quien determina las propiedades de caotropicidad o cosmotropicidad. 

Se escogieron el NaCl y el LiCl para evaluar la sinergia o el efecto antagónico entre 

los cationes Na+ y Li+. Se prepararon mezclas a una concentración final de 2.0M 

(Figura 6.3 A) y 0.5M (Figura 6.3 B). En ambos casos se observó que la temperatura 

de gelificación aumentó por encima de 43.5°C a mayor concentración de NaCl, 

mientras que a mayor concentración de LiCl la temperatura de gelificación 

disminuyó por debajo de 43.5°C. 

Sin embargo, se observaron algunas diferencias a distintas concentraciones 

finales. Mientras que a una concentración final de 2.0 M se obtuvo una curva lineal 

de la caída de la temperatura de gelificación, a una concentración de 0.5 M no fue 

así. Este hecho evidenció que la concentración de la sal es fundamental para 

determinar la caotropicidad de la solución, por lo que para poder comparar los 

efectos de distintas sales o mezclas de sales es necesario mantener las mismas 

concentraciones finales, teniendo en cuenta el factor de solubilidad de cada sal que 

se va a analizar. 

Para evaluar el efecto del anión en la mezcla se preparó una mezcla de MgSO4 y 

MgCl2 a una concentración final de 0.5M. Los resultados obtenidos evidenciaron que 

al incrementar la concentración del caótropo MgCl2 disminuía la temperatura de 

gelificación del agar mientras que a mayor concentración del cosmótropo MgSO4 la 

temperatura de gelificación resultó superior a la temperatura de gelificación del 

agar en el agua (Figura 6.3 C). Sin embargo, la tendencia no resultó lineal como 

consecuencia de que en solución el número de Cl- es el doble que de SO42-. Por esta 

razón, se evaluó el efecto en otra mezcla entre Li2SO4 y LiCl. Los resultados en esta 

mezcla fueron similares a los de la mezcla MgSO4 – MgCl2 en cuanto a las diferencias 

de la temperatura de gelificación en función del gradiente de concentración de 

ambas sales, pero siendo en este caso lineal (Figura 6.3 D). 
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Figura 6.3. Temperatura de gelificación a distintas concentraciones de las soluciones de NaCl-

LiCl a una concentración final de 2M (A) y 0.5M (B), MgSO4-MgCl2 a 0.5M (C) y Li2SO4-LiCl a 

una concentración final de 0.5M (D) obtenidas a partir de las curvas del espectro reportadas 

en Figura S6.2, Figura S6.3, Figura S6.4 y Figura S6.5 respectivamente 

2.2. Efectos de la caotropicidad sobre la diversidad del Salar de Uyuni  

La situación pandémica durante 2020 impidió la medición de la caotropicidad en 

las muestras ambientales del Salar de Uyuni durante la estancia en el laboratorio del 

Dr. John E. Hallsworth, por lo que no se ha podido comprobar los efectos de este 

fenómeno sobre la diversidad microbiana del Salar de Uyuni.  

No obstante, para poder analizar si la caotropicidad y el estrés hídrico inducido 

es un factor limitante para la vida en el Salar de Uyuni, al igual que la elevada 

salinidad, se estudiaron las correlaciones entre los índices de α-diversidad descritos 

en el Capítulo 4 con los valores de salinidad y actividad de agua, y el contenido de 

los iones mayoritarios descritos en el Capítulo 3. 
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Estadísticamente, las correlaciones evaluadas entre los índices de abundancia de 

Shannon-Weaver y de dominancia de Simpson con los valores para cada muestra de 

salinidad, actividad del agua y el contenido iónico de Na+, Mg2+, Li+ y Ca2+ resultaron 

no ser significativas (P-valores > 0.05). Sin embargo, los factores de correlación y los 

gráficos obtenidos reflejaron tendencias de interés para comprender los efectos de 

estos factores sobre la diversidad en las muestras del Salar de Uyuni.  

En lo que se refiere a la salinidad, los factores de correlación obtenidos fueron 

positivos tanto con el índice de Shannon (0.121) y el índice de Simpson (0.053). Tal 

como reflejan la Figura 6.4, esta tendencia positiva se cumple. Estos resultados 

indicarían que a mayor salinidad, el número de especies en el Salar de Uyuni es 

superior. Sin embargo, los valores del índice de Simpson de las bacterias se 

aproxima a 1 por lo que al incrementar la salinidad cada vez menos especies son 

más abundantes y dominan la composición de la comunidad bacteriana (Figura 6.4 

D recta azul). 

 

Figura 6.4. Correlación de los índices de α-diversidad de abundancia de Shannon-Weaver (A,B) 

y de dominancia de Simpson (C,D) con los valores obtenidos de salinidad en las muestras del 

Salar de Uyuni. (A,C) correlación de los índices sin diferenciación entre dominios. (B,D) 

correlaciones de los índices por dominios: Bacteria (azul) y Archaea (rojo) 
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Asimismo, los factores de correlación de los índices de Shannon (0.244) y 

Simpson (0.151) con los valores de actividad de agua también resultaron positivos. 

La riqueza de especies parece tender a disminuir en aquellas muestras con menor 

actividad de agua (Figura 6.5 A). La riqueza de especies bacterianas pareció estar 

más afectada cuando disminuye la actividad del agua que la riqueza de especies de 

arqueas (Figura 6.5 B), aunque cabe señalar que en las muestras con los valores más 

bajos de actividad de agua no se consiguió amplificar con los cebadores específicos 

de arqueas (Figura 6.5 B,D recta roja). Por otro lado, el índice de Simpson indicó que 

el número de individuos entre especies de bacterias tiende a equilibrarse en las 

muestras con una menor cantidad de agua biodisponible (Figura 6.5 D recta azul).  

 

Figura 6.5. Correlación de los índices de α-diversidad de abundancia de Shannon-Weaver (A,B) 

y de dominancia de Simpson (C,D) con los valores obtenidos de actividad de agua en las 

muestras del Salar de Uyuni. (A,C) correlación de los índices sin diferenciación entre dominios. 

(B,D) correlaciones de los índices separados por dominios: Bacteria (azul) y Archaea (rojo) 

De igual manera, se apreciaron variaciones tanto en el índice de riqueza de 

Shannon como en el índice de dominancia de Simpson frente al gradiente de concen-

tración de los iones mayoritarios del Salar de Uyuni. La riqueza de especies tiene 
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una correlación negativa tanto para el Mg2+ (-0.138), el Li+ (-0.139) y el K+ (-0.163), 

es decir, a mayor concentración de estos cationes hay menor número de especies. 

Por el contrario, se observó que el número de especies incrementa al aumentar el 

contenido de Na+ (0.120), Cl- (0.019) y Ca2+ (0.072). Tanto las bacterias como las 

arqueas tienen la misma tendencia en lo que refiere al contenido de Na+, Mg2+, Li+, 

Ca2+ y K+ en el Salar de Uyuni, pero en el caso del anión Cl-, las arqueas muestran una 

correlación positiva mientras que la riqueza de especies bacterianas parece 

disminuir con el incremento del contenido de Cl- (Figura S6.6).  

Por otro lado, el índice de dominancia de Simpson mostró correlaciones negativas 

con el contenido de Mg2+ (-0.045), Li+ (-0.039) y K+ (-0.118), lo que implica una 

mayor diversidad en el Salar de Uyuni a mayor concentración de estos cationes, ya 

que disminuye el número de especies con un mayor número de individuos en 

comparación con el resto de especies de la comunidad. Contrariamente, la 

correlación de este índice de diversidad fue positiva con el contenido de Na+ (0.167), 

Ca2+ (0.138) y Cl- (0.025), por lo que la comunidad de procariotas del Salar de Uyuni 

está dominada por unas pocas especies con un gran número de individuos cuando 

la concentración de estos tres iones aumenta. Tanto el dominio Bacteria como 

Archaea presentaron la misma tendencia de correlación con la concentración de los 

cationes Na+, Ca2+ y K+. Sin embargo, las arqueas parecieron ser más diversas al 

incrementar la concentración de Mg2+ y Li+ que las bacterias. El caso contrario lo 

presenta el Cl-, para el que las arqueas resultaron ser menos diversas que las 

bacterias al incrementar la concentración de dicho anión (Figura S6.7). 

Se han encontrado tanto variantes de secuencias del gen 16S ARNr de bacterias 

como de arqueas a lo largo del gradiente de concentración de Na+, Mg2+, Li+ y Cl-. Sin 

embargo, a mayores concentraciones de K+ y Ca2+ el número de variantes disminuyó, 

en concreto a partir de los 30 mg/L de K+ sólo se han detectado los filos 

Bacteroidetes, Actinobacteria, Patescibacteria, Proteobacteria, Lentisphaerae, 

Euryarchaeota, Nanoarchaeota, Hadesarchaeota, Diapherotrites y bacterias y 

arqueas no clasificadas (Figura S6.8 y Figura S6.9) y a partir de los 30 mg/L de Ca2+ 

se han identificado sólo los filos bacterianos Actinobacteria, Firmicutes, Proteo-

bacteria, Patescibacteria, Lentisphaerae, Cyanobacteria y Fusobacteria (Figura 

S6.8). 
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En lo que refiere a la actividad del agua, la mayoría de las bacterias se 

encontraron entre 0.743 y 0.677 (Figura S6.8), mientras que la mayoría de variantes 

de arqueas se encontraron en el rango entre 0.743 y 0.688 (Figura S6.9). Sin 

embargo algunas de las variantes se encontraron tanto por encima como por debajo 

de ese rango. A un valor de 0.618 aw se identificaron los filos Bacteroidetes, 

Patescibacteria, Proteobacteria, Lentisphaerae, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, 

Elusimicrobia, Chloroflexi, Actinobacteria, Planctomycetes, Tenericutes, Euryar-

chaeota, Nanoarchaeota, Hadesarchaeota, Diapherotrites y variantes no clasificadas 

de bacterias y arqueas (Figura S6.8 y Figura S6.9). En los valores más altos de activi-

dad del agua se identificaron los filos Patescibacteria, Lentisphaerae, Proteobacte-

ria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Firmicutes, Nanoarchaeota, Euryar-

chaeota, Hardesarcaheota, Diapherotrites, Altiarchaeota y arqueas no clasificadas 

(Figura S6.8 y Figura S6.9). 

En lo que se refiere a los filos de arqueas, tanto el filo Euryarchaeota como 

Nanoarchaeota parecen estar relacionados positivamente con el contenido de Na+ y 

Cl-. De hecho, ambos filos se han identificado en los mismos puntos de muestreo. Los 

filos Altiarchaeota y Diapherotrites mostraron relación con la actividad del agua y el 

contenido de K+ y Li+ y el filo Diapherotrites también con la concentración de Mg2+. 

El filo Hadesarchaeota parece estar relacionado con el contenido de azufre y las 

arqueas no clasificadas tanto con el contenido de azufre como con el Mg2+ y Li+. Por 

último, los filos Crenarchaeota y Thaumarchaeota, detectados sólo en las muestras 

de agua de Río Grande (i19) y en la muestra Zi18 que corresponde a una muestra 

cercana a la desembocadura del río en el Salar de Uyuni, se agruparon alejados de 

todas las variables (Figura 6.6. A). 

La mayoría de filos bacterianos identificados en el Salar de Uyuni y aquellas 

variantes no clasificadas dentro del dominio Bacteria estuvieron relacionados con 

los iones Mg2+, Li+, K+ y la actividad del agua, mientras que el contenido de Ca2+ y de 

azufre influyó sobre los filos Chloroflexi, Acetothermia y Deinococcus-Thermus. Los 

filos Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Armatimonadetes y Elusimicrobia 

fueron los más relacionados con el contenido en Na+ y Cl- además del Ca2+ y el 

contenido en azufre, pero los filos Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Nitrospirae, 

Fusobacteria, Epsilonbacteria, Tenericutes y WPS-2 lo fueron con las concentracio-
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nes de Na+ y Cl-, al igual que del contenido en K+, Li+ y Mg2+ y la actividad del agua 

(Figura 6.6. B).  

 

Figura 6.6. Biplot generado a partir de los datos de actividad de agua y concentración iónica 

de las muestras del Salar de Uyuni y Río Grande y los filos de (A) arqueas y (B) bacterias 

identificados mediante secuenciación masiva. Los puntos de mayor tamaño indican la media 

geométrica de cada filo en base a la distribución de cada individuo (representados en menor 

tamaño) 
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2.3. Efectos de la caotropicidad sobre el crecimiento de las bacterias 

A partir de la colección de aislados descrita en el Capítulo 5, se escogieron para 

este estudio los aislados bacterianos i19_MA3.5_52 y Zn11_MA3.5_249, que se 

identificaron con las especies Bacillus megaterium y Halomonas titanicae 

respectivamente y se evaluó su tolerancia frente a agentes caotrópicos, 

cosmotrópicos y una mezcla de ambos. Los experimentos se realizaron en medio LB 

con un gradiente de concentraciones de NaCl, LiCl y la mezcla de ambos a las mismas 

concentraciones que se utilizaron para medir la caotropicidad de esta mezcla en el 

apartado 2.1 de este capítulo. 

El aislado i19_MA3.5_52 creció entre 0.5 y 1.5M de NaCl (Figura 6.7 A) y entre 0.1 

y 0.3M de LiCl (Figura 6.7 C). En cuanto a las mezclas de sales, se observó un mayor 

crecimiento del aislado en aquellas con mayor concentración de NaCl que de LiCl 

(Figura 6.7 E). Cabe destacar que el crecimiento en la mezcla 0.25M NaCl – 0.25M 

LiCl disminuye considerablemente en comparación con el crecimiento del 

microrganismo mostrado a esas mismas concentraciones en presencia de cada sal 

por separado. 

Por otro lado, Zn11_MA3.5_249 creció en todas las concentraciones de NaCl, 

especialmente a concentraciones superiores a 2.5M hasta 4.5M (Figura 6.7 B). En 

presencia de LiCl creció en todo el rango de concentraciones y también presentó un 

mayor crecimiento en las concentraciones más elevadas, pareciendo que su creci-

miento óptimo se dio a 0.4M de LiCl (Figura 6.7 E). En cuanto a las mezclas de sales, 

este aislado creció en todas las soluciones dándose los mejores resultados de 

crecimiento en aquellas soluciones donde había más concentración de una de las 

sales y el menor crecimiento se dio en las soluciones puras de cada sal (Figura 6.7 

F). 

Por último, se evaluó la tolerancia de sales cao- y cosmotrópicas del hongo aislado 

en la muestra Zi4. En este caso se creció en medio PDA a diferentes concentraciones 

de NaCl y a diferentes concentraciones de sales cosmotrópicas (KCl) y caotrópicas 

(LiCl, NaBr, CaCl2) y en las mezclas de NaCl-LiCl para las que se evaluó la 

caotropicidad anteriormente (Apartado 2.1 del Capítulo 6) tal y como se hizo con las 

bacterias. 
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Figura 6.7. Curvas de crecimiento de i19_MA3.5_52 (A-C) y Zn11_MA3.5_249 (D-F) en presencia 

de distintas concentraciones (expresadas en molaridad) de NaCl (A,D), LiCl (B,E) y en la mezcla 

de ambas sales en un gradiente de concentraciones a una concentración final de 0.5M (C,F) 

En cuanto a la salinidad, el hongo Zi4_R2A20_208 fue capaz de crecer en un rango 

entre 0 y 20% de NaCl, mientras que a 25 y 30% de sal no se observó crecimiento. 

El crecimiento óptimo se observó a 5% NaCl (0.85M NaCl) cuyo crecimiento radial 

máximo fue de 20.4 mm y una Kr de 0.64 mm/d (Figura 6.8 A).  



  Capítulo 6 

103 

Como agente cosmotrópico, además del NaCl, se evaluó el crecimiento del hongo 

en un rango entre 0.5 y 3.5M de KCl. Fue capaz de crecer a 0.5, 1.5 y 2.5M de KCl 

mientras que a 3.5M no se apreció crecimiento. El crecimiento óptimo se obtuvo a 

0.5M KCl con un crecimiento radial máximo de 19.9 mm y un Kr de 0.61 mm/d. A 

2.5M el hongo presenta un crecimiento tardío (Figura 6.8 B).  

En cuanto a los agentes caotrópicos, el hongo Zi4_R2A20_208 creció a todas las 

concentraciones en un rango de 0.1 a 0.6M LiCl, siendo el crecimiento óptimo a 0.1M 

LiCl con un crecimiento radial máximo de 20 mm y la Kr de 0.62 mm/d. 

Curiosamente, su crecimiento radial fue inversamente proporcional a las 

concentraciones de LiCl (Figura 6.8 C). Además, se observaron diferencias 

morfológicas, ya que el hongo presentó una pigmentación amarilla a 

concentraciones entre 0.1 y 0.3M LiCl, mientras que a partir de 0.4M perdió la 

pigmentación. Por otro lado, el hongo creció tanto a 1 como a 2M de NaBr, mientras 

que a 3M ya no se apreció crecimiento. El crecimiento óptimo del hongo se obtuvo a 

1M NaBr con un crecimiento máximo de 19.70 mm y un Kr de 0.65 mm/d (Figura 6.8 

D). El CaCl2 fue el último agente caótropo que se utilizó en este estudio en un rango 

de concentraciones de 0.1 a 0.5M (Figura 6.8 E). En este caso, el hongo mostró su 

mayor crecimiento radial a 0.1M CaCl2 (19.8 mm), sin embargo el mayor valor de Kr 

se obtuvo a 0.3M CaCl2 (0.67 mm/d). 

Por último, los resultados de crecimiento del hongo Zi4_R2A20_208 en presencia 

de las mezclas de sales NaCl-LiCl, a una concentración final de 0.5M, revelaron que 

el hongo fue capaz de crecer en todo el rango de concentraciones. Se observó que el 

crecimiento en las mezclas con mayor concentración de LiCl (0.125M NaCl – 0.375M 

LiCl y 0.0M NaCl – 0.5M LiCl) empezó con mayor retraso a partir del quinto día. Al 

contrario del crecimiento a mayor concentración de NaCl (0.5M NaCl – 0.0M LiCl y 

0.375M NaCl – 0.125M LiCl) que mostraron resultados muy similares tanto de creci-

miento máximo radial como de Kr (Figura 6.8 F). 
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Figura 6.8. Curvas de crecimiento radial del hongo Zi4_R2A20_208 en presencia de distintas 

concentraciones de NaCl (A), KCl (B), LiCl (C), CaCl2 (D), NaBr (E) y en la mezcla NaCl-LiCl en 

un gradiente de concentraciones a una concentración final de 0.5M (F)



 

 
 

Capítulo 7 

Discusión 



 

107 

Capítulo 7 

1. Discusión 

1.1. El Salar de Uyuni, un ambiente poliextremo 

Muchos de los ambientes extremos de la Tierra presentan más de un factor 

limitante para la vida (Harrison et al., 2013). La caracterización físico-química del 

Salar de Uyuni remarca sus condiciones poliextremas. Este sistema presenta una 

variación estacional para la temperatura y el potencial redox como consecuencia de 

la climatología del ambiente.  

La temperatura media en las salmueras durante la época húmeda-cálida fue 

superior a la obtenida durante la época seca-fría (Figura 7.1), lo que es consistente 

con la temperatura media atmosférica descrita en el Salar de Uyuni (Fornari et al., 

2001). Además, la temperatura media de las salmueras del Salar de Uyuni fue mayor 

a la del agua de Río Grande en la época seca, a pesar de que los resultados no 

presentan diferencias significativas. Esto podría deberse a la composición química 

y mineralógica del salar, ya que la mayoría de sales se caracterizan por ser 

higroscópicas-delicuescentes, lo que afecta a la temperatura de las soluciones 

(Davila et al., 2010).  

Por otro lado, el potencial redox de la mayoría de las muestras resultó ser positivo 

y cercano a los 200 mV durante la época húmeda-cálida. Estos valores podrían ser 

la consecuencia de la concentración de las precipitaciones y el aumento del nivel 

freático de la salmuera subterránea del salar durante esta época, cuando el sistema 

se convierte en un extenso lago y la costra de sal se disuelve parcialmente 

(Svendsen, 2003). 

De acuerdo con los datos geoquímicos, el Salar de Uyuni es un ambiente 

hipersalino de tipo Na-Cl con una elevada concentración de Mg2+ y Li+, K+ o SO42- 

como se ha descrito en estudios geológicos previos (Risacher y Fritz, 1991). El 

contenido de Na+ y Cl- y los valores de salinidad fueron ligeramente más elevados en 

el área no industrial, localizada al norte del salar, mientras que Mg2+, Li+, K+ y el 

contenido en azufre fue ligeramente superior en las muestras de la planta piloto de 

extracción de litio localizada al sur del salar (Figura 7.1), cerca de la desembocadura 
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de Río Grande, el cual es posiblemente una de las principales fuentes de estos 

elementos como consecuencia del dragado del material volcánico desde la cordillera 

andina (Risacher y Fritz, 1991, 2000). 

En cuanto a las épocas, los contenidos de Na+ y Cl- fueron significativamente 

menores durante la época húmeda-cálida, posiblemente como consecuencia de la 

disolución de parte de la costra de sal cuando el Salar de Uyuni se inunda durante 

esta época (Svendsen, 2003). La concentración de estos iones fue también 

significativamente menor en las salmueras que en las muestras de sal, mientras que 

los contenidos de Mg2+, K+ y Li+ fueron mayores en las salmueras del Salar de Uyuni. 

 

Figura 7.1. Biplot de las salmueras del Salar de Uyuni y el agua de Río Grande. Los puntos de 

mayor tamaño indican la media geométrica de cada filo en base a la distribución de cada 

individuo (representados en menor tamaño) 

Atendiendo a la composición química del Salar de Uyuni, los principales cationes 

(Na+, Mg2+, Li+, K+, Ca2+) y aniones (Cl-) resultaron similares a los encontrados en 

otros salares del Altiplano Andino (Figura 7.2), donde se localizan los salares que 

conforman el Triángulo del Litio (Cubillos et al., 2018; Martínez et al., 2019). Las 

muestras de este estudio en el Salar de Uyuni se agruparon estrechamente con las 

muestras del Salar del Hombre Muerto (Argentina) y del Salar de Atacama (Chile), 
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los tres principales salares de este área con interés por la demanda de litio como 

recurso (Cubillos et al., 2018; Martínez et al., 2019). No obstante, la salmuera del 

área industrial del Salar de Atacama resultó ser diferente a las del área industrial del 

Salar de Uyuni, probablemente al tratarse de una salmuera concentrada en una 

planta industrial mediante evaporación en la que el contenido de Li+ es elevado 

(Cubillos et al., 2018).  

 

Figura 7.2. Clasificación de las muestras de los tres mayores salares del Triángulo del Litio en 

función de su composición química elemental (Datos obtenidos en este estudio y en Cubillos et 

al., 2018 y Martínez et al., 2019) 

La composición química del Salar de Uyuni también presenta similitudes con la 

de otros ambientes hipersalinos no andinos (Figura 7.3) como la laguna de Don Juan 

en la Antártida (Yakimov et al., 2015). El área industrial, que tiene una mayor 

cantidad de Mg2+, es similar a la composición química del Mar Muerto (Boutaiba et 

al., 2011) y del lago L'Atlante. Al igual que este lago, los lagos Hephaestus, Discovery 

y Kryos, que se agrupan con una muestra del área industrial del Salar de Uyuni de la 

época húmeda-cálida, son cuatro de los siete lagos hipersalinos anóxicos de aguas 

profundas (DHAL) de la cuenca del mar Mediterráneo, cuyas salmueras son ricas en 

Mg2+ y presentan un elevado valor de caotropicidad y una baja actividad del agua 

(Yakimov et al., 2015; La Cono et al., 2019).  
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Las muestras de la época húmeda-cálida son similares a las salmueras rojas y 

blancas del lago Meyghan localizado en Irán (Naghoni et al., 2017).  

 

Figura 7.3. Comparación de la composición elemental del Salar de Uyuni y Río Grande con 

distintos ambientes hipersalinos. (Datos obtenidos en este estudio y en Prieto-Ballesteros et al., 

2003; Boutaiba et al., 2011; Yakimov et al., 2015; Naghoni et al., 2017; Cubillos et al., 2018 y 

La Cono et al., 2019) 

La composición química del agua de Río Grande tiene características similares a 

las de una muestra de un depósito de agua dulce en el Salar del Hombre Muerto 

(Figura 7.2; Martínez et al., 2019), el agua de mar (Mar Mediterráneo y Océano 

Atlántico), así como con las salmueras verdes del lago Meyghan (Figura 7.3; 

Boutaiba et al., 2011; Yakimov et al., 2015; Naghoni et al., 2017; La Cono et al., 2019). 

La actividad del agua en el Salar de Uyuni se encontró por debajo de 0.900. Debido 

a que es el valor límite para el crecimiento la mayoría de los microorganismos 

(Stevenson et al., 2015b), podría considerarse como un factor limitante para la vida 

en este ecosistema. No obstante, estudios previos han demostrado que algunos 

microorganismos, tanto procariotas como eucariotas, son capaces de crecer hasta 

valores de actividad de agua de 0.585 (Lee et al., 2018). Así mismo se ha detectado 
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actividad metabólica en ambientes con valores de actividad del agua de 0.652 a 

consecuencia de la caotropicidad del ambiente con elevadas concentraciones de 

MgCl2 (La Cono et al., 2019).  

Los valores de actividad del agua presentaron una variación estacional en el Salar 

de Uyuni, obteniéndose una media mayor durante la época húmeda-cálida, cuando 

se concentran las precipitaciones (Svendsen, 2003). Sin embargo, como sucede en 

el caso de la concentración de iones, no se encontraron diferencias significativas 

entre las distintas áreas del salar, a pesar de que la media de actividad del agua fue 

ligeramente superior en el norte del salar (área no industrial). Estas diferencias son 

consistentes con la composición química de las muestras del salar. Una solución 

saturada de NaCl muestra una actividad del agua en el rango de 0.750 a 0.760 a una 

temperatura entre 5 y 20°C (Winston y Bates, 1960), la temperatura media 

registrada en el Salar de Uyuni. Si bien, la mayoría de los valores de actividad del 

agua observados en el salar se encontraron por debajo de 0.750 unidades, por lo que 

los altos contenidos detectados de Mg2+, Li+ y Ca2+ probablemente estarán inducien-

do el estrés hídrico de este ambiente debido a su actividad caotrópica (Cray et al., 

2013). Los valores de actividad del agua obtenidos en el Salar de Uyuni fueron 

similares a los observados en una salmuera natural recogida en el Salar de Atacama 

(Cubillos et al., 2018). Así mismo, algunas muestras del área industrial (Zi4, Zi5, Zi7, 

Zi14, Zi18, i10) presentaron valores por debajo de la actividad del agua reportada 

en el Mar Muerto (0.690 aw) y la muestra Zn12 (0.413 aw) mostró valores próximos 

a los obtenidos en la laguna antártica Don Juan (0.411 aw) con una composición rica 

en Ca2+ (Yakimov et al., 2015). 

En el Salar de Uyuni, al igual que en las cuencas endorreicas de la Cordillera de 

los Andes Central, se encuentran depósitos evaporíticos cuaternarios compuestos 

por una gran variedad de minerales, consecuencia de la evaporación de las 

salmueras, sobretodo halita o yeso. Las facies mineralógicas dominantes se alternan 

entre las facies lacustres con carbonatos, facies salinas de halita y facies boratíferas 

o yeso-boratíferas (Vignale et al., 2021). 

1.2. Ecología microbiana en la superficie del Salar de Uyuni 

1.2.1. Comunidad microbiana en el Salar de Uyuni 

En este trabajo, se ha estudiado la composición de la comunidad microbiana en 

el Salar de Uyuni tanto con técnicas de ecología molecular independientes de cultivo 
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como mediante el aislamiento de microorganismos. Ambas formas de abordar este 

proyecto han permitido detectar miembros de los tres dominios de la vida en el Salar 

de Uyuni y comparar los resultados obtenidos utilizando distintas metodologías. 

1.2.1.1. Composición de la comunidad de procariotas 

Los filos Proteobacteria, Bacteroidetes y Euryarchaeota fueron los más 

abundantes, suponiendo más de la mitad de la comunidad de bacterias y arqueas 

(Capítulo 4). De hecho, muchos de los aislados que se obtuvieron de las muestras del 

Salar de Uyuni pertenecen a estos tres filos, junto a los filos Actinobacteria y 

Firmicutes (Capítulo 5).  

En los filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Cyanobacteria y 

Spirochaetes, identificados en el salar, están incluidas la mayoría de las bacterias 

halófilas moderadas y extremas conocidas (Jacob et al., 2017). Generalmente, las 

comunidades microbianas halófilas que se encuentran a elevadas altitudes están 

dominadas por miembros de los filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y 

Actinobacteria, a los que siguen los miembros de los filos Verrucomicrobia, Cyano-

bacteria y Deinococcus-Thermus (Boutaiba et al., 2011; Casamayor et al., 2013; 

Naghoni et al., 2017; Rathour et al., 2020; Zhu et al., 2020), todos ellos identificados 

en el Salar de Uyuni. Miembros de los filos Verrucomicrobia y Spirochaetes sólo se 

identificaron en Río Grande. Las aguas hipersalinas, tanto talasohalinas como 

atalasohalinas, son buenos hábitats para miembros del filo Bacteroidetes, como 

pueden ser los lagos atalasohalinos de los Andes o el Lago Chaka en China (Jiang et 

al., 2007; Núñez Salazar et al., 2020). Miembros del filo Firmicutes no fueron los más 

frecuentes en la comunidad del Salar de Uyuni mediante secuenciación masiva 

(Capítulo 4) aunque si fueron aislados en el salar (Capítulo 5). 

El avance en los enfoques de secuenciación masiva ha revolucionado en las 

últimas décadas la comprensión del dominio Archaea, ya que la mayoría de las 

secuencias obtenidas corresponden a arqueas no cultivadas, revelando una gran 

diversidad metabólica y permitiendo describir nuevos linajes (Auguet et al., 2010). 

El Salar de Uyuni es un ecosistema que ofrece una gran oportunidad para descubrir 

nuevos miembros de este dominio. El filo Crenarchaeota, que se identificó a altas 

concentraciones de MgCl2 en las interfases de la salmuera del lago Discovery 

(Hallsworth et al., 2007), se ha detectado en las muestras i18 e i19 a concentraciones 

de Mg2+ mucho menores. Además, este filo se ha identificado en otros ambientes 
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hipersalinos, como en el lago Chaka, cuya frecuencia relativa disminuía a favor del 

filo Euryarchaeota al incrementar la salinidad (Jiang et al., 2007), lo que podría 

explicar por qué sólo aparecen en estas dos muestras del Salar de Uyuni. Miembros 

del filo Thaumarchaeota, que engloba a todas las arqueas oxidantes de amonio (Ren 

et al., 2019), han sido identificados en el Salar de Uyuni (e.g. i9, Zn22). Miembros del 

grupo MSBL1, integrados en el filo Hadesarchaeota, y miembros del clado Methano-

fastidiosa (WSA2/Arc1) han sido identificados en ambas épocas y áreas geográficas 

del Salar de Uyuni (e.g. Zn3, Zn23) pero principalmente en la muestra i18 (alrededor 

del 30% de la comunidad). Los clados MSBL1 y Hadesarchaea se han caracterizado 

por el uso de la vía de fijación de carbono Wood-Ljungdahl (WLP), la falta de genes 

metanogénicos y su proximidad filogenética al clado Methanofastidiosa (WSA2/ 

Arc1), este último fue descrito por ser metanogénico pero que carece de los genes 

clave para la WLP (Spang et al., 2017).  

Un 0.12% de las secuencias de bacterias y 1.40% de las secuencias de arqueas no 

se pudieron clasificar más allá del nivel de dominio, lo que podría indicar la 

presencia de nuevos géneros y especies en el Salar de Uyuni.  

Los géneros Salinibacter, Halorubrum y Halonotius, identificados mediante 

secuenciación masiva, fueron los más frecuentes en la comunidad de procariotas del 

Salar de Uyuni (Capítulo 4; Ramos‐Barbero et al., 2019). Aunque los géneros 

Salinibacter y Haloquadratum se encuentran habitualmente en ambientes 

hipersalinos (Oren, 2011a; Podell et al., 2014), no se han identificado miembros del 

género Haloquadratum en el Salar de Uyuni, a pesar del hecho de que la especie 

Haloquadratum walsbyi es capaz de crecer a valores de actividad del agua tan bajos 

como 0.709 (Stevenson et al., 2015b). La abundancia relativa del género Haloqua-

dratum presentó una correlación positiva con la elevada concentración de Mg2+ en 

el lago Tyrrel (Australia), al contrario que los géneros Halorubrum y Halonotius 

(Podell et al., 2014), los cuales dominan la comunidad de arqueas en el Salar de 

Uyuni.  

Los estudios de secuenciación masiva sugieren la division del filo Cyanobacteria 

en tres clases: Oxiphotobacteria, Melainabacteria y Sericytochromatia (Soo et al., 

2017), las tres identificadas en el Salar de Uyuni (Capítulo 4). A pesar de que la 

diversidad conocida de fotótrofos en ambientes hipersalinos es baja, la fotosíntesis 

oxigénica se produce hasta la saturación de sal (Oren, 2011a). Las cianobacterias 
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suelen encontrarse en este tipo de ambientes en su forma filamentosa unicelular, 

mientras que las especies heterocísticas nunca se han detectado por encima de 70 

g/L de salinidad. Se sabe que estos microorganismos están presentes hasta niveles 

de salinidad de 200 – 250 g/L, por encima de este límite sólo se encuentran especies 

fototróficas oxigénicas del dominio eucariota (Oren, 2011a). Aun cuando la 

salinidad detectada en el Salar de Uyuni fue inferior a 250 g/L (Capítulo 3) y la 

confirmación de la presencia de cianobacterias en el Salar de Uyuni mediante 

secuenciación masiva, no se consiguió aislar miembros de la clase Oxiphotobacteria, 

posiblemente a consecuencia de los requisitos de luz y temperatura de incubación 

requeridos para el crecimiento de estos microorganismos. Además de las 

cianobacterias, se han incluido otros fotótrofos dependientes de clorofila en los filos 

bacterianos Proteobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Firmicutes, Acidobacteria y 

Gemmatimonadetes (Thiel et al., 2018), de los cuales sólo se han encontrado en el 

salar miembros con este metabolismo correspondientes a los filos Proteobacteria, 

Chloroflexi y Gemmatimonadetes. Los fotótrofos que usan rodopsinas como son las 

arqueas de la clase Halobacteria (Thiel et al., 2018) también se han identificado en 

el Salar de Uyuni (Capítulo 4). Asimismo, se han aislado microorganismos fotótrofos 

como las especies Limimonas halophila (Amoozegar et al., 2013) y Rhodovibrio 

sodomensis (Imhoff et al., 1998) y aislados de la clase Halobacteria que presentan 

pigmentación (Capítulo 5). 

Recientemente se han descrito dos grupos de microorganismos tanto en el 

dominio Bacteria como en el dominio Archaea caracterizados por su pequeño tama-

ño celular, por lo que se conocen como nanobios o nanoorganismos (Luef et al., 

2015). Debido a la ausencia de los genes de actividades metabólicas de síntesis de 

nucleótidos, aminoácidos y lípidos a causa del pequeño tamaño de sus genomas 

(Castelle y Banfield, 2018), parece que se tratan de microrganismos simbiontes 

(Dombrowski et al., 2020). El denominado Candidate Phyla Radiation (CPRs) es un 

grupo monofilético de bacterias descrito por primera vez en 2015, que se estima que 

incluye entre el 26.3%, según los estudios de Parks y colaboradores, y el 50% de 

toda la diversidad de bacterias, según Hug y colaboradores (Méheust et al., 2019). 

Recientemente el clado CPR se ha reclasificado como filo Patescibacteria (Castelle y 

Banfield, 2018). El grupo DPANN se describió en 2013 para incluir a todas aquellas 

arqueas de los filos Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, Nanoar-
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chaeota y Nanohaloarchaeota descritos desde 2002 mediante análisis metagenó-

mico y cocultivos (Dombrowski et al., 2019). Estos microrganismos han sido 

identificados en el Salar de Uyuni en estudios previos con menos muestras 

(Haferburg et al., 2017; Rubin et al., 2017; Pecher et al., 2020). En este trabajo se han 

identificado en el Salar de Uyuni miembros de la mayoría de clados pertenecientes 

al filo Patescibacteria, incluyendo Microgenomates, Parcubacteria, Berkelbacteria, 

Gracilibacteria, Dojkabacteria (WS6), Katanobacteria (WW3), Kazan, ABY1 y 

Saccharibacteria. En cuanto al grupo DPANN, solo se han identificado miembros de 

los clados Altiarchaeota (SM1), Diapherotrites, Woesearchaeota, Nanohaloar-

chaeota y Aenigmarchaeota. La comunidad microbiana de la muestra i6, una de las 

de mayor concentración de Mg2+, está dominada por los clados Parcubacteria, 

Gracilibacteria, ABY1, Saccharibacteria, Iainarchaeota, Woesearchaeota y 

Nanohaloarchaeota, así como variantes clasificadas como miembros desconocidos 

de Nanoarchaeota y Patescibacteria. Muchos de ellos también fueron identificados 

en otras muestras del Salar de Uyuni con alta concentración de Mg2+, lo que sugiere 

que este tipo de microorganismos podrían tolerar altas concentraciones de sales 

caotrópicas. Las arqueas incluidas en el grupo DPANN han sido descritas en otros 

ambientes caotrópicos dominados por el magnesio y recientemente se ha descrito 

una compleja relación simbiótica entre candidatos de este grupo y el género 

Halomicrobium, también identificado en el Salar de Uyuni (La Cono et al., 2020). 

1.2.1.2. Identificación de especies de procariotas en el Salar de Uyuni 

El análisis de variantes de las secuencias del gen ribosomal 16S ARNr obtenidas 

a partir de la secuenciación masiva permite alcanzar una mayor resolución 

taxonómica que mediante la generación de OTUs, permitiendo diferenciar entre dos 

especies del mismo género. Así, el análisis de variantes de las secuencias distingue 

entre los ecotipos del sistema resultando en una imagen más real de la composición 

de la comunidad (García-García et al., 2019).  

De las especies identificadas mediante secuenciación masiva, sólo las del dominio 

Archaea corresponden a halófilos extremos (Shimane et al., 2010), mientras que las 

especies bacterianas identificadas corresponden a microorganismos halófilos leves 

(Altererythrobacter sediminis, Belnapia rosea), halófilos moderados (Kocuria 

rhizophila, Labedaea rhizosphaerae, Loktanella salsilacus, Loktanella vestfoldensis, 

Oceanibaculum indicum) y las especies Deinococcus geothermalis y Roseomonas 
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frigidaquae, las cuales podrían considerarse en base a su crecimiento óptimo cómo 

halotolerantes (Ferreira et al., 1997; Kovács et al., 1999; Van Trappen et al., 2004; 

Kim et al., 2009, 2016; Lai et al., 2009; Jin et al., 2012; Lee, 2012).  

El aislamiento de microorganismos en el Salar de Uyuni utilizando diferentes 

medios en un rango de salinidad entre 3.5 y 35% de sal ha permitido identificar 

especies que corresponden a microorganismos halófilos, desde los leves hasta 

moderados o extremos y halotolerantes, todos ellos característicos de ambientes 

hipersalinos. Algunos de estos ambientes donde se aislaron las mismas especies o 

géneros que en el Salar de Uyuni fueron la planta de extracción de sal en Guerrero 

Negro (Baja California Sur, México, Sabet et al., 2009), los sebkha y chott de las Altas 

Mesetas del Atlas argelino (Quadri et al., 2016; Menasria et al., 2019), las minas de 

sal de Karak (Pakistán, Roohi et al., 2014), los lagos Howz Soltan y Urmia (Irán, 

Rohban et al., 2009; Vahed et al., 2011) y las Grandes Llanuras Salinas de Oklahoma 

(Caton et al., 2004). Miembros del género Halomonas fueron aislados en todos estos 

ambientes al igual que en el Salar de Uyuni, mientras que miembros de los géneros 

Bacillus, Brevibacterium, Haloarcula, Halobacillus, Halorubrum, Halovibrio, 

Idiomarina, Kocuria, Oceanobacillus, Piscibacillus, Piscibacillus, Pseudomonas, 

Salicola, Salinibacter, Staphylococcus, Thalassobacillus y Virgibacillus, aislados en el 

Salar de Uyuni, sólo se aislaron en al menos uno de estos ambientes hipersalinos.  

Sólo el 32% de las especies aisladas a partir de muestras del salar se identificaron 

a nivel de género mediante secuenciación masiva. De las 67 especies identificadas 

mediante el aislamiento en el Salar de Uyuni, 47 no fueron detectadas mediante 

secuenciación masiva. La mayoría de estas especies pertenecieron a la familia 

Bacillaceae. El género Bacillus fue el más numeroso entre los aislados de esta familia, 

seguido de los géneros Domibacillus, Halobacillus, Oceanobacillus, Piscibacillus, 

Thalassobacillus y Virgibacillus. Sin embargo, mediante secuenciación masiva sólo 

se ha identificado el género Fictibacillus de la familia Bacillaceae. Estos resultados 

han permitido evaluar la eficiencia de la metagenómica para describir la diversidad 

de un ecosistema. De los 34 géneros a los que corresponden los 235 aislados de 

distintas muestras del salar (Capítulo 5), el 59% no ha sido identificado a nivel de 

género mediante secuenciación masiva (Capítulo 4). Este resultado no desacredita 

la importancia de la metagenómica en la caracterización de la diversidad de un 

ecosistema, debido fundamentalmente a su sencillez, rapidez, y economía, pero 
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llama la atención sobre sus limitaciones, generalmente ignoradas, y reclama la 

necesidad de complementar su utilización con otras metodologías basadas en 

fundamentos distintos, con el fin de asegurar una adecuada caracterización de la 

diversidad de un ecosistema. 

En las mayores concentraciones de sal se aislaron especies pertenecientes a las 

clases Alphaproteobacteria (familia Rhodospirillaceae) y Gammaproteobacteria 

(familia Halomonadaceae) y a los filos Bacterioidetes (familia Rhodothermaceae) y 

Firmicutes (familia Staphylococcaceae).  

La especie fotótrofa Rhodovibrio sodomensis se aisló a todas las concentraciones 

de sal, lo que es coherente con su descripción como halófilo moderado con una 

amplia ventana ecológica para la salinidad, siendo capaz de crecer además hasta 1M 

MgCl2 (Mack et al., 1993; Imhoff et al., 1998; Amoozegar et al., 2013). Algunos 

aislados clasificados como Rhodovibrio sodomensis también estuvieron estrecha-

mente relacionados con Rhodovibrio sp. R443 (HM179190) y con bacterium BC24 

(HQ425042). El microorganismo bacterium BC24 corresponde con un aislado en 

muestras del lago salado Aran-Bidgol cuya especie más cercana fue Rhodovibrio 

sodomensis (Makhdoumi-Kakhki et al., 2012).  

Aislados identificados como Limimonas halophila y Halomonas uthaensis se 

obtuvieron tanto a 20 como a 35% de NaCl. El primero fue descrito en el Lago Aran-

Bidgol (Irán) como una especie halófila extrema (15 – 30%; óptimo 20% NaCl) y que 

requiere MgCl2 para crecer (0.47 – 6.66%; óptimo 2% MgCl2)(Amoozegar et al., 

2013). Las especies Salicola marasensis y Salicola salis fueron aisladas a 20% de NaCl 

y Salicola marasensis también al 10% de NaCl. Ambas especies presentaron un 

crecimiento óptimo en torno al 15% de NaCl y por debajo de 10% de NaCl no se 

observó crecimiento para ninguna de las dos especies (Kharroub et al., 2006; 

Maturrano et al., 2006b). La especie Salinibacter altiplanensis, que se caracterizó 

como un halófilo extremo con un crecimiento óptimo a 25% de sal (Viver et al., 

2018), se aisló en el Salar de Uyuni en el medio específico del género Salinibacter a 

una elevada concentración en sales (Antón et al., 2002). 

Se aislaron varias especies pertenecientes al género Staphylococcus. La especie S. 

equorum (≈ 100%), que se ha aislado en un medio de alta salinidad (20% w/v NaCl) 

en la muestra i15 del área industrial, se ha descrito previamente por crecer hasta 

25% de NaCl (Jeong et al., 2013) y se ha aislado también en otros ambientes 
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hipersalinos como las minas de sal de Karak en Paquistán (Roohi et al., 2014), 

mientras que las especies S. capiti (≈ 100%), S. epidermis (99.93%) y S. hominis 

subsp. Novobiosepticus (>99.80%) fueron descartadas por tratarse de una posible 

contaminación, ya que se aislaron en medios con baja salinidad y previamente se 

han descrito asociadas al microbioma humano (Kloos et al., 1998; Lory, 2014; Carter 

et al., 2018). 

Igualmente, se han aislado especies de arqueas halófilas extremas al 20% de NaCl 

en todas las áreas y épocas del Salar de Uyuni, principalmente en el área industrial 

durante la época seca-fría, lo que sugiere que estos microorganismos podrían estar 

activos en estas condiciones, aunque no fue posible su detección en estas muestras 

mediante la hibridación in situ fluorescente (Capítulo 4). 

Diez especies fueron aisladas al 10% de sal, correspondiendo la mayoría al filo 

Firmicutes, además de las especies Aliifodinibius halophilus y Halomonas ventosae 

que tienen un crecimiento óptimo entre 6 y 10% de sal (Martínez-Cánovas et al., 

2004; Zhao et al., 2020). Los miembros del filo Actinobacteria Kocuria palustris, 

Kocuria arsenatis, Brevibacterium picturae y el Firmicutes Bacillus haikouensis, 

descritos como halófilos leves (Kovács et al., 1999; Heyrman et al., 2004; Li et al., 

2014; Román-Ponce et al., 2016), fueron aislados en muestras del salar a 

concentraciones entre 3.5 y 10% de sal. 

Las bacterias Limimonas halophila y Halomonas utahensis; y las arqueas Haloar-

cula vallismortis y Halorubrum chaoviator se aislaron a partir de muestras de ambas 

áreas del Salar de Uyuni. Esto es consistente con los resultados de secuenciación 

masiva mediante la cual se han identificado estos géneros en ambas áreas del salar. 

Las especies Leucobacter denitrificans y Brevibacterium picturae también se aislaron 

en muestras de ambas áreas del salar, a pesar de que estos géneros no se 

identificaron mediante secuenciación masiva. 

En cuanto al género Bacillus, los aislados del Salar de Uyuni resultaron 

estrechamente relacionados con las especies B. aquimaris, B. jeotgali, B. litoralis y B. 

mesophilus, los cuales se aislaron en el área industrial, en consonancia con la 

clasificación a nivel de filo de las secuencias obtenidas por secuenciación masiva, 

dado que el filo Firmicutes resultó ser más abundante en las muestras de este área 

que en las del área no industrial, en la que sólo creció un aislado identificado con la 

especie B. licheniformis. Los miembros de este filo aislados en Río Grande se 
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identificaron con las especies B. alcalophilus, B. atrophaeus, B. halmaplanus, B. 

horikoshii, B. hwajinpoensis, B. kiskunsagensis, B. lindianensis, B. megaterium, B. 

pakistanensis, B. persicus, B. pumilus y B. vallismortis. Además, las especies B. 

enclensis y B. haikouensis fueron aisladas tanto en el área no industrial del Salar de 

Uyuni como en Río Grande. Sin embargo, ninguno de los aislados de Río Grande fue 

aislado en el área industrial del Salar de Uyuni, a pesar de que el río desemboca al 

sur del salar cerca de la planta piloto de extracción de litio y es uno de los principales 

aportes de agua del salar (Risacher y Fritz, 1991, 2000). Las especies B. atrophaeus, 

B. pumilus, B. megaterium Uyuni S29 y otras dos cepas no descritas pertenecientes a 

este género se aislaron en otros hábitats hipersalinos del Triángulo del Litio. Estas 

especies fueron descritas como tolerantes al Li (Cubillos et al., 2019). Dada la alta 

dispersión de las esporas, es difícil determinar si las especies de este género 

pertenecen realmente al ecosistema. Un modelo propuesto por Cubillos y 

colaboradores sugiere que la migración de los flamencos entre los salares del 

Triángulo del Litio es la causa de la dispersión del género Bacillus en la zona 

(Cubillos et al., 2019). Para probar esta conexión entre la diversidad de los 

diferentes ambientes, sería necesario analizar la diversidad utilizando enfoques de 

ecología molecular y el aislamiento de cepas del género Bacillus asociado a los 

flamencos y sus áreas de anidación. También se deberá tener en cuenta la posible 

dispersión de microorganismos por el viento tal y como se ha descrito previamente 

en el Salar de Atacama, donde se aislaron cepas de los géneros Kocuria, Bacillus, 

Oceanobacillus, Microbacterium, Salinicoccus entre otros y una cepa de 

Staphylococcus equorum a partir de partículas de polvo (Azua-Bustos et al., 2019) o 

en las muestras de polvo tomado por Charles Darwin en la capital de Cabo Verde del 

que se aislaron cepas de las especies B. licheniformis, B. megaterium y B. pumilus 

(Gorbushina et al., 2007). 

Ramos-Barbero y colaboradores describieron la comunidad vírica en algunas de 

las muestras de ambas áreas del Salar de Uyuni en las dos épocas. A partir del 

análisis del metaviroma de las muestras Zn5 y Zn24, intentaron conseguir una 

asociación in silico virus-hospedador, sugiriendo como posibles hospedadores a 

géneros de bacterias y arqueas que han sido aislados en este trabajo como son las 

especies Limimonas halophila, Micrococcus luteus y Rhodovibrio salinarum, por lo 
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que sería de interés utilizar estos aislados para identificar con precisión su relación 

con la comunidad vírica (Ramos‐Barbero et al., 2019). 

Los resultados de la clasificación taxonómica de las secuencias del gen ribosomal 

16S ARNr obtenidas a partir de la secuenciación masiva y el aislamiento de 

microorganismos revelan que el Salar de Uyuni es un ambiente de interés para el 

descubrimiento de nuevas especies. 

Las secuencias obtenidas mediante secuenciación masiva clasificadas en los tres 

géneros más abundantes en el Salar de Uyuni (Salinibacter, Halonotius y Haloru-

brum) corresponden a especies no descritas de estos géneros. La comparación 

detallada de las secuencias obtenidas en las muestras ambientales con el gen 

ribosomal 16S ARNr de la especie Salinibacter ruber M31 (Figura 7.4) confirma que 

nuevas especies del género Salinibacter dominan la comunidad bacteriana del Salar 

de Uyuni (Ramos‐Barbero et al., 2019). Respecto al género Halorubrum, algunas 

variantes se identificaron con Halorubrum sp. CA_23S2 presentes en Salinas 

industriales (GenBank LNN649925.1), Halorubrum sp. VKMM019 (GenBank 

DQQ915826.1) detectada en las salinas de Tamilnadu (India), Halorubrum sp. YPL12 

identificada en muestras de lagos hipersalinos (GenBank KT368145.1) y la arquea 

DSFBPG_UR1B (GenBank KC465557.1) reportada en el sistema geotermal del Mar 

de Salton (CA, Estados Unidos).  

Solo cuatro de los 235 aislados en el Salar de Uyuni mostraron una elevada 

identidad de secuencia del gen 16S ARNr con los géneros Salinibacter y Halorubrum 

usando la base de datos 16S ribosomal RNA sequences del NCBI (Capítulo 5).  

El aislado Zn3_S3 se identificó con la especie Salinibacter altiplanensis, una 

especie aislada a partir de muestras de dos lagos atalasohalinos (Ojo Rojo de 

Antofalla y Salar de Llullialliaco) en el altiplano argentino (Viver et al., 2018). Sin 

embargo, Zn3_S3 también mostró una elevada similitud de secuencia con los clones 

bacterianos BOX5_A2 (KU196555), BOX5_A6 (KU196558), BOX5_G1 (KU196582), 

BOX9_E1 (KU196637), detectados y clasificados con miembros del género 

Salinibacter en un trabajo previo de nuestro laboratorio en el Salar de Uyuni (Rubin 

et al., 2017). Al comparar mediante BLASTn el gen 16S ARNr del aislado Zn3_S3 

(Capítulo 5) con las ASVs obtenidas por medio de la secuenciación masiva (Capítulo 

4), sólo dos variantes de secuencia coincidieron al 100% (Figura 7.5 A), lo que 
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indicaría que el género Salinibacter es muy diverso a nivel de especies en el Salar de 

Uyuni y que el aislado Zn3_S3 no representa a la mayoría de este género. 

 

Figura 7.4. Distribución de la identidad de las secuencias bacterianas 16S ARNr del Salar de 

Uyuni comparadas con el gen ribosomal 16S ARNr de Salinibacter ruber M31 (Ramos‐Barbero 

et al., 2019) 

En cuanto al género Halorubrum, los aislados Zi4_Arq_200.2 y Zn3_Arq_220 se 

identificaron con la especie quimiorganotrofa Halorubrum chaoviator. Esta especie 

se describió a partir de tres cepas aisladas en una zona intermareal de la costa de 

Baja California, en salinas de la costa de Australia Occidental y en un lago salado en 

la isla griega de Naxos, de las cuales dos de ellas requirieron entre 20 y 50 mM de 

Mg2+ para crecer (Mancinelli et al., 2009). Por otro lado, el aislado Zn3_Arq_222 se 

identificó próximo a la especie Halorubrum tebenquichense, que originalmente se 

aisló en el lago Tebenquiche (Salar de Atacama) y que no requirió Mg2+ para crecer 

(Lizama et al., 2002). Estos tres aislados identificados como miembros del género 

Halorubrum mostraron una elevada identidad de secuencia con Halorubrum sp. 

BOL3-1 (CP034691), que ha sido aislado en el Salar de Uyuni (DasSarma et al., 

2019). Además, los aislados Zi4_Arq_200.2 y Zn3_Arq_220 también resultaron 

próximos a Halorubrum sp. B6-RDX (FJ561281), que fue aislado en un suelo alcalino 

de acuerdo con la información de esta secuencia en el NCBI, y a Halorubrum sp. AJ67 

(CBVY010000010), que fue aislado en los lagos hipersalinos con elevada 

concentración de arsénico en la Puna Argentina (Burguener et al., 2014). Las 
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secuencias del gen ribosomal 16S ARNr de los aislados Zi4_Arq_200.2 y 

Zn3_Arq_220 (Figura 7.5 B,C) coincidieron un 100% con dos variantes obtenidas 

mediante secuenciación masiva, mientras que el aislado Zn3_Arq_222 (Figura 7.5 D) 

el mayor porcentaje de similitud obtenido fue de 99.5% con una de las variantes. Al 

igual que en el caso de Salinibacter, estos tres aislados no son representativos de la 

mayoría de miembros del género Halorubrum en la comunidad del Salar de Uyuni 

(Figura 7.5 B-D). 

 

Figura 7.5. Distribución de la identidad de secuencias del gen 16S ARNr de la comunidad de 

bacterias y arqueas del Salar de Uyuni comparada con el gen ribosomal 16S ARNr de los 

aislados (A) Zn3_S3, (B) Zi4_Arq_200.2, (C) Zn3_Arq_220 y (D) Zn3_Arq_222  

Además del género Halorubrum, la clasificación de los aislados del dominio de las 

arqueas mostró discrepancias a nivel de especie, identificándose con secuencias de 

microorganismos no descritos de la clase Halobacteria en los resultados de al menos 

una de las tres bases de datos utilizadas. Los aislados de la clase Halobacteria 

mostraron resultados diferentes a nivel de especie excepto el aislado Zi4_Arq_228, 
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identificado con la especie Natrinema soli y con la secuencia Halobacteriales YPLA26 

(KX898226). Estas diferencias en los resultados podrían deberse a que se ha 

observado en diferentes géneros de la clase Halobacteria una elevada heteroge-

neidad intragenómica en las copias de los genes ribosomales, lo que plantea un 

problema para el uso de los genes SSU y LSU como herramientas fiables de clasifica-

ción para este clado de arqueas. Este fenómeno es importante ya que la heterogenei-

dad intragenómica puede generar productos quiméricos en la amplificación por PCR 

si el ADN molde contienen múltiples copias del gen ribosomal, lo que podría reducir-

se mediante la modificación de las condiciones de la PCR (Boucher et al., 2004). 

El aislado Zi4_Arq_223, que resultó tener una elevada similitud de secuencia con 

la especie Haloarcula marismortui, aislada en el Mar Muerto (Oren et al., 1990), 

también fue muy parecida a Haloarcula sp. LIBR001 (MH254939), aislada de 

salmueras ricas en litio del Salar de Atacama, y a Haloarchaeon MSNC 8A(4) 

(FJ868733). El aislado Zi4_Arq_226 similar a Haloarcula hispanica mostró una 

homología significativa con Haloarcula sp. NES8 (MH997687) aislada en el lago Tuz 

(Turquía). En cuanto a los aislados clasificados como Haloarcula vallismortis, el 

aislado Zi4_Arq_224 obtuvo una alta identidad con Haloarchaeon EH4 (FJ868736), 

que junto a Haloarchaeon MSNC 8A(4) corresponden a cepas del género Haloarcula 

capaz de degradar alcano en lagos no contaminados, mientras que el clone SA52 

(EU722672), detectada en un estudio de diversidad de la laguna hipersalina Tirez 

(España), fue la secuencia más cercana al aislado Zn22_Arq_A1. Los aislados 

clasificados como miembros del género Halobacterium obtuvieron una elevada 

similitud con Halobacterium sp. FL45 (MN833413) y Halobacterium sp. halo-11 

(KJ573430). 

En cuanto a los aislados de la familia Halomonadaceae, que comprende la mayoría 

de los microorganismos marinos o halófilos moderados, resultaron tener una alta 

similitud con los géneros Halomonas (H. titanicae, H. utahensis y H. ventosae), 

Salicola (S. marasensis y S. salis) y Halovibrio (H. variablis y H. denitrificans). Muchos 

de estos aislados se identificaron con diferentes miembros de estos géneros 

utilizando las tres bases de datos frente a las que se compararon las secuencias. Por 

ejemplo, el aislado i4_MA20%_227 obtuvo > 99% de identidad con Pseudomonas 

halophila, Halomonas utahensis y Halovibrio variabilis o el aislado Zn3_MA20%_122 

con más del 97% de similitud con Salicola marasensis y Halovibrio variabilis. Estas 
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discrepancias en los resultados pueden atribuirse al hecho de que la taxonomía de 

la familia Halomonadaceae está en revisión (Arahal et al., 2007), debido a que las 

distintas especies están estrechamente relacionadas a causa de los altos niveles de 

conservación de la secuencia del gen 16S ARNr (de la Haba et al., 2012). Sería útil 

realizar un análisis MLSA utilizando los genes descritos como marcadores 

filogenéticos de la familia Halomonadaceae (de la Haba et al., 2012) o mediante la 

secuenciación del genoma (Chun et al., 2018) para resolver las limitaciones en la 

identificación por comparación de los genes 16S ARNr. 

Estas posibles nuevas especies que se han aislado en el Salar de Uyuni deberán 

ser estudiadas en profundidad en el futuro para su adecuada descripción y 

clasificación genómica (Chun et al., 2018) y fenotípica basada en los ensayos 

estándar descritos previamente (Arahal et al., 2007; Logan et al., 2009). Además, los 

resultados de la secuenciación masiva muestran una elevada cantidad de nuevos 

microorganismos y la presencia de microorganismos candidatos, por ello futuros 

trabajos de aislamiento de microorganismos deberán ser abordados desde nuevas 

perspectivas. En primer lugar, el uso de salmueras naturales esterilizadas con 

diferentes fuentes de carbono (Mu et al., 2021) abre un nuevo abanico de 

oportunidades para aislar nuevos microorganismos que habitan en las condiciones 

extremas del Salar de Uyuni, permitiendo aislar microorganismos en medios con 

condiciones caotrópicas similares a las que presenta el medio natural y que son 

difíciles de reproducir en medios de cultivo de laboratorio. Asimismo, el uso de 

nuevas técnicas de aislamiento como la culturómica puede ser útil en el 

descubrimiento de microorganismos raros como los incluidos en nuevos grupos 

como las bacterias del filo Patescibacteria o las arqueas del superfilo DPANN, 

detectadas por tecnologías NGS en el Salar de Uyuni (Lagier et al., 2018; Sarhan et 

al., 2019; Durán‐Viseras et al., 2020). 

1.2.1.3. Comunidad de eucariotas del Salar de Uyuni 

En estudios anteriores realizados en el laboratorio se intentó identificar a los 

eucariotas de las muestras del Salar de Uyuni mediante microscopía de contraste, 

pero hubo dos limitaciones. En primer lugar, la mayoría de las células eucariotas 

encontradas en este sistema no alcanzan un tamaño superior a 10 µm, lo que 

dificulta la identificación de las estructuras y los orgánulos necesarios para su 

clasificación. Del mismo modo, la falta de referencias y de claves dicotómicas para la 
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clasificación taxonómica de las algas en ambientes extremos supone otro problema 

para la identificación de estos organismos. A pesar de estas limitaciones, se 

identificaron algunas algas como la especie Dunaliella salina en las muestras de la 

zona no industrial Zn7 (época seca-fría) y Zn22 (época húmeda-cálida) y un 

pequeño fitoflagelado en las muestras Zi6, Zi7 Zn3, Zn7 (época seca-fría) y Zn22 

(época húmeda-cálida). Además, se identificaron distintas especies de diatomeas en 

el agua de Río Grande (Morales, comunicación personal). 

La clasificación taxonómica de eucariotas a través de la microscopía de 

fluorescencia es complicada. Sin embargo, en este trabajo se identificaron diferentes 

morfologías de células eucariotas que podrían pertenecer a distintas especies de 

algas y hongos, siendo más abundantes en la época seca-fría (Capítulo 4), cuando 

hay menos agua biodisponible en el Salar de Uyuni (Capítulo 3). Aunque hay pocas 

referencias, imágenes y material taxonómico relativo a los eucariotas en ambientes 

extremos, las células eucariotas presentadas en la Figura 4.4 B se parecen a las 

observadas en las salinas de Fadlum y Kemah de Anatolia (Çınar y Mutlu, 2016). 

Mediante la secuenciación del gen ribosomal 18S ARNr se pudieron identificar 

tanto protistas como algas y hongos en el Salar de Uyuni, a pesar de que la 

clasificación a mayor profundidad taxonómica utilizando tanto la generación de 

OTUs como de ASVs no fue exitosa. Los eucariotas más abundantes y presentes en 

todas las muestras son los miembros de las divisiones de algas verdes Charophyta y 

Chlorophyta, seguida del clado SAR compuesto por los superfilos Heterokonta o 

Stramenopiles, dentro del cual se identificaron los órdenes Bicosoecida, Labyrinthu-

lomycetes; Ochrophyta (que incluye a las diatomeas) y Peronosporomycetes 

(Capítulo 4, Adl et al., 2019); el superfilo Alveolata, entre los cuales se identificaron 

miembros del filo Ciliophora y el grupo Protalveolata (Capítulo 4, Adl et al., 2019); y 

el superfilo Rhizaria, para el que sólo se identificaron miembros del filo Cercozoa 

(Capítulo 4, Adl et al., 2019). El género Dunaliella, incluido en las algas clorófitas, fue 

el más abundante en el Salar de Uyuni tal y como se observó mediante microscopía 

óptica en estudios previos. 

Estos grupos de eucariotas se han identificado en otros ambientes hipersalinos 

como el lago Tyrrel, donde las clorófitas fueron más abundantes en las muestras de 

sal que en las salmueras (Heidelberg et al., 2013), tal y como sucede en el Salar de 

Uyuni. Solo en algunas salmueras del Salar de Uyuni se identificaron algas clorófitas 
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con una elevada frecuencia, mientras que las algas carófitas constituyen el grupo 

más abundante de eucariotas en la mayoría de las salmueras del Salar de Uyuni. 

Además, se han identificado eucariotas en las salmueras de las cuencas anóxicas 

profundas del Mediterráneo, ricas en MgCl2 como el Salar de Uyuni. Al igual que en 

el salar, los eucariotas detectados en las cuencas del Mediterráneo se identificaron 

con la mayoría de los clados principales de este dominio. Sin embargo, los protistas, 

especialmente los ciliados y dinoflagelados, fueron los eucariotas más abundantes 

en las salmueras de estas cuencas evaporíticas, mientras que las algas clorófitas y 

carófitas son los más abundantes en el Salar de Uyuni. Estas diferencias podrían 

deberse a que las algas clorófitas y carófitas son fotoautótrofas y tendrían la 

limitación de la luz en las cuencas anóxicas del Mediterráneo, considerando que las 

pocas secuencias detectadas de clorófitas en estos hábitats podrían pertenecer a los 

escasos miembros mixotrófos incluidos en este grupo de eucariotas (Edgcomb et al., 

2009; Stoeck et al., 2014).  

La mayoría de hongos detectados con la secuenciación del gen ribosomal 18S 

ARNr se identificaron con miembros de las clases Ascomycota y Basidiomycota. Sin 

embargo, un elevado porcentaje de OTUs generados en las muestras de la época 

húmeda-cálida i18 (Torre de sal izquierda dura) y Zn22 (Ojo del salar) se 

identificaron con el clado Cryptomycota, el cual incluye numerosas secuencias de 

ADN ambiental obtenidas en diferentes hábitats como sedimentos marinos o en Río 

Tinto, y el género fúngico Rozella. Este grupo de hongos se caracteriza por no poseer 

una pared rica de quitina por la que se define a los hongos y por presentar una 

morfología ovoidal (Jones et al., 2011) similar a las observadas en células de algunas 

muestras del Salar de Uyuni, como en la muestra Zn24 que corresponde a la 

salmuera de un Ojo del Salar de la época húmeda-cálida (Figura 4.3). Para 

determinar si estos morfotipos presentes en el salar corresponden al grupo 

Cryptomycota o son parte de otros grupos de algas o protistas se plantea utilizar la 

hibridación in situ fluorescente con las sondas CM1.1 y CM1.2 diseñadas por Jones y 

colaboradores (Jones et al., 2011) y la LKM11-01 diseñada por Mangot y 

colaboradores (Mangot et al., 2009). 

Entre las variantes del Salar de Uyuni clasificadas en la clase bacteriana Alfapro-

teobacteria se detectaron miembros del orden Rickettsiales, las cuales son bacterias 

que colonizan numerosos tipos de eucariotas (Hess et al., 2016). En concreto, se 
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identificaron miembros de los géneros Candidatus Captivus, Candidatus Finniella, 

Candidatus Odyssella y Candidatus Paracaedibacter, que conforman la familia 

Candidatus Paracaedibacteraceae (Hess et al., 2016). A nivel de especie se 

identificaron Candidatus Odyssella thessalonicensis L13 y Candidatus Finniella 

lucida. Hess y colaboradores diseñaron sondas para identificar mediante FISH la 

especie Candidatus Finniella lucida. Mediante la aplicación de esta técnica pudieron 

observar la distribución de esta especie dentro del citoplasma de células de la 

especie protista Viridiraptor invadens, clasificada en el filo Cercozoa (Hess et al., 

2016). En las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal de fluorescencia 

en la muestra Zn25 se observaron señales positivas con la sonda general de 

bacterias EUB338 en el citoplasma de los eucariotas (Capítulo 4) muy similares a las 

observadas por Hess y colaboradores. Aplicar la sonda específica para el género 

Candidatus Finniella diseñada por Hess y colaboradores y diseñar nuevas sondas 

para los otros tres géneros de la familia Candidatus Paracaedibacteraceae 

confirmaría las relaciones de endosimbiosis de estas bacterias con los eucariotas en 

el Salar de Uyuni  

La presencia de levaduras negras activas que crecen en las salinas se publicó por 

primera vez a finales de los años 90 (Chung et al., 2019). A partir de entonces, se han 

encontrado nuevas especies de hongos y otras que ya eran conocidas por la 

industria alimentaria en ambientes hipersalinos de todo el mundo, poniendo de 

manifiesto la complejidad ecológica de este planeta. Algunas de estas especies 

fueron descritas posteriormente en otros hábitats como los glaciares, cuya 

característica común con los ambientes hipersalinos es la baja actividad del agua 

(Sepcic et al., 2010). Los hongos aislados en ambientes hipersalinos han sido 

descritos como halotolerantes ya que no requieren de la sal para su viabilidad, 

aunque pueden tolerar altas concentraciones hasta un 30% de NaCl. Sólo unos pocos 

hongos han sido descritos como halófilos hasta ahora (Sepcic et al., 2010). 

En este trabajo, se ha aislado un hongo en un medio oligotrófico al 20% de sal a 

partir de una muestra de una zanja del área industrial del Salar de Uyuni (Zi4) 

tomada durante la época seca-fría (Capítulo 5). A partir de la secuencia completa de 

la región ITS, se identificó como un hongo de la división Ascomycota, detectada 

también mediante secuenciación masiva del gen ribosomal 18S ARNr (Capítulo 4). 

Se trata de un hongo del orden Hypocreales, que incluye las familias Bionectriaceae, 
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Hypocreaceae, Nectriaceae, Clavipitaceae y Niessliaceae (Kepler et al., 2017). En 

particular, resultó ser un 99.42% similar con el hongo Hypocreales sp. HF20 que fue 

aislado de una muestra de la escalera de madera instalada en 1108 a.C. en las minas 

de sal de Hallstatt (Austria). En su clasificación, el aislado Hypocreales sp. HF20 

resultó tener una identidad del 94% con la especie Nectria pseudotrichia (Piñar et 

al., 2016). Sin embargo, al utilizar la base de datos de la región ITS del NCBI el aislado 

del Salar de Uyuni resultó próximo (87%) a la especie Hypomyces gamsii, aunque 

este porcentaje no se considera filogenéticamente significativo para clasificarlo 

como una nueva cepa de esta especie. 

Para tratar de clasificar de una forma más precisa este aislado, se amplificaron 

otros genes recomendados para este grupo como tef1, RPB2 y tub2 (Raja et al., 

2017). De esta forma, el aislado resultó ser un 90.98% similar a Trichoderma virens 

y un 83.18% similar a Hypochrea tremelloides mediante la secuenciación de los 

genes tef1 y RPB2, respectivamente. Estos porcentajes no fueron suficientes para 

determinar si el hongo pertenecía a una de estas especies, pero dado que el género 

Trichoderma es el estadio anamórfico del género Hypochrea, estos resultados 

podrían sugerir que se trata de un hongo perteneciente a ambos géneros 

(Druzhinina y Kubicek, 2005). Por el contrario, la secuencia del gen tub2 mostró una 

identidad del 95.95% con el hongo Cylindrodendrum album, que pertenece a la 

familia Nectriaceae al igual que la especie Nectria pseudotrichia (Lombard et al., 

2014). Basándose en la descripción macroscópica del hongo, se observaron dos 

posibles estadios, uno telomórfico y otro anamórfico, lo que sugiere que el hongo no 

podría ser miembro del género Cylindrodendrum, ya que no se ha descrito ningún 

estadio telomórfico para este género (Lombard et al., 2014). Para poder resolver su 

clasificación se plantea realizar una caracterización fenotípica en profundidad. 

1.2.1.4. Tolerancia de los microorganismos del Salar de Uyuni al estrés hídrico inducido 

Diversos estudios han analizado los límites de tolerancia a la actividad del agua 

en cultivos puros para los tres dominios de la vida. Entre las muestras seleccionadas 

para el aislamiento de microorganismos, Zi4 (0.684 aw) e i15 (0.690 aw) fueron las 

más extremas en términos de agua biodisponible (Capítulo 3) en el Salar de Uyuni. 

No obstante, el límite más bajo de actividad del agua en el que se ha registrado el 

crecimiento de microorganismos es de 0.585 (Lee et al., 2018). Entre estas dos 

muestras no se obtuvieron aislados en común. En la muestra Zi4 (0.684 aw) fue 
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donde se aislaron la mayoría de las arqueas de este trabajo. Entre los géneros de 

arqueas aisladas en esta muestra se han encontrado miembros del género 

Natrinema. En estudios previos se reportó que la especie N. pallidium es capaz de 

crecer hasta 0.681 aw (Stevenson et al., 2015b; Lee et al., 2018), límite de actividad 

del agua muy próximo al valor medido en la muestra Zi4. Además, en esta muestra 

también se aislaron bacterias clasificadas como Bacillus aquimaris, Thalassobacillus 

devorans y Sphingobacterium shayense y el hongo Zi4_R2A20_208. En la muestra i15 

sólo se identificaron bacterias de las familias Bacillaceae (Bacillus litoralis y Bacillus 

mesophilus), Paenibacillaceae (Brevibacillus parabrevis), Staphylococcaceae 

(Staphylococcus equorum), Microciccineae (Brevibacterium picturae), 

Micrococcaceae (Kocuria palustris), Halomonadaceae (Halomonas utahensis) y 

Rhodospirillales (Limimonas halophila). En cuanto a los límites de actividad del agua 

del género Staphylococcus, se ha reportado que la especie S. epidermidis es capaz de 

crecer a una actividad del agua de 0.901 y S. aureus en un rango de 0.900 a 0.850 aw 

(Stevenson et al., 2015b). Sin embargo, la especie S. equorum aislada en el Salar de 

Uyuni podría tener una mayor tolerancia a menores valores de actividad del agua, 

ya que fue aislada en la muestra i15 (0.690 aw). Mycobacterium pyrenivorans se aisló 

a partir de la muestra Zn23 con una actividad del agua de 0.725, límite inferior al 

que crecieron los patógenos M. parascrofulaceum y M. smegtatis (0.800 aw) 

(Stevenson et al., 2015b).  

Un caso especial es el del género Salinibacter. La especie Salinibacter ruber puede 

crecer hasta 0.777 aw (Stevenson et al., 2015b). Sin embargo, las muestras del Salar 

de Uyuni mostraron valores de actividad de agua inferiores a este límite (Capítulo 

3). El aislado identificado como Salinibacter altiplanensis fue aislado en la muestra 

del Ojo del Salar Zn3 durante la época seca-fría con un valor de 0.722 aw, por debajo 

del límite de Salinibacter ruber, por lo que sería interesante evaluar el crecimiento 

de este aislado en condiciones de baja actividad de agua. 

La mayoría de microorganismos para los que se ha determinado los límites de 

crecimiento dependiente de la actividad del agua fueron elegidos por su interés en 

la industria alimentaria, aunque se han estudiado los límites de crecimiento para 

esta variable en algunos microorganismos ambientales descritos como xerófilos o 

halófilos (Stevenson et al., 2015a, 2015b; Lee et al., 2018). El estudio del efecto de la 

baja actividad del agua en este trabajo permitirá avanzar en el conocimiento de este 



Discusión 

130 

factor limitante para la vida y de los mecanismos de adaptación de los microorganis-

mos que habitan en ambientes con baja actividad del agua. 

1.2.1.5. Crecimiento bacteriano en presencia de sales caotrópicas 

El aislamiento de microorganismos contribuyó no sólo a la identificación de una 

fracción de la población microbiana viable que habita en el Salar de Uyuni, sino que 

también ofreció la oportunidad de realizar estudios dirigidos a conocer tolerancia a 

las condiciones caotrópicas (Hallsworth et al., 2003). En estudios previos se aislaron 

microorganismos en el Salar del Hombre Muerto y el Salar de Atacama que fueron 

sometidos a pruebas de tolerancia a altas concentraciones de LiCl. La mayoría de 

estos microorganismos fueron bacterias Gram-positivas de los géneros Bacillus 

(Cubillos et al., 2019; Martínez et al., 2021a), Rhodococcus, Brevibacterium, Kocuria, 

Micrococcus (Martínez et al., 2019, 2021a) y Staphylococcus (Vilo et al., 2019) así 

como un miembro del género Halomonas (Martínez et al., 2019). Para esta parte del 

trabajo, se escogieron dos aislados del Salar de Uyuni (i19_MA3.5_52 y 

Zn11_MA3.5_249) pertenecientes a dos de los géneros descritos en el Triángulo del 

Litio y se expusieron a medios con gradientes de concentración de dos sales muy 

abundantes en el Salar de Uyuni (NaCl y LiCl) y a la mezcla de ambas sales (Capítulo 

3).  

El aislado i19_MA3.5_52 mostró una elevada similitud de secuencia con las 

especies Bacillus megaterium y B. aryabhattai, filogenéticamente relacionadas. 

Ambas son especies Gram-positivas de la familia Bacillaceae (Shivaji et al., 2009). 

Mientras B. megaterium fue capaz de crecer hasta 2.5M de NaCl, B. aryabhattai solo 

mostró crecimiento hasta 2M NaCl.  

El aislado Zn11_MA3.5_249 mostró una elevada similitud de secuencia con la 

especie Halomonas titanicae BH1, descrito como un halófilo moderado capaz de 

crecer entre 0.5 y 25% de sal. Aislado de una estalactita de hierro del pecio RMS 

Titanic, es un Gram-negativo heterótrofo, aerobio, con movilidad debido a flagelos 

perítricos. El género Halomonas incluye un gran número de especies aisladas en 

ambientes marinos o hipersalinos y filogenéticamente pertenece a la familia 

Halomonadaceae y la clase Gammaproteobacteria (Sánchez-Porro et al., 2010).  

El aislado i19_MA3.5_52 creció hasta 1.5M de NaCl, mostrando un ligero 

crecimiento a 2.5M tal y como se reportó previamente para las especies B. 

megaterium y B. aryabhattai (Shivaji et al., 2009), mostrando una peor tolerancia al 
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estrés osmótico que el aislado Zn11_MA3.5_249, el cual creció entre 0.5 y 4.5M de 

NaCl, mostrando un mejor crecimiento a partir de 1.5M de NaCl, valor para el cual la 

especie Hlm. titanicae presenta su crecimiento óptimo (Sánchez-Porro et al., 2010).  

Un limitado grupo de microorganismos, entre los que se encuentran los géneros 

Micrococcus, Rhodococcus, Staphylococcus y Bacillus, han sido descritos como 

capaces de tolerar concentraciones de hasta 1M de LiCl (Cubillos et al., 2019). El 

aislado Zn11_MA3.5_249 fue capaz de crecer entre 0.1 y 0.5M de LiCl y mostró un 

mejor crecimiento entre 0.3 y 0.4M de esta sal. Una cepa del género Halomonas 

aislada en el Salar del Hombre Muerto fue capaz de crecer hasta 0.7M de LiCl 

(Martínez et al., 2019). Sin embargo, el aislado i19_MA3.5_52 solo creció entre 0.1 y 

0.3M de LiCl a diferencia de las cepas Bacillus sp. LIBR002 y Bacillus sp. LIBR003 

aisladas en el Salar de Atacama, relacionadas filogenéticamente con la especie 

Bacillus megaterium Uyuni S29 y que fueron capaces de crecer hasta 1.4M de LiCl 

(Cubillos et al., 2019). Por lo que se puede concluir que los aislados seleccionados 

mostraron valores de tolerancia al LiCl menores que los aislados obtenidos en otros 

salares del Triángulo del Litio. 

El NaCl se ha descrito como un agente cosmotrópico, mientras que el LiCl se 

considera que es una sal caotrópica (Cray et al., 2013). Con los resultados obtenidos, 

se podría decir que el aislado Zn11_MA3.5_249 está mejor adaptado a la presión 

osmótica generada por la hipersalinidad y a condiciones estresantes de caotropi-

cidad y cosmotropicidad que i19_MA3.5_52, aislado en Río Grande, donde las 

condiciones no son extremas (Capítulo 3). 

Hasta ahora existen pocos hongos halófilos descritos, ya que la mayoría son 

hongos que habitan ambientes hipersalinos pero también son viables en ausencia 

de sal por lo que se consideran halófilos facultativos (Gunde-Cimerman et al., 2009; 

Nayak et al., 2012). El aislado Zi4_R2A20_208 puede describirse como un hongo 

halófilo facultativo ya que, a pesar de que creció en ausencia de sal, su crecimiento 

óptimo se dio a 5% de NaCl y fue capaz de crecer hasta 20% de sal. No se han descrito 

especies halófilas del género Trichoderma debido a su baja capacidad osmorregula-

dora (Mohamed y Haggag, 2006), pero si se han descrito aislados marinos de este 

género como halotolerantes capaces de crecer hasta 3% de sal (Gal-Hemed et al., 

2011). Los resultados de la secuenciación de la región ITS sugiere que el aislado 

Zi4_R2A20_208 es similar a un hongo aislado en una escalera de madera de las 
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minas de sal de Hallstatt y que fue identificado como la especie Nectria pseudotrichia 

(Piñar et al., 2016). El hongo Zi4_R2A20_208 creció hasta 2.5M de KCl aunque a 

mayores concentraciones se observó un cierto grado de estrés probablemente a 

consecuencia del efecto cosmotrópico del KCl (Cray et al., 2013) que reduce la 

flexibilidad de las biomoléculas (Timson, 2020). El hongo Zi4_R2A20_208 creció en 

todo el rango de concentraciones de LiCl ensayadas hasta una concentración de 

0.6M mucho más elevada que las concentraciones de LiCl a las que crecieron las 

especies Pholiota nameko y Pleorotus ostreatusroseus que toleran hasta 0.04mM 

(Nunes et al., 2014) o la especie Trichoderma polysporum que tolera concentraciones 

de 0.14M de LiCl (Richter et al., 2008). Respecto al NaBr, el hongo Zi4_R2A20_208 

resultó ser muy tolerante a esta sal (3M NaBr) aunque las especies Aspergillus 

sydowii, Cladosporium inversicolor, Cladosporium macrocarpum, Eurotium chevalieri, 

Hortaea werneckii, Phaeotheca triangularis y especies del género Wallemia se han 

reportado capaces de crecer a 4M de NaBr (Zajc et al., 2014). Por último, se ha visto 

que el hongo Zi4_R2A20_208 es capaz de crecer hasta 0.5M de CaCl2, pero no se 

evaluó su crecimiento a mayores concentraciones por lo que por ahora no se puede 

afirmar que sea la mayor concentración que tolere, ya que se han descrito 56 

especies de hongos que toleran hasta 1.5M y dos especies que toleran hasta 1.9M de 

CaCl2 (Zajc et al., 2014). Por tanto, el hongo Zi4_R2A_208 creció mejor en presencia 

de las sales cosmotrópicas NaCl y KCl. Frente a las sales caotrópicas, el hongo creció 

mejor en presencia de NaBr, que tiene un menor valor de caotropicidad que el LiCl 

o el CaCl2. El hongo mostró un crecimiento máximo a concentraciones más elevadas 

de las sales que la medida en la muestra Zi4 de la que fue aislado (Capítulo 3). Un 

hongo de la especie Trichoderma atroviride aislado en el Mar Muerto mostró 

crecimiento hasta 1.5M de NaCl, 3.5M de KCl, 1.2M CaCl2 y 0.75M NaBr (Zajc et al., 

2014), limites superiores a los obtenidos con el hongo del Salar de Uyuni para las 

sales KCl y CaCl2. Los resultados de crecimiento del hongo Zi4_R2A20_208 frente a 

distintas sales permiten clasificar a este hongo como caotolerante en coherencia con 

la clasificación de 135 cepas de distintas especies de hongos halófilos y xerófilos 

clasificados como tales, ya que no todas las sales caotrópicas afectaron de la misma 

manera al crecimiento de estos organismos (Zajc et al., 2014). 

En la mezcla de NaCl y LiCl se evidenció el efecto antagónico entre la 

cosmostropicidad del NaCl y la caotropicidad del LiCl, observándose que a mayor 
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contenido del compuesto caotrópico, menor fue la temperatura de gelificación del 

agar y viceversa, en consonancia a las observaciones reportadas en estudios previos 

(Hallsworth et al., 2007; Williams y Hallsworth, 2009). El aislado i19_MA3.5_52 

mostró crecimiento sólo en presencia de NaCl. Únicamente, se observó un ligero 

crecimiento de i19_MA3.5_52 al sexto día de exposición a la mezcla donde ambas 

sales estaban equilibradas, es decir cuando la temperatura del punto de gelificación 

del agar resultó próximo a la temperatura de gelificación en una solución acuosa 

(43.5°C). Estos resultados fueron similares a los obtenidos para las cepas Bacillus sp. 

LIBR002 y Bacillus sp. LIBR003, aunque estos dos aislados también crecieron en la 

mezcla 0.5 LiCl – 0.1M NaCl, donde el LiCl fue mayoritario (Cubillos et al., 2019). El 

aislado Zn11_MA3.5_249 creció en todas las combinaciones de sales ensayadas, 

aunque se observó su mejor crecimiento en presencia de ambas sales. Mientras que 

el hongo Zi4_R2A20_208 también creció en todas las mezclas, se pudo observar que 

a mayor concentración de NaCl mejor resultó el crecimiento del hongo. El 

antagonismo que se da en mezclas de sales caotrópicas y cosmotrópicas hace que el 

efecto sobre la estructura de las macromoléculas y de la célula sea cualitativamente 

compensado de manera similar a la que se daría en ausencia de los agentes 

estresantes (Williams y Hallsworth, 2009).  

1.2.2. Diversidad procariótica del Salar de Uyuni 

La abundancia de microrganismos totales contabilizados en el Salar de Uyuni 

(2.64·105 – 9.02·107) se encuentra dentro de los rangos comúnmente observados en 

ambientes hipersalinos (Maturrano et al., 2006a; Oren, 2011b; Boujelben et al., 

2012; Çınar y Mutlu, 2016; Di Meglio et al., 2016; Ramos‐Barbero et al., 2019), 

aunque la densidad celular en muchas muestras de la época húmeda-cálida fue 

menor, al igual que se ha observado en el lago Tebenquiche, otro de los lagos 

hipersalinos andinos (Demergasso et al., 2008). A diferencia de lo descrito en la 

mayoría de los ambientes hipersalinos (Maturrano et al., 2006a; Di Meglio et al., 

2016), el número y la diversidad de bacterias en el Salar de Uyuni es mucho mayor 

que el de arqueas, lo que corrobora los resultados obtenidos en estudios previos 

realizados con un número menor de muestras (Pérez-Fernández et al., 2019; 

Ramos‐Barbero et al., 2019). La diversidad y abundancia de las bacterias podría 

verse afectada por una variación geográfica entre las dos áreas del salar. Los 

miembros del género Salinibacter aparecieron con menor frecuencia en el área 
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industrial que en el área no industrial, mientras que no hubo diferencias apreciables 

en la presencia de este género entre ambas épocas, a diferencia de lo observado en 

otros sistemas hipersalinos (Podell et al., 2014). En cambio, sí se observaron 

diferencias tanto geográficas como estacionales en la abundancia de arqueas. Los 

miembros del género Halonotius y Halorubrum mostraron distintas abundancias 

relativas en las diferentes épocas y áreas geográficas. 

Las arqueas fueron significativamente más abundantes durante la época 

húmeda-cálida, mientras que las bacterias fueron más numerosas durante la época 

seca-fría, observándose una variación estacional de manera similar a lo descrito en 

otros lagos salinos (Maturrano et al., 2006a; Boujelben et al., 2012; Di Meglio et al., 

2016). En relación con el área geográfica, tanto las bacterias como las arqueas 

fueron más abundantes en el área no industrial. Los resultados de abundancia de 

bacterias obtenidos a partir de la hibridación in situ fluorescente fueron 

consistentes con las curvas de rarefacción resultantes de la secuenciación masiva 

del gen ribosomal 16S ARNr, lo que no se observó para las arqueas, en las que se 

detectaron más variantes en el área industrial (Figura 7.6 D). Tanto el número medio 

de células como de variantes identificadas de bacterias (Figura 7.6 C) fueron más 

numerosas en las muestras de sal que en las de sedimento, mientras que para las 

arqueas resultaron ser más numerosas en las muestras de sal que en las de 

salmuera, aunque se detectaron más variantes de este dominio en las salmueras que 

en la sal (Figura 7.6 F). Las diferencias entre la hibridación y las curvas de 

rarefacción observadas para las arqueas podrían deberse al bajo nivel de detección 

obtenido con CARD-FISH. 

 

Figura 7.6. Curvas de rarefacción para bacterias (A-C) y arqueas (D-F). A,D se refiere a las 

curvas en base a las áreas geográficas; B,E a las épocas de muestreo y C,F al tipo de muestra 
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A pesar de que en el CARD-FISH se utilizaron sondas generales para detectar la 

totalidad de bacterias y arqueas, las hibridaciones en algunas de las muestras 

representaron menos de la mitad de los microrganismos contabilizados mediante la 

tinción general con DAPI. Este bajo nivel de detección podría deberse a problemas 

en la permeabilización de las células durante el desarrollo del protocolo, aunque 

parece poco posible dado que este protocolo se ha aplicado con éxito en muestras 

de otros ambientes hipersalinos (Gomariz et al., 2015b). Hay que tener en cuenta 

que se desconoce el efecto de solutos caotrópicos y cosmotrópicos en la 

permeabilización de las sondas al interior de las células o a la interacción de la sonda 

con los sitios diana (Cray et al., 2015). Otra causa de la baja detección podría ser un 

bajo contenido de ribosomas en las células. Sin embargo, para obtener señales 

positivas aplicando CARD-FISH se requiere alrededor de una docena de ribosomas, 

dependiendo de las condiciones de la muestra (Hoshino et al., 2008), lo cual es un 

número relativamente bajo incluso para microorganismos en muestras ambientales 

(Amann y Fuchs, 2008). Otra posible explicación podría ser que algunos 

microorganismos no fueran detectados por las sondas utilizadas. De hecho, 245 

secuencias de las 6,269 secuencias totales obtenidas con los cebadores de arqueas 

correspondieron a microorganismos no asignados ni siquiera a nivel de dominio, 

que podrían no ser identificados con la sonda general de arqueas utilizada en este 

trabajo. O bien podría deberse a una baja actividad metabólica como se indicó en 

estudios previos donde tampoco fue posible la detección de las arqueas (Boujelben 

et al., 2012). 

La frecuencia de géneros detectados en estudios previos en el Salar de Uyuni así 

como los reportados en el presente trabajo refuerzan la composición heterogénea 

de la comunidad microbiana en este ecosistema (Haferburg et al., 2017; Rubin et al., 

2017; Pérez-Fernández et al., 2019; Pecher et al., 2020). Siendo los géneros 

Salinibacter (Rubin et al., 2017; Pérez-Fernández et al., 2019; Ramos‐Barbero et al., 

2019; Pecher et al., 2020) y Halonotius los géneros dominantes en la mayoría de las 

muestras (Haferburg et al., 2017; Rubin et al., 2017; Pecher et al., 2020; Martínez et 

al., 2021b), aunque el género Halonotius no fue el más abundante en algunos 

estudios previos (Pérez-Fernández et al., 2019; Ramos‐Barbero et al., 2019).  

La comunidad de procariotas en el Salar de Uyuni se caracteriza por ser rica en 

especies pero dominada sólo por unas pocas al igual que se reportó en estudios 



Discusión 

136 

previos en este ecosistema (Rubin et al., 2017; Pérez-Fernández et al., 2019) y en 

otros salares localizados en el Triángulo del Litio (Aguilar et al., 2016, 2018; Farias 

et al., 2017; Núñez Salazar et al., 2020). Las especies mejor adaptadas a este 

ambiente poliextremo son miembros de los géneros Salinibacter, Halonotius y 

Halorubrum, todos ellos caracterizados por su pigmentación (Oren, 2013a; 

DasSarma et al., 2019; Durán-Viseras et al., 2019), que la utilizan como un 

mecanismo de protección efectiva frente a la intensa radiación ultravioleta que se 

da en el Salar de Uyuni (Gomariz et al., 2015a). 

El género Salinibacter fue poco frecuente en algunas muestras del Salar de Uyuni 

obtenidas en ambas épocas y áreas (i.e. Zi4, Zi8, Zi10, Zi18, Zn3, i3,i7, i6, i9, i11, i12, 

i16, i18). Los índices de β-diversidad para la comunidad de bacterias agruparon 

estas muestras alejadas del grupo principal de muestras del salar, así como las 

muestras Zn22, Zi13 y Zi14 en las que el género Salinibacter presentó una frecuencia 

relativa de aproximadamente 30 – 40%, mucho más baja que en las otras muestras 

del salar. Del mismo modo que en el caso de las bacterias, Halonotius y Halorubrum 

no fueron los géneros más abundantes en algunas muestras del Salar de Uyuni, como 

reflejan los índices de β-diversidad para la comunidad de arqueas. 

Como consecuencia de las condiciones de hipersalinidad, los microorganismos 

que habitan en el Salar de Uyuni tienen que estar adaptados al estrés osmótico. Sin 

embargo, las sales que componen este sistema se caracterizan por ser 

delicuescentes lo que induce el estrés hídrico que también limita simultáneamente 

la vida (de Lima Alves et al., 2015) tal y como se sugirió previamente (Rubin et al., 

2017) y reflejan los resultados de este trabajo (Capítulo 3; Ramos‐Barbero et al., 

2019; Martínez et al., 2021b) 

Los índices de β-diversidad calculados indican que el área afecta tanto a la 

comunidad de bacterias como de arqueas. A pesar de que la salinidad y la actividad 

del agua media caracterizan al Salar de Uyuni como un ambiente extremo para la 

vida, estas variables físico-químicas se mantuvieron constantes entre ambas áreas 

del salar (Capítulo 3) y los valores de actividad de agua obtenidos fueron en general 

permisivos para la habitabilidad del sistema (Stevenson et al., 2015b; La Cono et al., 

2019). De manera que la caotropicidad o la fuerza iónica (Fox-Powell et al., 2016), 

como consecuencia de la composición química del Salar de Uyuni (capítulo 3), son 

aquellos factores que parecen ser responsables de la heterogeneidad en la 
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comunidad de bacterias y las pequeñas diferencias entre la comunidad de arqueas 

(Capítulo 4) entre el área no industrial al norte del salar y el área industrial al sur. 

Esta posibilidad ya se comprobó en el lago Hephaestus donde el límite de 

habitabilidad lo fijó la caotropicidad frente a la actividad del agua (La Cono et al., 

2019; Fisher et al., 2021). Sin embargo, no es posible establecer en este momento 

cuál de estos dos factores es determinante, ya que si se considera a la concentración 

de los iones caotrópicos y cosmotrópicos como indicador de la caotropicidad y a la 

conductividad como indicador de la fuerza iónica, los dos factores son diferentes 

entre ambas áreas. Por ello, es importante determinar la caotropicidad o 

cosmotropicidad en las muestras ambientales del salar, ya que las salmueras 

consisten en una mezcla de iones (Cl-, SO42-, Na+, Li+, Mg2+ y K+), generando un efecto 

antagónico tal y como se ha visto en el Capítulo 6 y tal y como se ha sugerido en 

estudios previos (Hallsworth et al., 2003, 2007; Cray et al., 2013), sobre todo 

teniendo en cuenta que la caotropicidad y la cosmotropicidad se ha medido hasta 

ahora en soluciones salinas puras (Cray et al., 2013). En cuanto a la fuerza iónica 

habría que valorarla cualitativamente entre la composición iónica conocida y la 

conductividad, ya que para la fuerza iónica es necesario también determinar la 

concentración de las especies de nitrógeno y azufre existentes en el Salar de Uyuni, 

y que mediante las metodologías empleadas en este trabajo no se han podido 

determinar. 

En el Capítulo 6 se han reportado diferencias importantes entre los resultados de 

caotropicidad obtenidos en soluciones de LiCl utilizando la metodología de visu en 

matraces descrita en Hallsworth et al., 2003 y la espectrofotometría UV-visible 

descrita en Cray et al., 2013 para determinar la temperatura del punto de 

gelificación, siendo más precisa la segunda metodología. Debido a que la 

caotropicidad es un concepto termodinámico (Ball y Hallsworth, 2015; Timson, 

2020), en este estudio se decidió utilizar la calorimetría diferencial de barrido para 

determinar el punto de gelificación del agar (Berton et al., 2019). Sin embargo, los 

resultados obtenidos hasta el momento se consideran muy preliminares por lo que 

no se han incluido en esta memoria. 

Rubín y colaboradores observaron una correlación entre el aumento de la 

concentración de Mg2+ y la disminución de la riqueza de especies al tiempo que 

aumentaba el dominio de unas pocas especies sobre la comunidad microbiana 



Discusión 

138 

(Rubin et al., 2017). Estos resultados se han corroborado en este estudio, al igual 

que en el caso del Li+ utilizando un mayor número de muestras. Para estos dos iones, 

la riqueza de especies disminuye con la concentración y el índice de dominancia de 

Simpson aumenta en el caso de las bacterias, lo que indica que las arqueas están 

mejor adaptadas a elevadas concentraciones de Mg2+ y Li+. Estos resultados podrían 

explicarse debido a que la clase Halobacteria, la más abundante en el Salar de Uyuni, 

es capaz de prosperar bajo múltiples condiciones ambientales como en el caso de la 

especie Haloferax volcanii capaz de tolerar diferentes cationes como el Li+ 

(Matarredona et al., 2021). En relación al Na+, se observó un aumento considerable 

de la riqueza de especies de arqueas, pero limitada a especies que están mejor 

adaptadas a estas condiciones. Sin embargo, la riqueza y la dominancia de especies 

de arqueas aumentaron con la concentración de Cl-, mientras que la riqueza y 

dominancia de especies de bacterias disminuyó, sugiriendo que, a pesar de haber 

menos especies bacterianas que de arqueas a elevadas concentraciones de Cl-, las 

bacterias están mejor adaptadas que las arqueas. Curiosamente, al incrementar la 

salinidad, la riqueza de especies fue mayor para ambos dominios y el índice de 

Simpson se mantuvo estable a lo largo del rango de salinidad medido en las 

muestras del Salar de Uyuni. 

El CaCl2 se ha caracterizado por ser una sal muy caotrópica (+92.2 KJ·Kg-1·mol-1), 

por encima del MgCl2 y el LiCl (Cray et al., 2013) y una solución saturada de esta sal 

presenta un valor de actividad de agua de 0.295 a 25°C (Winston y Bates, 1960). El 

contenido del catión Ca2+ fue entre 10 y 31 g/L en cinco muestras del área industrial 

del Salar de Uyuni (Zi4, Zi5, Zi10, Zi13 e i4). A 31.5 g/L de Ca2+ sólo se detectaron los 

filos Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Patescibacteria, Lentisphaerae, 

Cyanobacteria y Fusobacteria, no detectándose arqueas ni mediante secuenciación 

masiva ni por hibridación in situ fluorescente. De estos filos detectados a la 

concentración más alta de Ca2+ en el Salar de Uyuni, solo se han identificado los filos 

Proteobacteria y Firmicutes en la salmuera anóxica profunda Atlantis II, localizada 

en el Mar Rojo, cuya composición es rica en calcio y en la que también se detectaron 

arqueas del filo Euryarchaeotas, las cuales se han identificado en el Salar de Uyuni 

hasta una concentración de 23.47 g/L de calcio (Antunes et al., 2011). 
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1.3. Ecología microbiana en el subsuelo profundo del Salar de Uyuni 

En este estudio se tomaron dos muestras a 20 y 80 m de profundidad a partir de 

una perforación que se estaba realizando en el área industrial durante el muestreo 

en la época seca-fría. Estas profundidades corresponden respectivamente a los 

estratos salinos S4 y S10 descritos en el estudio de Fornari et al. (2001). Según este 

estudio, el estrato S4 corresponde al paleolago Minchin, y el estrato S10 al paleolago 

Escara. Estas muestras del subsuelo han proporcionado información sobre la 

diversidad microbiana a lo largo del registro geológico de este peculiar ecosistema, 

y son los primeros resultados del subsuelo profundo obtenidos en un sistema 

hipersalino activo. 

En relación con la composición de la comunidad del subsuelo, los tres filos más 

abundantes detectados a 20 y 80 m de profundidad fueron los mismos que los de la 

superficie, pero el número de filos identificados fue menor. Los filos Lentisphaerae, 

Chloroflexi, Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Armatimonadetes, Elusimicrobia, 

Nitrospirae, Epsilonbacteria, Tenericutes, FBP, WPS-2, Fibrobacteres, GAL15, 

Spirochaetes, Thaumarchaeota, Altiarchaeota y Crenachaeota, identificados en las 

muestras de la superficie del Salar de Uyuni, no se detectaron en los estratos salinos 

del subsuelo. Se han identificado diferencias a nivel de filos entre ambas muestras, 

siendo, curiosamente, la muestra de 80 mbs la más diversa. El género Idiomarina, 

que es el más abundante a 20 mbs, se ha descrito previamente en ambientes 

hipersalinos de España y Corea (Choi y Cho, 2005), pero también en ambientes 

anóxicos como en las salmueras del fondo del Mar Rojo y el Mar Mediterráneo 

(Antunes et al., 2011) y se ha descrito que algunas cepas pueden adaptarse a la 

anaerobiosis mediante la reducción disimilatoria del nitrato (Amberkar et al., 2019). 

Además, el género Idiomarina se ha relacionado con la precipitación de kutnahorita 

Ca-Mg (González-Muñoz et al., 2008), un mineral detectado en el Salar de Uyuni 

(Capítulo 3). También se identificó en ambas profundidades el género Salinibacter 

pero con menor frecuencia que en la superficie. Las especies descritas de este género 

corresponden a bacterias aerobias (Oren, 2013b), por lo que sería interesante 

profundizar en su identificación mediante la utilización de sondas específicas de 

FISH y tratar de aislar miembros de este género capaces de desarrollarse en las 

condiciones anaerobias existentes en el subsuelo profundo del Salar de Uyuni. 
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1.4. Repercusiones académicas, ambientales y biotecnológicas de la 

ecología del Salar de Uyuni 

Los ambientes hipersalinos proporcionan directa o indirectamente numerosos 

servicios ecosistémicos a la sociedad. Desde productos minerales y sales útiles para 

diferentes industrias, al potencial biotecnológico de los microorgnaismos halófilos 

en diferentes campos cómo la producción de biopolímeros, enzimas, la industria 

alimentaria y agrícola, biorremediación o la producción de hidrógeno (Margesin y 

Schinner, 2001), además de la conservación de la naturaleza, recreación, turismo y 

servicios culturales y académicos (Saccò et al., 2021). 

1.4.1. Repercusiones en el cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible  

En el Acuerdo de París el Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente 

se comprometió a mantener el aumento de la temperatura media global por debajo 

de 2°C respecto a los niveles preindustriales, y proseguir con los esfuerzos para 

limitar el aumento de esta temperatura a 1.5°C, mediante medidas para la reducción 

de los gases de efecto invernadero (Carfí et al., 2019). Así, la electrificación de la 

economía ha convertido al litio en el “nuevo oro blanco” (Gajardo y Redón, 2019). El 

precio del litio ha sufrido un elevado aumento en el mercado internacional desde 

2015 (Bowell et al., 2020) como consecuencia del incremento de su demanda para 

la producción de baterías recargables, que pasó de ser el 5% del consumo mundial 

de litio en el año 2000 al 56% en el año 2018, y aún se prevé un incremento mayor 

para el año 2028 (Bibienne et al., 2020). Las principales fuentes y reservas de litio 

en el mundo son los depósitos de pegmatita, los depósitos de arcillas volcánicas 

cómo la hectorita y otros minerales arcillosos, los depósitos de manganeso y las 

salmueras de ambientes hipersalinos. Alrededor del 70% de las reservas mundiales 

de litio corresponden con las salmueras localizadas en Bolivia, Chile y Argentina, 

siendo el Salar de Atacama (6,300 Kt Li) y el Salar de Uyuni (3,600 Kt Li) las que más 

contenido en litio presentan (Bowell et al., 2020). Esta riqueza en el contenido en 

litio de los salares del Triángulo del Litio se debe a una combinación de factores 

geológicos y climáticos de la Cordillera de los Andes, tales como el clima árido que 

caracteriza esta zona, las cuencas endorreicas hipersalinas, la actividad volcánica e 

hidrotermal que lixivian el litio a partir de las rocas volcánicas, el sistema de 

acuíferos y de agua fluviales y la tradición de la concentración de salmueras (Gajardo 

y Redón, 2019). La empresa chilena SQM y la estatal boliviana COMIBOL han 
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empezado a explotar la reserva de ambos salares para la extracción de sales de litio 

(Bowell et al., 2020). No obstante, la importancia científica, ecológica, recreativa y 

cultural da a estos salares un importante valor no económico que hay que considerar 

a la hora de evaluar las explotaciones de extracción de litio (Gajardo y Redón, 2019). 

1.4.1.1. Potencial socio-ambiental para la mitigación del cambio climático 

Las alteraciones antropogénicas de los ambientes cómo los procesos extractivos 

son los causantes de las modificaciones físicas y químicas de estos ecosistemas. La 

extracción masiva de salmueras del Salar de Atacama ha agravado la falta de agua 

en una de las regiones más áridas del planeta. La demanda de minerales extraídos 

de la salmuera y el avance de las sequias a consecuencia del cambio climático 

alterarán los aportes y niveles de agua y supondrán una variación en la diversidad 

taxonómica y funcional de los sistemas (Saccò et al., 2021). Las diferencias 

encontradas en este trabajo entre el área industrial y no industrial del Salar de 

Uyuni, junto a la amplia variedad en los resultados dentro del área industrial 

podrían ser una herramienta importante para evaluar el impacto ambiental de la 

actividad de extracción de litio en el Salar de Uyuni, y una referencia para utilizar 

después del cierre de la actividad minera. Recientemente Saccò y colaboradores han 

propuesto que la combinación de las técnicas ómicas podría ser un buen método de 

monitorización del impacto ambiental de las actividades antrópicas (Saccò et al., 

2021). Nosotros planteamos la combinación de técnicas como la secuenciación 

masiva y la hibridación in situ fluorescente para la evaluación del impacto ambiental 

en el Salar de Uyuni.  

1.4.1.2. Potencial técnico para la mitigación del cambio climático 

El uso de microorganismos halotolerantes para la extracción de litio a partir de 

las salmueras tendría las siguientes ventajas: 1) la capacidad de secuestrar el metal 

durante el crecimiento de estos microorgnaismos en periodos cortos de tiempo, 2) 

su adsorción debido a la elevada superficie específica de la célula y 3) la interacción 

con exopolisacáridos capaces de adsorber o absorber el metal (Martínez et al., 

2021a). Especies aisladas del Salar de Uyuni pertenecientes a los géneros Bacillus, 

Brevibacterium y Kocuria (Capítulo 5) y de los géneros Arthrobacter y Rhodococcus, 

identificados en el salar mediante secuenciación masiva (Capítulo 4), han sido 

descritas por su capacidad de extraer entre 100 y 500 µmol de litio por cada gramo 

de peso seco celular (Tsuruta, 2005; Belfiore et al., 2017; Martínez et al., 2021a). A 
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pesar de que hay arqueas como Haloferax volcanii que es capaz de crecer hasta 0.5M 

de Li+ (Matarredona et al., 2021), hasta el momento no se ha comprobado su 

capacidad de extraer litio de la salmuera. 

Los microorganismos son capaces de utilizar diferentes aceptores de electrones 

como el nitrato, el arseniato, el selenato o el sulfato para la respiración anaerobia a 

elevadas concentraciones de sal (Oren, 2011a). Los microorganismos sulfatorre-

ductores tienen un interés industrial para la extracción de litio debido a que la 

eliminación del sulfato es un paso integrado en el proceso de extracción de Li2CO3 

(An et al., 2012). Estos microorganismos se consideran ubicuos y se han identificado 

tanto en entornos de origen industrial como en entornos naturales en los que 

abunda el sulfato. De hecho, son abundantes en los ecosistemas hipersalinos, incluso 

cuando el ambiente está saturado de oxígeno (Muyzer y Stams, 2008). Los límites de 

salinidad para la reducción del sulfato han sido estimados en unos 130 g/L de NaCl 

en el caso de la vía completa, mientras que aproximadamente 240 g/L ha sido el 

límite en el caso de la vía incompleta (Oren, 2011a).  

La detección de la actividad sulfatorreductora en los medios de enriquecimiento 

inoculados con muestras del Salar de Uyuni, junto a la secuenciación de los genes 

16S ARNr tanto por clonación (Rubin et al., 2017) como por tecnologías NGS 

(Capítulo 4; Ramos‐Barbero et al., 2019; Martínez et al., 2021b) revelan que los 

microorganismos sulfatorreductores están presentes en el Salar de Uyuni.  

Desafortunadamente, los resultados del aislamiento de estos microorganismos 

fueron negativos. La dificultad del aislamiento de los microorgnaismos sulfatorre-

ductores puede estar relacionada con la imposibilidad de reproducir la composición 

elemental del Salar de Uyuni en los cultivos de enriquecimiento o por la competencia 

con otros metabolismos coenriquecidos. De esta forma, dado su interés económico, 

sería conveniente intentar el aislamiento de estos microorganismos en futuros 

estudios considerando dos factores. Por un lado, las interacciones ecológicas entre 

los microorganismos que parecen ser importantes en el Salar de Uyuni como se ha 

demostrado en los resultados obtenidos por la hibridación in situ fluorescente 

(Capítulo 4). Por otro lado, la composición de la salmuera del Salar de Uyuni, la cual 

presenta un cierto contenido de compuestos caotrópicos (Capítulo 3) que podrían 

alterar la termodinámica de la actividad metabólica. 
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Además del interés por la extracción de litio de las salmueras del Salar de Uyuni, 

se pueden aprovechar otros potenciales biotecnológicos de los microorganismos 

aislados en este ambiente como la precipitación de minerales, la producción de 

biopolímeros y las interacciones con la rizosfera de las plantas. 

Uno de los objetivos de la geomicrobiología es averiguar cómo los microorganis-

mos son capaces de precipitar minerales, como los carbonatos. Arqueas como la 

especie Haloferax volcanii son capaces de precipitar carbonatos de Mg2+ y Ca2+ (Qiu 

et al., 2017). Otros estudios revelaron esta capacidad de precipitar carbonatos de 

Mg2+ y Ca2+ en bacterias como Bacillus licheniformis o Staphylococcus epidermis (Han 

et al., 2018; Zhao et al., 2019). Idiomarina loihiensis e Idiomarina abyssalis, dos 

especies filogenéticamente relacionadas con Idiomarina ramblicola, han sido 

descritas por ser capaces de precipitar kutnahorita Ca-Mg (González-Muñoz et al., 

2008; Sun et al., 2019). Esta capacidad para precipitar carbonato podría ser de 

interés para el sector de la construcción, el cual debe renovar sus procesos para 

adaptarse a la realidad de la emergencia climática ya que la producción de cementos 

es un gran emisor de CO2 y consumidor de energía. El género Sporosarcina, en 

concreto la especie S. pasteurii fue capaz de precipitar carbonatos de magnesio y 

calcio útiles para la solidificación de arenas, dando lugar a un cemento biológico que 

puede ser una nueva vía interesante para mejorar el proceso de producción de este 

material (Sun et al., 2019). 

Actualmente, el plástico es uno de los materiales más utilizados ya que presenta 

unas propiedades y versatilidad idóneas como es la resistencia a su degradación. 

Pese a las ventajas que ofrece, las propiedades del plástico generan un elevado 

impacto ambiental (Rodríguez-Contreras et al., 2013). El aislado i19_MA3.5%_52 se 

identificó con la cepa Bacillus megaterium Uyuni S29 (99.63%). Esta cepa de Bacillus 

megaterium aislada en el Salar de Uyuni ha sido objeto de numerosos estudios por 

su potencial biotecnológico en el tratamiento de aguas residuales salinas. Pero 

especialmente se ha estudiado la producción y acumulación de un gran contenido 

de poli-3-hidroxibutirato (PHA) para los que Bacillus megaterium Uyuni S29 cuenta 

con ventajas como la ausencia de microorganismos competidores incapaces de 

crecer en alta salinidad, y la ventaja de los microorganismos Gram-positivos que 

producen PHA libre de endotoxinas (Rodríguez-Contreras et al., 2013; Rodríguez-

Contreras et al., 2016).  
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Miembros de los géneros Aliifodinibius, Bacillus, Brevibacterium, Halobacillus, 

Halomonas, Oceanobacillus, Pseudomonas, Staphylococcus y Virgibacillus, aislados en 

el Salar de Uyuni, han sido identificados en la rizosfera de plantas halófitas en 

ecosistemas áridos (Li et al., 2018). Aunque no existe vegetación en el Salar de 

Uyuni, estos microorganismos también podrían encontrarse en pequeñas 

elevaciones que se encuentran en el salar donde crecen plantas de distintas familias 

como la Cactaceae (Coca-Salazar et al., 2016). Estas bacterias podrían tener un 

potencial en el crecimiento de cultivos en suelos contaminados por la salinización y 

en la posterior recuperación de estos sistemas (Nikalje et al., 2018; Kearl et al., 

2019). 

1.4.2. Astrobiología 

Dado que el agua líquida es necesaria para la vida en la Tierra, la evidencia de 

agua actual o pasada es un primer paso para determinar la habitabilidad en otras 

localizaciones del Sistema Solar (Tosca et al., 2008). Las sales que potencialmente 

están presentes en Marte y Europa incluyen el NaCl, MgCl2, CaCl2 y KCl (Shi et al., 

2020), todas ellas identificadas en el Salar de Uyuni. Estas sales de cloruro y los 

percloratos detectados también en Marte se caracterizan por ser delicuescentes 

(Davila et al., 2010), provocando la aparición transitoria de agua líquida en Marte, a 

pesar del actual clima árido que se da en la superficie marciana. Estas sales además 

se encuentran en el subsuelo de Marte, pudiendo ser el origen de las líneas 

recurrentes en pendiente observadas en la superficie a consecuencia de la 

delicuescencia de los cloruros (Shi et al., 2020). Por ello, los estudios en el subsuelo 

de depósitos evaporíticos como el Salar de Uyuni puede ser un modelo para estudiar 

la habitabilidad del subsuelo de los depósitos evaporíticos marcianos como la 

llanura Meridiani, considerado como uno de los mejores lugares para la vida en la 

superficie primitiva de Marte, a pesar de sus condiciones extremas. En esta llanura 

y otros depósitos evaporíticos se ha estimado que la actividad de agua está en un 

rango entre 0.780 y 0.860 (Tosca et al., 2008; Stevenson et al., 2015a), valores en los 

que se incluyen muchas de las muestras del Salar de Uyuni en este estudio. 

El Salar de Uyuni, además, es un buen análogo de Europa, la luna de Júpiter, en 

donde las misiones Galileo y Cassini-Huygens han reportado datos que sugieren la 

existencia de océanos profundos, bajo una espesa capa de hielo con importantes 

concentraciones de sales (Shi et al., 2020). Debido a la bajísima temperatura de la 
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superficie de Europa, el MgCl2 hidratado se mezclaría con otras sales como el MgSO4 

y el hielo (Shi et al., 2020), fenómeno que podría darse en el Salar de Uyuni durante 

la época seca-fría. En algunas de las salmueras de Europa se han identificado 

soluciones saturadas de MgSO4, Na2SO4 y Na2CO3 (Muñoz-Iglesias et al., 2013) cuyos 

valores de actividad del agua están por encima de 0.900 unidades a 20°C (Winston 

y Bates, 1960). La temperatura y la presión que presenta esta luna helada harían 

variar la precipitación de sales, lo que supone un aumento en los valores de actividad 

de agua. Por tanto, en Europa probablemente se de una ventana de actividad de agua 

en el rango que permite el desarrollo de la mayoría de microorganismos en la Tierra 

(Stevenson et al., 2015a). Sin embargo, la caotropicidad y cosmotropicidad que 

caracterizan estas sales (Cray et al., 2013) podrían limitar la vida en estas salmueras 

de Europa, al igual que sucede en el lago Hephaestus, a pesar de tener unos valores 

de actividad de agua permisivos para la vida (La Cono et al., 2019). 

1.4.3. Protección planetaria 

Las agencias espaciales NASA y ESA han desarrollado políticas de protección 

planetaria para evitar la contaminación de ambientes extraterrestres con 

biomoléculas y formas de vida terrestres, con el propósito de evitar posibles 

confusiones en futuras misiones para la detección de vida en otros sistemas 

planetarios (Moissl-Eichinger, 2012). Como método de protección de la 

contaminación terrestre en otros planetas, las agencias espaciales están 

desarrollando estudios para determinar el crecimiento o supervivencia de 

microorganismos o estructuras reproductivas en los instrumentos enviados en las 

misiones tras su descontaminación en los laboratorios, como el Ultraclean 

Spacecraft Assembly Facility del NASA Jet Propulsion Laboratory. Estos laboratorios 

están dotados con salas estériles donde se ensamblan los instrumentos y las naves 

espaciales que disponen de una corriente de ventilación para controlar la esterilidad 

de la habitación. Además, a los instrumentos se les somete a procesos de esteriliza-

ción con vapor de peróxido de hidrógeno y radiación ultravioleta (Link et al., 2004).  

Sin embargo, a pesar de estas precauciones, algunos microorganismos han sido 

aislados en estas salas limpias. Miembros de los géneros Bacillus, Brevibacillus, 

Brevibacterium, Kocuria, Microbacterium, Micrococcus, Oceanobacillus, Pseudomo-

nas y Staphylococcus aislados de estas salas limpias (Moissl-Eichinger, 2012), han 

sido aislados en el Salar de Uyuni en el desarrollo de este trabajo (Capítulo 5). Las 
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especies Bacillus licheniformis, B. pumilus, B. megaterium, Kocuria rhizophila, 

Pseudomonas stutzeri y P. xantomarina aisladas en muestras de las salas limpias de 

los laboratorios de montaje de instrumentos espaciales han sido también aislados 

en el salar. Cuatro aislados del Salar de Uyuni se han identificado por similitud del 

gen ribosomal 16S ARNr con dos especies formadoras de esporas aisladas en las 

salas limpias de la NASA. El aislado Zn24_MA3.5_78 en la muestra Zn24, descrita 

como un Ojo del salar, se ha identificado con la cepa Sporosarcina luteola 

MER_TA_117 (99.70% similitud), que fue aislada en uno de los Rovers enviados a 

Marte, según su descripción en la base de datos NCBI, mientras que los aislados del 

Salar de Uyuni i19_MA10_68, i19_MA10_70, i19_MA10_121 se han identificado con 

la especie B. pumilus (>99.7% similitud) cuyas esporas son capaces de resistir la 

exposición a radiación UV (Link et al., 2004). 

El estudio de la tolerancia de estos aislados a sales caotrópicas y bajos valores de 

actividad del agua, que se dan tanto en el Salar de Uyuni como en otros sistemas 

extraterrestres, aportará información para evitar las posibles contaminaciones 

cruzadas en futuras misiones de exploración. 
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Conclusions 

The main findings of the present PhD project are listed below: 

1. Salar de Uyuni is an extreme environment as a consequence of its 

hypersalinity. Nevertheless, it exhibits other extreme conditions for life, such 

as seasonal variations in temperature and redox potential resulting from the 

rainfall regime or a slightly acidic pH in the industrial area 

2. The geochemical composition of the Salar de Uyuni is heterogeneous. 

Geographical and seasonal variations lead to a gradient of chaotropic and 

kosmotropic ions that splits Salar de Uyuni into two areas. The north of the 

salar (non-industrial area) is dominated by Na+ and Cl- ions and presents a 

higher average salinity than the south of the salar (industrial area) whose 

chemical composition contains highest concentrations of Mg2+, Li+, K+ cations 

and sulphur 

3. Hitherto, the chaotropic effect of compounds was determined in pure 

solutions. However, salts in nature are found ionised in mixtures. In this 

study, the chaotropicity of different salt mixtures was measured. The 

kosmotropic salts (NaCl, Li2SO4), exert an antagonistic effect that 

compensates for the chaotropicity of salts like LiCl 

4. Salar de Uyuni is characterized by extreme desiccation conditions resulting 

in water activity values (0.413 – 0.856) below the limit at which most 

organisms grow (0.900). These conditions are more extreme during the dry-

warm season and slightly lower in the industrial area than in the non-

industrial area 

5. The number of microorganisms in Salar de Uyuni is similar to that found in 

other hypersaline environments. A seasonal variation was observed, being 

most abundant in the dry-cold season 

6. Members of the three domains of life were detected in Salar de Uyuni. 

Archaea and eukaryotes show a seasonal variation, while bacteria and also 

archaea show a geographical variation, being most abundant in the non-

industrial area. Both bacteria and archaea were more abundant in the salt 

samples 
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7. Normally, bacteria are most abundant in liquid samples and archaea in salt 

samples in hypersaline ecosystems. However, the opposite is observed in 

Salar de Uyuni, as also described in other hypersaline lakes 

8. The prokaryote community is mainly composed by the phyla Proteobacteria, 

Bacteroidetes and Euryarchaeota, which account for more than half of the 

community in Salar de Uyuni. Salinibacter, Halonotius and Halorubrum are 

the main genera of prokaryotes. The genus Haloquadratum, characteristic of 

hypersaline environments, is not present in Salar de Uyuni. The species 

identified in Salar de Uyuni by massive sequencing correspond to halophilic 

or halotolerant microorganisms 

9. The phylum Patescibacteria and the DPANN supregroup of the domain 

Archaea, which include those microorganisms known for their small cellular 

and genomic size, are present in Salar de Uyuni 

10. Chlorophyte and charophyte algae are the main eukaryotes identified, with 

the genus Dunaliella being the most abundant in Salar de Uyuni. Members of 

the SAR supergroup, including diatoms, fungi of the classes Ascomycota and 

Basidiomycota and the clade Cryptomycota were also detected in the salar. 

Symbiotic interactions between eukaryotic cells and candidate prokaryote 

species have been observed both by NGS and fluorescence microscopy 

11. Salar de Uyuni is a species-rich environment but the prokaryote community 

is dominated by a few species. The bacterial community of the salar is 

heterogeneous, while the archaeal community is homogeneous. The diversity 

in Salar de Uyuni shows a geographical variation. 

12. Correlations observed between the concentration gradient of major ions, 

water activity values and α-diversity index show that both chaotropicity and 

water activity are factors limiting diversity in Salar de Uyuni 

13. Salinity and water activity do not show geographic variation as do 

concentrations of chaotropic ions and β-diversity indices. Therefore, 

chaotropicity seems to be the factor driving the differences in diversity 

between the two areas of Salar Uyuni 

14. The 235 isolates in Salar de Uyuni were classified into 67 species found in 

other hypersaline environments. Some of these species were described as 

growing at low water activity values such as those observed in Salar de Uyuni 
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15. The results of massive sequencing and isolation of microorganisms show the 

presence of new species and groups of microorganisms in Salar de Uyuni 

16. Both the independent culture approaches and the isolation of 

microorganisms applied to study the microbial ecology of Salar de Uyuni 

present limitations. This shows that, at the time of the emergence of NGS 

approaches, a combination with other methodologies is required for an 

adequate characterisation of the diversity in a given ecosystem 

17. For the first time, the prokaryotic diversity of deep subsurface samples from 

a hypersaline ecosystem, obtained at different depths (20 and 80 m), has 

been studied. The prokaryote community described presents differences and 

similarities with the surface one. The sample at 80 mbs is the most diverse of 

the two depths. These results are probably the result of the evolution of Salar 

de Uyuni. The genus Salinibacter, known to be aerobic, was detected at both 

depths. 
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Conclusiones 

A continuación se enumeran las principales conclusiones del presente estudio: 

1. El Salar de Uyuni es un ambiente extremo a consecuencia de la 

hipersalinidad. Sin embargo presenta otros parámetros que son extremos 

para la vida como las fluctuaciones estacionales de temperatura y potencial 

redox, esta última como consecuencia del régimen pluvial, o un pH 

ligeramente ácido en el área industrial 

2. La composición geoquímica del Salar de Uyuni es heterogénea. Las 

variaciones geográficas y estacionales generan un gradiente de iones 

caotrópicos y cosmotrópicos que divide al Salar de Uyuni en dos áreas. El 

norte del salar (área no industrial) está dominado por los iones Na+ y Cl- y 

presenta una mayor salinidad media que el sur del salar (área industrial) 

cuya composición química presenta un mayor contenido de los cationes 

Mg2+, Li+, K+ y azufre 

3. Hasta ahora se ha determinado el efecto caotrópico de compuestos en 

soluciones puras de sales. Sin embargo, en la naturaleza las sales se 

encuentran ionizadas dando lugar a mezcla de iones. En este estudio se ha 

medido la caotropicidad en diferentes mezclas de sales. Las sales 

cosmotrópicas (NaCl, Li2SO4), ejercen un efecto antagónico que compensa el 

efecto de sales caotrópicas como el LiCl  

4. El Salar de Uyuni se caracteriza por unas condiciones de desecación extremas 

resultando en valores de actividad de agua (0.413 – 0.856) por debajo del 

límite al que crecen la mayoría de organismos (0.900). Estas condiciones son 

más extremas durante la época seca-cálida y ligeramente más baja en el área 

industrial que en el no industrial 

5. El número de microorganismos por unidad de volumen en las salmueras y 

por unidad de peso en las sales y sedimentos del Salar de Uyuni es similar al 

detectado en otros ambientes hipersalinos. Se ha observado una variación 

estacional, siendo más abundantes en la época seca-fría 

6. Se han detectado miembros de los tres dominios de la vida en el Salar de 

Uyuni. Las arqueas y eucariotas muestran una variación estacional, mientras 

que las bacterias y también las arqueas presentan una variación geográfica, 
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siendo más abundantes en el área no industrial. Tanto las bacterias como las 

arqueas fueron más abundantes en las muestras de sal 

7. En general, en los ecosistemas hipersalinos, las bacterias son más 

abundantes en las muestras líquidas y las arqueas en las muestras de sal. Sin 

embargo, en el Salar de Uyuni se observa el fenómeno contrario al igual que 

lo reportado en otros lagos hipersalinos  

8. La comunidad de procariotas está compuesta principalmente por los filos 

Proteobacteria, Bacteroidetes y Euryarchaeota, que suponen más de la mitad 

de la comunidad del Salar de Uyuni. Salinibacter, Halonotius y Halorubrum 

son los principales géneros de procariotas. El género Haloquadratum, 

característico en ambientes hipersalinos, no está presente en el Salar de 

Uyuni. Las especies identificadas en el salar mediante secuenciación masiva 

corresponden a microorganismos halófilos o halotolerantes 

9. Miembros del filo Patescibacteria y el supregrupo DPANN, del dominio 

Archaea, que incluyen aquellos microorganismos conocidos por su pequeño 

tamaño celular y genómico, están presentes en el Salar de Uyuni  

10. Las algas clorófitas y carófitas son los principales eucariotas identificados, 

siendo el género Dunaliella el más abundante en el Salar de Uyuni. También 

se detectaron miembros del supergrupo SAR, entre los que destacan las 

diatomeas, y hongos de las clases Ascomycota, Basidiomycota y del clado 

Cryptomycota. Tanto por secuenciación masiva como mediante microscopía 

de fluorescencia se han observado interacciones simbióticas entre células 

eucariotas y especies candidatas de procariotas 

11. El Salar de Uyuni es un ambiente rico en especies, pero la comunidad de 

procariotas está dominada por unas pocas especies. La comunidad 

bacteriana del salar es heterogénea, mientras que la de arqueas es 

homogénea. La diversidad en el Salar de Uyuni presenta una variación 

geográfica 

12. Las correlaciones observadas entre el gradiente de concentración de los 

iones mayoritarios en el Salar de Uyuni y los valores de actividad de agua con 

los índices de α-diversidad muestran que tanto la caotropicidad como la 

actividad del agua son factores que limitan la diversidad en el Salar de Uyuni 
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13. La salinidad y la actividad del agua no muestran una variación geográfica al 

igual que las concentraciones de los iones caotrópicos y los índices de β-

diversidad. Por esta razón, se puede concluir que la caotropicidad es el factor 

que conduce las diferencias en la diversidad entre las dos áreas del salar 

14. Los 235 asilados en el Salar de Uyuni se han clasificado en 67 especies 

características de otros ambientes hipersalinos. Algunas de esas especies se 

han descrito por crecer a bajos valores de actividad de agua como las 

observadas en el Salar de Uyuni 

15. Los resultados de secuenciación masiva y aislamiento de microorganismos 

muestran la presencia de nuevas especies y grupos de microorganismos en 

el Salar de Uyuni 

16. Tanto las técnicas independientes de cultivo como el aislamiento de 

microorganismos utilizados para estudiar la ecología microbiana del Salar de 

Uyuni presentan limitaciones. Esto pone de manifiesto que, en el momento 

del auge de las técnicas de secuenciación masiva es necesario la combinación 

con otras metodologías para una adecuada caracterización de la diversidad 

de un ecosistema 

17. Por primera vez, se ha estudiado la diversidad procariota de las muestras del 

subsuelo profundo de un ecosistema hipersalino, obtenidas a diferentes 

profundidades (20 y 80 m). La comunidad de procariotas descrita presenta 

diferencias y similitudes con la observada en las muestras de la superficie. La 

muestra a 80 mbs es la más diversa de las dos profundidades estudiadas. 

Estos resultados son probablemente el resultado de la evolución del Salar de 

Uyuni. El género Salinibacter, conocido por ser aerobio, se ha detectado en 

ambas profundidades. 
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Figura S3.1. Gráficos Q-Q que muestran la distribución de los datos de los parámetros físico-

químicos en las muestras líquidas: (A) temperatura; (B) pH; (C) salinidad; (D) conductividad; 

(E) potencial redox (Eh); (F) oxígeno disuelto. Para cada gráfico se incluyen los resultados de 

la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Los P-valores coloreados en verde indican la 

aceptación de la hipótesis nula para la distribución normal 
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Figura S3.2. Boxplot y resultados de las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis para evaluar las 

variaciones estacionales de cada variable fisicoquímica medida en las salmueras superficiales 

del Salar de Uyuni y el agua de Río Grande: (A) temperatura, (B) pH, (C) salinidad, (D) 

conductividad, (E) potencial redox, (F) oxígeno disuelto 
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Figura S3.3. Boxplot y resultados de las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis para evaluar las 

variaciones geográficas para cada variable fisicoquímica medida en las salmueras 

superficiales del Salar de Uyuni y el agua de Río Grande: (A) temperatura, (B) pH, (C) salinidad, 

(D) conductividad, (E) potencial redox, (F) oxígeno disuelto 
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Figura S3.4. Análisis estadístico de la actividad del agua en el Salar de Uyuni y Río Grande. (A) 

Gráfico Q-Q y resultados la prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Boxplot y resultados de las 

pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis para evaluar las diferencias entre (B) épocas; (C) área y (D) 

tipo de muestras. P-valores en verde indican que hay diferencias significativas para esa 

categoría 
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Figura S3.5. Gráficos Q-Q que muestran la distribución de los datos de química elemental: (A) 

sodio; (B) magnesio; (C) litio; (D) potasio; (E) calcio; (F) cloruro; (G) azufre. Para cada gráfico 

se incluyen los resultados de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Los P-valores 

coloreados en verde indican la aceptación de la hipótesis nula para la distribución normal 
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Figura S3.6. Boxplot y resultados de las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis para evaluar las 

variaciones geográficas para cada contenido iónico medido en el Salar de Uyuni y Río Grande: 

(A) Na+; (B) Mg2+; (C) Li+; (D) K+; (E) Ca2+; (F) Cl-; (G) S. Los P-valores en verde indican que hay 

diferencias significativas para esa categoría 
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Figura S3.7. Boxplot y resultados de las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis para evaluar las 

variaciones estacionales para cada contenido iónico medido en el Salar de Uyuni y Río Grande: 

(A) Na+; (B) Mg2+; (C) Li+; (D) K+; (E) Ca2+; (F) Cl-; (G) S. Los P-valores en verde indican que hay 

diferencias significativas para esa categoría 
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Figura S3.8. Boxplot y resultados de las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis para evaluar las 

diferencias entre los tipos de muestras para cada contenido iónico medido en el Salar de Uyuni 

y Río Grande: (A) Na+; (B) Mg2+; (C) Li+; (D) K+; (E) Ca2+; (F) Cl-; (G) S. Los P-valores en verde 

indican que hay diferencias significativas para esa categoría 
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Tabla S3.1. Resumen y descripción de las muestras recogidas durante las dos épocas en ambas 

áreas del Salar de Uyuni y Río Grande, así como de las muestras recogidas en la perforación 

del subsuelo al sur del Salar de Uyuni 

ID Descripción 
Tipo de 
muestra 

Época Área 
Coordenadas 

Latitud Longitud 

Zi3 Zanja 2 Salmuera Seca-fría Industrial 20°37’57.7”S 67°21’24.7”W 

Zi4 Zanja 2 Sedimento Seca-fría Industrial 20°37’57.7”S 67°21’24.7”W 

Zi5 Zanja 3 Sedimento Seca-fría Industrial 20°37’47.3”S 67°21’24.9”W 

Zi6 Zanja 3 Salmuera Seca-fría Industrial 20°37’47.3”S 67°21’24.9”W 

Zi7 Zanja 4 Salmuera Seca-fría Industrial 20°37’35.4”S 67°21’24.2”W 

Zi8 Zanja 4 Sedimento Seca-fría Industrial 20°37’35.4”S 67°21’24.2”W 

Zi9 Pozo 1 Salmuera Seca-fría Industrial 20°37’35.4”S 67°21’24.2”W 

Zi10 
Piscina de 
encalado 

Salmuera Seca-fría Industrial 20°37’45.6”S 67°21’27.5”W 

Zi11 Pozo 3 Salmuera Seca-fría Industrial 20°37’49.7”S 67°21’36.4”W 

Zi12 Pozo 4 Salmuera Seca-fría Industrial 20°37’39.6”S 67°21’38.2”W 

Zi13 Área de raspado Sedimento Seca-fría Industrial 20°32’47.6”S 67°25’19.9”W 

Zi14 
Área de 

restauración 
Sal Seca-fría Industrial 20°33’17.0”S 67°26’11.4”W 

Zi15 Efluente de KCl Salmuera Seca-fría Industrial 20°38’01.4”S 67°21’16.6”W 

Zi16 
Torre de sal 
(Derecha) 

Salmuera Seca-fría Industrial 20°40’33.3”S 67°21’58.3”W 

Zi18 
Torre de sal 
(Izquierda) 

Salmuera Seca-fría Industrial 20°40’33.3”S 67°21’57.7”W 

Zi20 
20 m 

profundidad 
Sal Seca-fría Industrial 20°33’53.8”S 67°23’55.4”W 

Zi21 
80 m 

profundidad 
Sal Seca-fría Industrial 20°33’53.8”S 67°23’55.4”W 

Zi19 Río Grande Agua Seca-fría Río Grande 20°57’18.1”S 67°01’59.5”W 

Zn1 Remolino Sal Seca-fría 
No 

industrial 
  

Zn2 Tapones de sal Sal Seca-fría 
No 

industrial 
  

Zn3 Ojo de salar Salmuera Seca-fría 
No 

industrial 
20°17’54.7”S 67°23’08.8”W 

Zn4 Ojo de salar Sedimento Seca-fría 
No 

industrial 
20°17’54.7”S 67°23’08.8”W 

Zn5 Ojo de salar Salmuera Seca-fría 
No 

industrial 
20°17’54.7”S 67°23’08.8”W 

Zn6 Ojo de salar Sal Seca-fría 
No 

industrial 
20°17’54.7”S 67°23’08.8”W 

Zn7 Polígono de sal Sal Seca-fría 
No 

industrial 
20°11’38.5”S 67°24’01.9”W 

Zn8 Ojo de salar Salmuera Seca-fría 
No 

industrial 
20°07’17.1”S 67°24’44.4”W 

Zn9 Ojo de salar Sal Seca-fría 
No 

industrial 
20°07’17.1”S 67°24’44.4”W 

Zn10 
camino Isla del 

Pescado 
Sal Seca-fría 

No 
industrial 
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Zn11 Remolino Sal Seca-fría 
No 

industrial 
  

Zn12 
Sal transepto E-

O 
Sal Seca-fría 

No 
industrial 

  

Zn13 Remolino Sal Seca-fría 
No 

industrial 
  

Zn14 Agua de Zn15 Salmuera Seca-fría 
No 

industrial 
20°18’36.6”S 67°05’55.4”W 

Zn15 
Sal al final del 

transepto 
Sal Seca-fría 

No 
industrial 

20°18’36.6”S 67°05’55.4”W 

i3 Zanja 2 Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’57.7”S 67°21’24.7”W 

i4 Zanja 2 Sedimento 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’57.7”S 67°21’24.7”W 

i6 Zanja 3 Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’47.3”S 67°21’24.9”W 

i7 Zanja 4 Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’35.4”S 67°21’24.2”W 

i8 Zanja 4 Sedimento 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’35.4”S 67°21’24.2”W 

i9 Pozo 1 Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’35.4”S 67°21’24.2”W 

i10 
Piscina de 
encalado 

Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’45.6”S 67°21’27.5”W 

i11 Pozo 3 Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’49.7”S 67°21’36.4”W 

i12 Pozo 4 Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°37’39.6”S 67°21’38.2”W 

i14 
Área de 

restauración 
Salmuera 

Húmeda-
cálida 

Industrial 20°33’17.0”S 67°26’11.4”W 

i15 Efluente de KCl Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°38’01.4”S 67°21’16.6”W 

i16 
Torre de sal 
(Derecha) 

Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°40’33.3”S 67°21’58.3”W 

i18 
Torre de sal 
(Izquierda) 

Salmuera 
Húmeda-

cálida 
Industrial 20°40’33.3”S 67°21’57.7”W 

i19 Río Grande Agua 
Húmeda-

cálida 
Río Grande 20°57’18.1”S 67°01’59.5”W 

Zn20 Remolino Salmuera 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°29’20.6”S 67°22’03.6”W 

Zn21 Remolino Sal 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°29’20.6”S 67°22’03.6”W 

Zn22 Ojo de salar Salmuera 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°07’17.1”S 67°24’44.4”W 

Zn23 Ojo de salar Sal 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°07’17.1”S 67°24’44.4”W 

Zn24 Ojo de salar Salmuera 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°07’17.1”S 67°24’44.4”W 

Zn25 Ojo de salar Sal 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°07’17.1”S 67°24’44.4”W 

Zn26 Remolino Salmuera 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°17’54.7”S 67°23’08.8”W 

Zn28 Ojo de salar Salmuera 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°18’36.6”S 67°05’55.4”W 

Zn29 Ojo de salar Sal 
Húmeda-

cálida 
No 

industrial 
20°18’36.6”S 67°05’55.4”W 
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Tabla S3.2. Comparaciones de pares a partir de las comparaciones múltiples de las pruebas 

ANOVA o de Kruskal-Wallis para las medias de las variables físico-químicas medidas en las 

salmueras del Salar de Uyuni y el agua de Río Grande en función del área 

   Área 

  Industrial No industrial 

Á
re

a
 

T
 No industrial 8.559 · 10-1 - 

Río Grande 6.044 · 10-1 5.603 · 10-1 
p

H
 No industrial 2.787 ·10-2 - 

Río Grande 4.446 · 10-3 6.661 · 10-2 

S
a

l No industrial 1.816 · 10-1 - 

Río Grande 2.106 · 10-1 6.452 · 10-2 

C
o

n
d

 

No industrial 5.850 · 10-2 - 

Río Grande 2.088 · 10-2 3.107 · 10-3 

R
e

d
o

x
 

No industrial 9.715 · 10-2 - 

Río Grande 1 1 

d
O

2
 No industrial 1.426 · 10-1 - 

Río Grande 8.191 · 10-3 4.195 · 10-2 

 

Tabla S3.3. Comparaciones de pares a partir de las comparaciones múltiples de las pruebas 

ANOVA o de Kruskal-Wallis para las medias de la composición química elemental en base al 

(A) área y a los (B) tipos de muestra 
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Figura S4.1. Gráficos de normalidad. (A) QQ-plot y (B) gráfico de densidad para el número 

total de microorganismos contados en muestras del Salar de Uyuni. El gráfico QQ contiene los 

resultados de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks. Ambos gráficos y los resultados de la 

prueba estadística sugieren una distribución no normal 

 

Figura S4.2. Boxplot que muestra el número de microorganismos contados en el Salar de Uyuni 

en función del tipo de muestras (Salmuera, Sal, Sedimento). También se muestran los datos de 

la muestra de Río Grande (Agua) 
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Figura S4.3. Gráficos QQ de normalidad para (A) bacterias; (B) arqueas y (C) eucariotas 

contadas en muestras del Salar de Uyuni. El gráfico contiene los resultados de la prueba de 

normalidad de Shapiro-Wilks. Tanto el gráfico como la prueba estadística sugieren una 

distribución no normal de los datos en las tres poblaciones 
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Figura S4.4. Boxplot de bacterias (verde), arqueas (naranja) y eucariotas (azul) en función (A) 

del área y (B) la época donde se recogieron las muestras y (C) el tipo de muestra. Se muestran 

los resultados obtenidos de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y en verde se destacan 

los P-valores para los que hay diferencias significativas entre las poblaciones. 
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Figura S4.5. Curvas de rarefacción para (A) bacterias y (B) arqueas en muestras del Salar de 

Uyuni 

 

Figura S4.6. Prueba ANCOM según el área donde se tomaron las muestras. El estadístico W 

para cada filo (A,B) o género (C,D) se muestra en relación con la puntuación F. (A,C) muestra 

los resultados de bacterias y (B,D) los de arqueas 
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Figura S4.7. Prueba ANCOM según el tipo de muestras del Salar de Uyuni. El estadístico W para 

cada filo (A,B) o género (C,D) se muestra en relación con la puntuación F. (A,C) muestra los 

resultados de bacterias y (B,D) los de arqueas 

 

Tabla S4.1. Muestras de las que se amplificaron el gen ribosomal 16S/18S ARNr para el estudio 

de la diversidad de la comunidad bacteriana en el Salar de Uyuni y Río Grande mediante 

secuenciación masiva por Illumina MiSeq. Se indica el nombre de las lecturas obtenidas tras la 

secuenciación y como se depositaron en la base de datos ENA/NCBI 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------> 



Apéndices 

205 

Muestra Lecturas de bacterias Lecturas de arqueas 

Zi4 

Muestra19c25_S42_L001_R1_001
.fastq.gz 

 

Muestra19c25_S42_L001_R2_001
.fastq.gz 

 

Zi5 

Muestra20c20_S22_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra20-
23c_S19_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra20c20_S22_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra20-
23c_S19_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi8 

Muestra21c25_S43_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra21-
26c_S20_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra21c25_S43_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra21-
26c_S20_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi9 

Muestra22c20_S23_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra22-
23c_S21_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra22c20_S23_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra22-
23c_S21_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi10 

Muestra23c28_S47_L001_R1_001
.fastq.gz 

 

Muestra23c28_S47_L001_R2_001
.fastq.gz 

 

Zi11 

Muestra24c25_S44_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra24-
26c_S22_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra24c25_S44_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra24-
26c_S22_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi12 

Muestra25c20_S24_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra25-
23c_S23_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra25c20_S24_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra25-
23c_S23_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi13 

Muestra26c20_S25_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra26-
23c_S24_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra26c20_S25_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra26-
23c_S24_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi14 

Muestra27c20_S26_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra27-
23c_S25_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra27c20_S26_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra27-
23c_S25_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi16 

Muestra28c20_S27_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra28-
23c_S26_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra28c20_S27_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra28-
23c_S26_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi18 

Muestra29c25_S45_L001_R1_001
.fastq.gz 

 

Muestra29c25_S45_L001_R2_001
.fastq.gz 

 

Zi20 

Muestra12c20_S16_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra12-
23c_S12_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra12c20_S16_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra12-
23c_S12_L001_R2_001.fastq.gz 

Zi21 

Muestra13c25_S41_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra13-
23c_S13_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra13c25_S41_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra13-
23c_S13_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn3 

Muestra30c25_S46_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra30-
23c_S27_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra30c25_S46_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra30-
23c_S27_L001_R2_001.fastq.gz 
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Zn4 

Muestra31c20_S28_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra31-
23c_S28_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra31c20_S28_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra31-
23c_S28_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn5 

Muestra32c20_S29_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra32-
23c_S29_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra32c20_S29_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra32-
23c_S29_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn6 

Muestra33c20_S30_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra33-
23c_S30_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra33c20_S30_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra33-
23c_S30_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn7 

Muestra34c20_S31_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra34-
23c_S31_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra34c20_S31_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra34-
23c_S31_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn15 

Muestra35c25_S35_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra35-
26c_S32_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra35c25_S35_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra35-
26c_S32_L001_R2_001.fastq.gz 

i3 

Muestra1c20_S9_L001_R1_001.fa
stq.gz 

ArquMuestra1-23c_S1_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra1c20_S9_L001_R2_001.fa
stq.gz 

ArquMuestra1-23c_S1_L001_R2_001.fastq.gz 

i4 

Muestra2c20_S10_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra2-23c_S2_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra2c20_S10_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra2-23c_S2_L001_R2_001.fastq.gz 

i6 

Muestra3c25_S38_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra3-23c_S3_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra3c25_S38_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra3-23c_S3_L001_R2_001.fastq.gz 

i7 

Muestra4c20_S11_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra4-23c_S4_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra4c20_S11_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra4-23c_S4_L001_R2_001.fastq.gz 

i9 

Muestra5c20_S12_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra5-23c_S5_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra5c20_S12_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra5-23c_S5_L001_R2_001.fastq.gz 

i11 

Muestra6c20_S13_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra6-23c_S6_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra6c20_S13_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra6-23c_S6_L001_R2_001.fastq.gz 

i12 

Muestra7c25_S34_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra7-26c_S7_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra7c25_S34_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra7-26c_S7_L001_R2_001.fastq.gz 

i14 

Muestra8c20_S14_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra8-23c_S8_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra8c20_S14_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra8-23c_S8_L001_R2_001.fastq.gz 

i16 

Muestra9c20_S15_L001_R1_001.f
astq.gz 

ArquMuestra9-23c_S9_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra9c20_S15_L001_R2_001.f
astq.gz 

ArquMuestra9-23c_S9_L001_R2_001.fastq.gz 

i18 
Muestra10c25_S39_L001_R1_001

.fastq.gz 
ArquMuestra10-

23c_S10_L001_R1_001.fastq.gz 
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Tabla S4.2. Resultados de la corrección de Bonferroni para la comparación dos a dos de cada 

población significativamente diferente de los tres dominios de la vida contabilizados mediante 

CARD-FISH en base al área (A) y al tipo de muestras (B) 

 

Muestra10c25_S39_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra10-
23c_S10_L001_R2_001.fastq.gz 

i19 

Muestra11c25_S40_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra11-
26c_S11_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra11c25_S40_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra11-
26c_S11_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn20 

Muestra14c20_S17_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra14-
23c_S14_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra14c20_S17_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra14-
23c_S14_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn22 

Muestra15c20_S18_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra15-
23c_S15_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra15c20_S18_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra15-
23c_S15_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn23 

Muestra16c20_S19_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra16-
23c_S16_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra16c20_S19_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra16-
23c_S16_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn24 

Muestra17c20_S20_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra17-
23c_S17_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra17c20_S20_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra17-
23c_S17_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn25 

Muestra18c20_S21_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra18-
23c_S18_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra18c20_S21_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra18-
23c_S18_L001_R2_001.fastq.gz 

Zn26 

Muestra36c20_S32_L001_R1_001
.fastq.gz 

ArquMuestra36-
23c_S33_L001_R1_001.fastq.gz 

Muestra36c20_S32_L001_R2_001
.fastq.gz 

ArquMuestra36-
23c_S33_L001_R2_001.fastq.gz 
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Tabla S4.3. Distribución de bacterias y arqueas clasificadas al nivel taxonómico de clase en el Salar de Uyuni y la muestra de Río Grande (i19) 

 

Zi4 Zi5 Zi8 Zi9 Zi10 Zi11 Zi12 Zi13 Zi14 Zi16 Zi18 Zn3 Zn4 Zn5 Zn6 Zn7 Zn15 i3 i4 i5 i7 i9 i11 i12 i14 i16 i18 Zn21 Zn22 Zn23 Zn24 Zn25 Zn26

Acetothermiia 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Acidobacteriia 0 0 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 123 0 0 0 2 0 0 655

Blastocatellia (Subgroup 4) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 294 0 0 0 0 0 5 516

Acidobacteria Subgroup 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 24

Acidobacteria Subgroup 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3

Acidobacteria Subgroup 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15

Acidobacteria Subgroup 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15

Actinobacteria 0319-7L14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0

Acidimicrobiia 589 0 0 0 114 0 0 9 4 0 608 0 0 3 0 3 39 0 8 0 0 0 0 64 4 9 1297 0 11 0 0 0 4 1843

Actinobacteria 2955 0 1851 43 719 251 48 5 7 8 23239 163 0 488 0 0 892 4 68 136 19 4846 14 2564 16 1577 4617 7 46 21 0 34 107 562

Coriobacteriia 0 0 93 0 0 29 0 0 0 0 153 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 24 0 0 0 0 0 0 77

Actinobacteria MB-A2-108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 58 0 0 0 0 0 0 66

Nitriliruptoria 0 0 0 0 0 0 0 6 5 0 93 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 18 75 0 6 0 0 0 3 9

Rubrobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4

Armatimonadia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 12

Fimbriimonadia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 68 0 0 0 0 0 0 752

Unclassified Armatimonadetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 70

Bacteroidia 0 0 0 0 0 0 0 94 40 6 0 249 0 12 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 11 0 5 0 60 0 0 33 111

Ignavibacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 5 122 0 0 0 0 0 0 350

Rhodothermia 603 16820 656 25979 0 4816 25983 7624 5683 3559 393 1693 29535 3104 28782 11054 12421 1706 4071 179 84 761 0 809 7848 1521 7 24055 1917 10460 5256 3825 12955 106

Anaerolineae 2085 0 593 0 0 0 0 49 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 22 0 190 0 7 0 0 0 0 1202

Chloroflexia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 105 0 16 0 0 0 0 104

Dehalococcoidia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 57 0 0 0 0 0 0 31

Chloroflexi Gitt-GS-136 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 123 0 6 0 0 0 0 173

Chloroflexi JG30-KF-CM66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 7 0 0 0 0 0 0 116

KD4-96 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 184 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 116 0 5 0 0 0 8 1056

Ktedonobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0

Chloroflexi OLB14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 0 0 216

Chloroflexi P2-11E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0

Chloroflexi TK10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 15

Unclassified Chloroflexi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0

Melainabacteria 0 0 0 0 15 0 3 0 0 0 36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 88 0 0 16 0 0 0 0 0 0 4

Oxyphotobacteria 0 0 78 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23 0 0 0 0 0 0 66 94 0 0 10 0 0 0 2

Sericytochromatia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 0 0 0 0 0 0 0

Deinococci 361 0 1000 0 0 0 0 280 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 237 0 0 0 0 99 285 795 116 0 57 0 0 0 0 77

Elusimicrobia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 81

Elusimicrobia Rs-M47 0 0 0 0 0 0 0 298 68 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0

Campylobacteria 0 0 0 5 0 49 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 13 139 0 0 0 3 0 0 0

uncultured Carnobacterium sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0

FBP uncultured bacterium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0

FBP uncultured endolithic bacterium 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Unclassified FBP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 13

Fibrobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 28

Firmicutes BRH-c20a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0

Bacilli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0

Clostridia 5789 0 4445 27 430 52 25 128 76 0 559 76 0 0 0 13 401 7 404 27 0 0 0 415 21 39 350 3 74 13 0 0 39 180

Fusobacteriia 716 0 2199 0 8 0 9 0 0 5 0 49 0 0 0 0 67 0 0 48 0 0 0 0 0 0 10 0 0 52 0 0 0 0

GAL15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8

Gemmatimonadetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 411 0 0 0 0 0 0 1026

Gemmatimonadetes PAUC43f marine benthic group 32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Lentisphaeria 0 0 0 0 0 38 0 112 12 0 0 404 0 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 5 21 0 0 22 0

Oligosphaeria 868 0 260 0 29 16 0 5736 1164 0 132 1645 3 24 0 0 0 0 43 2520 0 0 2 68 101 0 0 0 805 65 0 0 73 0

Nitrospira 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 425

Thermodesulfovibrionia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 26

Patescibacteria ABY1 1079 0 833 6 40 0 0 2286 2604 0 69 3352 0 15 0 0 54 140 65 6505 10 1058 2807 81 60 24 285 0 1621 309 2 53 196 622

Berkelbacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 108 0 0 0 0 0 0 13

Gracilibacteria 0 19 439 131 0 345 0 143 65 79 0 515 20 141 7 17 0 25 9 64 0 13 0 0 239 22 379 19 7 560 29 148 276 606

Kazania 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0

Microgenomatia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 348 0 0 0 0 0 0 80

Parcubacteria 2449 514 2297 132 20 5 328 2861 1015 104 92 12428 91 119 701 202 320 8162 761 12269 162 369 865 422 285 147 1424 152 1145 1507 113 210 1481 3048

Saccharimonadia 128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 58 0 0 0 0 0 53 0 3 13 0 0 0 0 0 0 530 0 0 0 0 0 0 356

Dojkabacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 79 0 0 0 0 0 0 17

Patescibacteria WWE3 0 0 66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 141 0 0 0 0 0 0 12

Unclassified Patescibacteria 0 0 0 0 0 0 0 149 175 0 0 960 0 0 0 0 0 0 0 1529 0 0 0 0 0 5 16 0 83 36 0 0 20 0

Phycisphaerae 0 228 0 0 0 0 0 34 2 0 0 64 0 0 272 0 31 0 5 0 0 0 0 0 3 6 135 29 0 0 0 0 17 600

Planctomycetacia 0 0 0 3 0 0 0 0 3 0 291 0 0 0 0 0 41 0 2 0 0 0 0 0 13 0 92 0 0 0 0 0 0 513

Alphaproteobacteria 4051 11876 971 2053 190 523 176 585 1037 139 2296 2973 1431 145 6126 227 11599 626 785 55 293 149181 6962 29350 390 8383 39318 775 531 1692 164 1112 3450 30765

Deltaproteobacteria 0 139 72 519 0 163 35 409 666 138 169 155 228 13 185 136 60 2608 1834 380 234 14 2 164 197 24 108 174 75 644 145 47 399 547

Gammaproteobacteria 0 11 0 0 0 0 0 14 0 0 37 2 33 0 70 0 0 0 0 0 0 60 17 2 13 4 34 31 5 0 0 0 2 3837

Unclassified Proteobacteria 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 13 0 7 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 4 0 7 0 2 0 3 4 13

Leptospirae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5

Mollicutes 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 54 0 0 0 0 0 0 162

Verrucomicrobiae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 97

WPS-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Unclassified Bacteria 8 15 10 0 0 0 0 47 48 0 0 156 0 95 13 0 0 0 0 0 2 16 0 0 11 0 43 0 3 309 0 11 91 29

Altiarchaeia a 0 37 0 a 0 0 0 0 0 a 91 0 0 0 0 0 0 0 10 0 14 0 0 0 0 0 0 0 94 0 3 24 0

Bathyarchaeia a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 126 0 0 0 0 0 0 129

Iainarchaeia a 0 5245 19 a 68 0 5312 3650 0 a 13079 33 82 0 0 0 24 27 5788 0 1015 1270 0 40 0 1144 0 692 810 11 85 477 0

Micrarchaeia a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 150 0 0 7 0 0 0 0

Halobacteria a 97596 16904 88247 a 93214 125577 64944 95526 86000 a 50032 124167 114843 86900 102764 69024 107823 85898 49883 104723 27495 232 8043 103903 102070 1979 99928 62501 77636 89992 45020 87000 5746

Methanobacteria a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0 0 0 0 0 0 0

Methanomicrobia a 12 39721 0 a 9 0 2215 780 0 a 1645 78 73 0 0 0 102 334 591 0 374 0 0 35 0 1290 0 548 382 0 36 235 182

Thermococci a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0 0 10 0 0 6 0

Thermoplasmata a 0 267 0 a 3 0 2789 1081 0 a 189 65 14 0 0 0 0 13 73 0 30 11 0 59 0 297 0 103 77 0 13 39 793

candidate divison MSBL1 archaeon SCGC-AAA382C18 a 0 857 0 a 0 0 19 0 0 a 161 0 0 0 0 0 17 0 47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 38 0 0 14 0

candidate divison MSBL1 archaeon SCGC-AAA382N08 a 0 406 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Hadesarchaeaeota uncultured archaeon a 0 0 0 a 0 0 103 25 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

uncultured candidate division MSBL1 archaeon a 10 23625 0 a 27 0 1755 1454 0 a 2589 18 96 0 0 0 45 17 8470 16 2299 3169 0 34 0 0 0 326 59 6 16 112 0

Hadesarchaeaeota uncultured euryarchaeote a 0 586 0 a 0 0 188 124 0 a 96 0 13 0 0 0 13 27 615 0 98 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0

Unclassified Hadesarchaeaeota a 0 12382 31 a 81 0 4682 3025 2 a 1155 30 88 0 0 0 61 87 1490 0 232 135 0 132 0 0 0 290 219 0 24 79 0

Nanohaloarchaeia a 5376 2550 8113 a 17571 1411 8358 9529 7146 a 25422 2065 9352 842 5875 1801 8776 1303 13361 343 2569 1338 0 19853 7831 50 1576 3537 15858 10570 4535 24452 0

Woesearchaeia a 7 1146 111 a 202 0 4709 7735 16 a 7295 12 53 4 0 0 143 268 40689 9 2014 1575 398 70 5 4469 0 1433 1595 11 523 595 469

Unclassified Nanoarchaeaeota a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nitrososphaeria a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27 0 0 0 0 6897 0 6 0 0 0 0 476

Unclassified Archaea a 10 5094 0 a 68 0 3905 1639 0 a 5905 6 46 0 0 0 854 233 3706 17 1341 3650 0 211 0 125 2 11070 579 3 209 207 0
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Zi4 Zi5 Zi8 Zi9 Zi10 Zi11 Zi12 Zi13 Zi14 Zi16 Zi18 Zn3 Zn4 Zn5 Zn6 Zn7 Zn15 i3 i4 i5 i7 i9 i11 i12 i14 i16 i18 Zn21 Zn22 Zn23 Zn24 Zn25 Zn26

Acetothermiia 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Acidobacteriia 0 0 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 123 0 0 0 2 0 0 655

Blastocatellia (Subgroup 4) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 294 0 0 0 0 0 5 516

Acidobacteria Subgroup 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 24

Acidobacteria Subgroup 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3

Acidobacteria Subgroup 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15

Acidobacteria Subgroup 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15

Actinobacteria 0319-7L14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0

Acidimicrobiia 589 0 0 0 114 0 0 9 4 0 608 0 0 3 0 3 39 0 8 0 0 0 0 64 4 9 1297 0 11 0 0 0 4 1843

Actinobacteria 2955 0 1851 43 719 251 48 5 7 8 23239 163 0 488 0 0 892 4 68 136 19 4846 14 2564 16 1577 4617 7 46 21 0 34 107 562

Coriobacteriia 0 0 93 0 0 29 0 0 0 0 153 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 24 0 0 0 0 0 0 77

Actinobacteria MB-A2-108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 58 0 0 0 0 0 0 66

Nitriliruptoria 0 0 0 0 0 0 0 6 5 0 93 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 18 75 0 6 0 0 0 3 9

Rubrobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4

Armatimonadia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 12

Fimbriimonadia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 68 0 0 0 0 0 0 752

Unclassified Armatimonadetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 70

Bacteroidia 0 0 0 0 0 0 0 94 40 6 0 249 0 12 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 11 0 5 0 60 0 0 33 111

Ignavibacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 5 122 0 0 0 0 0 0 350

Rhodothermia 603 16820 656 25979 0 4816 25983 7624 5683 3559 393 1693 29535 3104 28782 11054 12421 1706 4071 179 84 761 0 809 7848 1521 7 24055 1917 10460 5256 3825 12955 106

Anaerolineae 2085 0 593 0 0 0 0 49 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 22 0 190 0 7 0 0 0 0 1202

Chloroflexia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 105 0 16 0 0 0 0 104

Dehalococcoidia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 57 0 0 0 0 0 0 31

Chloroflexi Gitt-GS-136 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 123 0 6 0 0 0 0 173

Chloroflexi JG30-KF-CM66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 7 0 0 0 0 0 0 116

KD4-96 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 184 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 116 0 5 0 0 0 8 1056

Ktedonobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0

Chloroflexi OLB14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 0 0 216

Chloroflexi P2-11E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0

Chloroflexi TK10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 15

Unclassified Chloroflexi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0

Melainabacteria 0 0 0 0 15 0 3 0 0 0 36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 88 0 0 16 0 0 0 0 0 0 4

Oxyphotobacteria 0 0 78 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23 0 0 0 0 0 0 66 94 0 0 10 0 0 0 2

Sericytochromatia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 0 0 0 0 0 0 0

Deinococci 361 0 1000 0 0 0 0 280 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 237 0 0 0 0 99 285 795 116 0 57 0 0 0 0 77

Elusimicrobia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 81

Elusimicrobia Rs-M47 0 0 0 0 0 0 0 298 68 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0

Campylobacteria 0 0 0 5 0 49 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 13 139 0 0 0 3 0 0 0

uncultured Carnobacterium sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0

FBP uncultured bacterium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0

FBP uncultured endolithic bacterium 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Unclassified FBP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 13

Fibrobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 28

Firmicutes BRH-c20a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0

Bacilli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0

Clostridia 5789 0 4445 27 430 52 25 128 76 0 559 76 0 0 0 13 401 7 404 27 0 0 0 415 21 39 350 3 74 13 0 0 39 180

Fusobacteriia 716 0 2199 0 8 0 9 0 0 5 0 49 0 0 0 0 67 0 0 48 0 0 0 0 0 0 10 0 0 52 0 0 0 0

GAL15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8

Gemmatimonadetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 411 0 0 0 0 0 0 1026

Gemmatimonadetes PAUC43f marine benthic group 32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Lentisphaeria 0 0 0 0 0 38 0 112 12 0 0 404 0 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 5 21 0 0 22 0

Oligosphaeria 868 0 260 0 29 16 0 5736 1164 0 132 1645 3 24 0 0 0 0 43 2520 0 0 2 68 101 0 0 0 805 65 0 0 73 0

Nitrospira 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 425

Thermodesulfovibrionia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 26

Patescibacteria ABY1 1079 0 833 6 40 0 0 2286 2604 0 69 3352 0 15 0 0 54 140 65 6505 10 1058 2807 81 60 24 285 0 1621 309 2 53 196 622

Berkelbacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 108 0 0 0 0 0 0 13

Gracilibacteria 0 19 439 131 0 345 0 143 65 79 0 515 20 141 7 17 0 25 9 64 0 13 0 0 239 22 379 19 7 560 29 148 276 606

Kazania 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0

Microgenomatia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 348 0 0 0 0 0 0 80

Parcubacteria 2449 514 2297 132 20 5 328 2861 1015 104 92 12428 91 119 701 202 320 8162 761 12269 162 369 865 422 285 147 1424 152 1145 1507 113 210 1481 3048

Saccharimonadia 128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 58 0 0 0 0 0 53 0 3 13 0 0 0 0 0 0 530 0 0 0 0 0 0 356

Dojkabacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 79 0 0 0 0 0 0 17

Patescibacteria WWE3 0 0 66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 141 0 0 0 0 0 0 12

Unclassified Patescibacteria 0 0 0 0 0 0 0 149 175 0 0 960 0 0 0 0 0 0 0 1529 0 0 0 0 0 5 16 0 83 36 0 0 20 0

Phycisphaerae 0 228 0 0 0 0 0 34 2 0 0 64 0 0 272 0 31 0 5 0 0 0 0 0 3 6 135 29 0 0 0 0 17 600

Planctomycetacia 0 0 0 3 0 0 0 0 3 0 291 0 0 0 0 0 41 0 2 0 0 0 0 0 13 0 92 0 0 0 0 0 0 513

Alphaproteobacteria 4051 11876 971 2053 190 523 176 585 1037 139 2296 2973 1431 145 6126 227 11599 626 785 55 293 149181 6962 29350 390 8383 39318 775 531 1692 164 1112 3450 30765

Deltaproteobacteria 0 139 72 519 0 163 35 409 666 138 169 155 228 13 185 136 60 2608 1834 380 234 14 2 164 197 24 108 174 75 644 145 47 399 547

Gammaproteobacteria 0 11 0 0 0 0 0 14 0 0 37 2 33 0 70 0 0 0 0 0 0 60 17 2 13 4 34 31 5 0 0 0 2 3837

Unclassified Proteobacteria 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 13 0 7 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 4 0 7 0 2 0 3 4 13

Leptospirae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5

Mollicutes 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 54 0 0 0 0 0 0 162

Verrucomicrobiae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 97

WPS-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Unclassified Bacteria 8 15 10 0 0 0 0 47 48 0 0 156 0 95 13 0 0 0 0 0 2 16 0 0 11 0 43 0 3 309 0 11 91 29

Altiarchaeia a 0 37 0 a 0 0 0 0 0 a 91 0 0 0 0 0 0 0 10 0 14 0 0 0 0 0 0 0 94 0 3 24 0

Bathyarchaeia a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 126 0 0 0 0 0 0 129

Iainarchaeia a 0 5245 19 a 68 0 5312 3650 0 a 13079 33 82 0 0 0 24 27 5788 0 1015 1270 0 40 0 1144 0 692 810 11 85 477 0

Micrarchaeia a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 150 0 0 7 0 0 0 0

Halobacteria a 97596 16904 88247 a 93214 125577 64944 95526 86000 a 50032 124167 114843 86900 102764 69024 107823 85898 49883 104723 27495 232 8043 103903 102070 1979 99928 62501 77636 89992 45020 87000 5746

Methanobacteria a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0 0 0 0 0 0 0

Methanomicrobia a 12 39721 0 a 9 0 2215 780 0 a 1645 78 73 0 0 0 102 334 591 0 374 0 0 35 0 1290 0 548 382 0 36 235 182

Thermococci a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0 0 10 0 0 6 0

Thermoplasmata a 0 267 0 a 3 0 2789 1081 0 a 189 65 14 0 0 0 0 13 73 0 30 11 0 59 0 297 0 103 77 0 13 39 793

candidate divison MSBL1 archaeon SCGC-AAA382C18 a 0 857 0 a 0 0 19 0 0 a 161 0 0 0 0 0 17 0 47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 38 0 0 14 0

candidate divison MSBL1 archaeon SCGC-AAA382N08 a 0 406 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Hadesarchaeaeota uncultured archaeon a 0 0 0 a 0 0 103 25 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

uncultured candidate division MSBL1 archaeon a 10 23625 0 a 27 0 1755 1454 0 a 2589 18 96 0 0 0 45 17 8470 16 2299 3169 0 34 0 0 0 326 59 6 16 112 0

Hadesarchaeaeota uncultured euryarchaeote a 0 586 0 a 0 0 188 124 0 a 96 0 13 0 0 0 13 27 615 0 98 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0

Unclassified Hadesarchaeaeota a 0 12382 31 a 81 0 4682 3025 2 a 1155 30 88 0 0 0 61 87 1490 0 232 135 0 132 0 0 0 290 219 0 24 79 0

Nanohaloarchaeia a 5376 2550 8113 a 17571 1411 8358 9529 7146 a 25422 2065 9352 842 5875 1801 8776 1303 13361 343 2569 1338 0 19853 7831 50 1576 3537 15858 10570 4535 24452 0

Woesearchaeia a 7 1146 111 a 202 0 4709 7735 16 a 7295 12 53 4 0 0 143 268 40689 9 2014 1575 398 70 5 4469 0 1433 1595 11 523 595 469

Unclassified Nanoarchaeaeota a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nitrososphaeria a 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27 0 0 0 0 6897 0 6 0 0 0 0 476

Unclassified Archaea a 10 5094 0 a 68 0 3905 1639 0 a 5905 6 46 0 0 0 854 233 3706 17 1341 3650 0 211 0 125 2 11070 579 3 209 207 0
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Tabla S4.4. Resultados de la prueba PERMANOVA que compara los índices de β-diversidad entre los grupos de la muestra en base al hábitat (Salar de Uyuni, 

Río Grande), área, la época o el tipo de muestra 

 

Tabla S4.5. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis que compara los índices de α-diversidad entre los grupos de la muestra en base al hábitat (Salar de 

Uyuni, Río Grande), área, la época o el tipo de muestra 

Kruskal - Wallis Índice de Shannon Índice de Simpson 

 (todos los grupos) Hábitats Área Época Tipo de muestras Hábitats Área Época Tipo de muestras 

Bacteria 
H 2.82857 3.41092 0.77143 5.38511 2.82857 4.0976 0.10707 5.41537 

P-valor 0.093 0.182 0.380 0.146 0.093 0.129 0.744 0.144 

Archaea 
H 2.45 2.97043 0.05672 2.54406 1.8 2.91835 0.05672 1.90161 

P-valor 0.118 0.226 0.812 0.467 0.18 0.232 0.812 0.593 

 

PERMANOVA  Índice Weighted UniFrac Índice Jaccard 

pseudo-F test Sistema Área Época 
Tipo de 
muestra 

Sistema Área Época 
Tipo de 
muestra 

B
a

ct
e

ri
a

s 

tamaño muestra 34 34 34 34 34 34 34 34 

n de grupos 2 3 2 4 2 3 2 4 

test statistic 1.41037 2.82655 1.99047 1.24046 1.43003 1.69636 1.0923 1.13536 

n de 
permutaciones 

999 999 999 999 999 999 999 999 

P-valor 0.248 0.006 0.101 0.250 0.029 0.001 0.244 0.153 

A
rq

u
e

a
s 

tamaño muestra 31 31 31 31 31 31 31 31 

n de grupos 2 3 2 4 2 3 2 4 

test statistic 1.11932 1.70685 0.949506 0.859917 1.492 1.62069 1.37416 1.12068 

n de 
permutaciones 

999 999 999 999 999 999 999 999 

P-valor 0.208 0.144 0.406 0.418 0.057 0.004 0.037 0.181 
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Material Suplementario del Capítulo 5 

 

Figura S5.1. Árbol filogenético de la región ITS. Los clados fueron coloreados de acuerdo con 

las familias de la división Ascomycota próximas al hongo aislado en el Salar de Uyuni. 

Nectriopsis tremellicola fue elegido como raíz del árbol 
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Figura S5.2. Árbol filogenético del gen tef1. Los clados fueron coloreados de acuerdo con las 

familias de la división Ascomycota próximas al hongo aislado en el Salar de Uyuni 
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Figura S5.3. Árbol filogenético del gen RPB2. Los clados fueron coloreados de acuerdo con las 

familias de la división Ascomycota próximas al hongo aislado en el Salar de Uyuni  
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Figura S5.4. Árbol filogenético del gen tub2. Los clados fueron coloreados de acuerdo con las 

familias de la división Ascomycota próximas al hongo aislado en el Salar de Uyuni 
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Figura S5.5. Detección de bacterias sulfatorreductoras aplicando la técnica de CARD-FISH en 

las muestras (A-C) Zn24, (D-F) Zn25, (G-I) Zi15 y (J-L) i19. (A, D, G, J) En rojo, la señal de la 

sonda SRB385. En azul la tinción con DAPI. Escala: 10 µm. 
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Tabla S5.1. Aislados que se con diferentes resultados de la clasificación taxonómica con las tres 

bases de datos o que se identificaron con una secuencia de un microorganismo desconocido 

 

Especie Identidad Especie Identidad Especie Identidad

Bacteroidetes bacterium strain 14BY 99.64 Aliifodinibius halophilus 98.40 Aliifodinibius sp. WN023 98.07

Bacillus  sp. X2 99.22 Bacillus alcalophilus 97.21 Uncultured Alkalihalobacillus clone T10CLN44 97.43

Bacillus  haikouensis 99.52 Bacillus enclensis 99.17 Bacillus salacetis SKP7-4 98.77

Bacillus  sp. strain SB1MIX 99.63 Bacillus enclensis 99.45 Bacillus oryzaecorticis 98.98

Bacillus alcalophilus  strain SLA-293 99.71 Bacillus haikouensis 98.19 Bacillus sp.  SG-1 99.13

Bacillus haikouensis 100.00 Bacillus haikouensis 97.6-99.1 Bacillus oryzaecorticis 98.5-99.2

Bacillus haikouensis 99.72 Bacillus haikouensis 98.03 Bacillus sp.  SG-1 98.93

Bacillus  sp. strain DG-18 99.86 Bacillus halmapalus 97.98 Bacillus halmapalus 98.27

Uncultured Bacillus  sp. clone B15 99.36 Bacillus horikoshii 98.56 Bacillus aequororis  M-8 99.37

Bacillus selenatarsenatis  strain NA115 99.12 Bacillus jeotgali 98.59 Bacillus jeotgali  YKJ-10(T) 78.66

Uncultured bacterium clone TX2_7I15 98.51 Bacillus kiskunsagensis 98.35 Bacillus kiskunsagensis  B16-24 98.51

Uncultured bacterium clone 63-P2 97.10 Bacillus litoralis 97.30 Uncultured bacterium from Death Valley 95.47

Uncultured Bacillus sp. isolate S37 clone yantianma 100.00 Bacillus litoralis 98.88 Bacillus litoralis  SW-211 98.96

Bacillus aryabhattai  strain ZJJH-2 100.00 Bacillus megaterium 99.85 Bacillus aryabhattai B8W22 100.00

Uncultured bacterium clone 18-2E ≈ 98 Bacillus mesophilus 97.56 Bacillus mesophilus 97.60

Bacillus alcalophilus 99.24 Bacillus  pakistanensis 97.57 Bacillus sp.  SG-1 98.85

Bacillus atrophaeus 100.00 Bacillus vallismortis 100.00 Bacillus atrophaeus 99.92

Bacillus  sp. (in: Bacteria) strain Z87 99.83 Bacillus vallismortis 99.83 Bacillus atrophaeus 99.83

Bacillus vallismortis 100.00 Bacillus vallismortis 99.84 Bacillus atrophaeus 99.60

Brevibacillus formosus 95.81 Brevibacillus parabrevis 95.43 Brevibacillus parabrevis 95.43

Brevibacterium  sandarakinum ≈ 99 Brevibacterium picturae 98-99 Brevibacterium picturae ≈ 99

Halarchaeum  sp. HY-204-1 98.01 Halarchaeum grantii 98.01 Halarchaeum sp.  HY-204-1 98.73

Haloarcula  sp. strain NES8 99.10 Haloarcula hispanica 98.79 Haloarcula vallismortis 99.34

Haloarcula  sp. strain LIBR001 98.99 Haloarcula  marismortui 98.37 Haloarchaeon MSNC 8A(4) 98.98

Haloarchaeon EH4 99.56 Haloarcula  vallismortis 99.26 Haloarcula vallismortis 99.34

Uncultured archaeon clone SA52 98.32 Haloarcula vallismortis 97.76 Haloarcula hispanica 92.78

Halobacillus  alkaliphilus 98.66 Halobacillus dabanensis 98.31 Halobacillus dabanensis 98.24

Halobacillus  sp. A381 (Dingbian salt lake) 99.93 Halobacillus litoralis 99.50 Halobacillus litoralis 99.64

Halobacillus trueperi ≈ 99 Halobacillus litoralis ≈ 99 Halobacillus litoralis ≈ 99

Halobacterium sp. halo-11 89.85 Halobacterium noricense 89.36 Halobacterium hubeiense 82.91

Halobacterium  sp. strain FL45 99.02 Halobacterium noricense 99.17 Halobacterium hubeiense 99.08

Halomonas titanicae 100.00 Halomonas titanicae 100.00 Janibacter  limosus 90.16

Halovibrio  sp. HB64 99.40 Halomonas utahensis 99.00 Halovibrio denitrificans 98.19

Halovibrio  sp. K12-34B 99.31 Halomonas utahensis 98.62 Halovibrio variabilis 94.90

Halovibrio variabilis 98.21 Halomonas utahensis 98.21 Halovibrio variabilis 91.62

Pseudomonas halophila 100.00 Halomonas utahensis 99.17 Halovibrio variabilis 98.74

Salicola  sp. HB26 98.69 Halomonas utahensis 97.75 Halovibrio variabilis 97.74

Uncultured Pseudomonas sp. clone 2B12 99.31 Halomonas utahensis 99.08 Halovibrio variabilis 98.58

Halovibrio variabilis 99.42 Halomonas utahensis 99.28 Halovibrio variabilis 99.35

Uncultured bacterium clone SINI1089 99.52 Halomonas ventosae 98.56 Halomonas ventosae 98.26

Halorubrum sp. BOL3-1 98.53 Halorubrum chaoviator 98.39 Halorubrum sp. AJ67 98.54

Halorubrum sp. BOL3-1 98.72 Halorubrum chaoviator 98.58 Halorubrum  sp. B6-RDX 87.46

Halorubrum sp. BOL3-1 98.68 Halorubrum tebenquichense 98.17 Halorubrum sp. BOL3-1 99.12

Uncultured Pseudomonas sp. clone 2B12 99.79 Halovibrio denitrificans 98.34 Halovibrio variabilis 98.55

Idiomarina sp. strain AS44 99.35 Idiomarina ramblicola 99.35 Idiomarina ramblicola 99.46

Kocuria rhizophila 100.00 Kocuria arsenatis 99.70 Kocuria rhizophila 99.69

Leucobacter  sp. strain OPBP89 100.00 Leucobacter denitrificans 99.67 Leucobacter denitrificans 90.66

Uncultured bacterium clone B_B12 98.52 98.22 98.22

Uncultured bacterium clone P12_5F 98.39 98.10 97.87

Uncultured gamma proteobacterium clone LL39B 98.25 98.09 98.26

Uncultured Cytophagales clone Clip 85 99.40 Mariniphaga sediminis 93.68 Uncultured Cytophagales clone Clip 85 99.03

Microbacterium murale 100.00 Microbacterium murale 100.00 Sphingobacterium shayense 89.12

Micrococcus  sp. strain EB239 100.00 Micrococcus yunnanensis 99.83 Micrococcus luteus 99.67

Mycobacterium sp. strain TM-A82 98.93 Mycobacterium pyrenivorans 98.78 Pseudomonas xanthomarina 90.01

Halobacteriales archaeon strain YPLA26 99.78 Natrinema soli 98.97 Natrinema soli 99.12

Ochrobactrum anthropi 100.00 Ochrobactrum anthropi 100.00 Ochrobactrum tritici 90.28

Uncultured bacterium clone 63-P2 97.03 Piscibacillus halophilus 95.89 Bacillus  sp. KT-1 95.91

Pseudomonas stutzeri 99.50 Pseudomonas stutzeri 99.33 Pseudomonas  balearica 92.34

Bacterium BC24 99.63 Rhodovibrio sodomensis 99.45 Rhodovibrio sodomensis 99.34

Rhodovibrio salinarum 99.83 Rhodovibrio sodomensis 99.50 Rhodovibrio sodomensis 99.41

Rhodovibrio  sp. R443 97.60 Rhodovibrio sodomensis 97.09 Rhodovibrio salinarum 90.58

Rhodovibrio  sp. R443 97-100 Rhodovibrio sodomensis 97-100 Rhodovibrio sodomensis 97-100

Halovibrio variabilis 98.21 Salicola marasensis 98.60 Salicola marasensis 99.00

Salicola  sp. 11A-U 99.38 Salicola marasensis 98.61 Salicola marasensis 98.53

Salicola  sp. 12A-U 99.19 Salicola marasensis 98.79 Halovibrio variabilis 98.00

Salicola  sp. 12A-U 99.02 Salicola marasensis 98.69 Salicola salis 71.25

Salicola  sp. 12A-U 99.03 Salicola marasensis 98.63 Halovibrio variabilis 97.18

Salicola  sp. HB26 98.71 Salicola marasensis 97.67 Salicola marasensis 97.74

Salicola  sp. HB62b 98.84 Salicola marasensis 97.84 Salicola marasensis 97.32

Salicola  sp. 12A-U 99.09 Salicola salis 98.72 Halovibrio variabilis 97.78

Salicola  sp. 12A-U 99.09 Salicola salis 98.79 Salicola marasensis 97.58

Uncultured bacterium clone BOX5_A2 99.39 Salinibacter altiplanensis 98.54 Salinibacter altiplanensis 98.66

Sphingobacterium shayense 99.66 Sphingobacterium shayense 99.66 Leucobacter komagatae 88.28

Sporosarcina luteola 99.70 Sporosarcina luteola 98.82 Sporosarcina thermotolerans 99.23

Thalassobacillus  sp. FIB228 99.86 Thalassobacillus devorans 99.50 Thalassobacillus cyri 99.58

Virgibacillus  sp. SCULCB PT-24 98.76 Virgibacillus marseillensis 94.57 Virgibacillus carmonensis 97.98

Virgibacillus  sp. strain JSM 1684019 97.97 Virgibacillus marseillensis 96.72 Virgibacillus carmonensis 98.22

Limimonas halophila Limimonas halophila

NCBI (Nucleotide Collection database) NCBI (16S rRNA sequences) EzBiocloud
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Tabla S5.2. Lista de especies clasificadas a partir de los resultados de los diagramas de Venn 

en base al área y época de muestreo y las concentraciones de sal de los medios donde se 

aislaron 

 

Tabla S5.3. Recuento de microorganismos sulfatorreductores en muestras ambientales fijas 

detectadas con la sonda SRB385 y número total de microorganismos contados mediante 

tinción con DAPI.  

Muestras 
Microorganismos sulfatorreductores Microrganismos totales 

SRB · L-1 Porcentaje Microrganismos · L-1 Porcentaje 

Zn24 1.88·105 20.19 9.31·105 100 
Zn25 a 1.23·107 13.68 a 8.97·107 100 

i15 6.56·105 3.85 1.70·107 100 
i19 3.07·105 3.12 9.86·106 100 

a el número de microorganismos se expresa por gramo de sal 

Área Total Aislados Época Total Aislados Salinidad Total Aislados

Limimonas halophila Haloarcula vallismortis Todas 1 Rhodovibrio sodomensis

Halomonas utahensis Salicola marasensis Kocuria palustris

Haloarcula vallismortis Bacillus vallismortis Kocuria arsenatis

Halorubrum chaoviator Leucobacter denitrificans Brevibacterium picturae

Leucobacter denitrificans Hypomyces gamsii Bacillus haikouensis

Brevibacterium picturae Natrinema soli 10 y 20% NaCl 1 Salicola marasensis

Bacillus enclensis Pseudomonas borbori Limimonas halophila

Bacillus haikouensis Halomonas titanicae Halomonas utahensis

Hypomyces gamsii Brevibacterium antiquum Bacillus hwajinpoensis

Natrinema soli Janibacter limosus Halobacillus litoralis

Staphylococcus equorum Haloarcula hispanica Pseudomonas borbori

Haloarcula hispanica Salinibacter altiplanensis Bacillus persicus

Aliifodinibius halophilus Sphingobacterium shayense Halomonas titanicae

Sphingobacterium shayense Bacillus aquimaris Brevibacterium antiquum

Bacillus aquimaris Idiomarina ramblicola Janibacter limosus

Bacillus litoralis Thalassobacillus devorans Bacillus horikoshii

Thalassobacillus devorans Halarchaeum grantii Sphingobacterium shayense

Kocuria palustris Halorubrum chaoviator Idiomarina ramblicola

Halarchaeum grantii Oceanobacillus kimchii Bacillus kiskunsagensis

Bacillus mesophilus Ochrobactrum anthropi Bacillus litoralis

Bacillus jeotgali Halovibrio denitrificans Bacillus mesophilus

Domibacillus robiginosus Halorubrum tebenquichense Oceanobacillus kimchii

Domibacillus indicus Haloarcula marismortui Bacillus jeotgali

Halomonas ventosae Pseudomonas stutzeri Ochrobactrum anthropi

Brevibacillus parabrevis Microbacterium murale Domibacillus robiginosus

Haloarcula marismortui Limimonas halophila Bacillus vallismortis

Piscibacillus halophilus Bacillus hwajinpoensis Domibacillus indicus

Halobacterium noricense Halobacillus litoralis Micrococcus yunnanensis

Salicola salis Salicola salis Bacillus alcalophilus

Rhodovibrio sodomensis Virgibacillus marseillensis Mariniphaga sediminis

Halomonas titanicae Rhodovibrio sodomensis Bacillus atrophaeus

Brevibacterium antiquum Bacillus persicus Brevibacillus parabrevis

Salinibacter altiplanensis Bacillus pumilus Leucobacter denitrificans

Idiomarina ramblicola Bacillus horikoshii Pseudomonas stutzeri

Ochrobactrum anthropi Staphylococcus equorum Piscibacillus halophilus

Salicola marasensis Halomonas utahensis Bacillus halmapalus

Halovibrio denitrificans Aliifodinibius halophilus Microbacterium murale

Bacillus licheniformis Bacillus litoralis Mycobacterium pyrenivorans

Pseudomonas stutzeri Bacillus kiskunsagensis Bacillus megaterium

Halorubrum tebenquichense Kocuria palustris Bacillus enclensis

Microbacterium murale Bacillus mesophilus Sporosarcina luteola

Mycobacterium pyrenivorans Bacillus lindianensis Virgibacillus marseillensis

Sporosarcina luteola Bacillus jeotgali Bacillus pumilus

Bacillus hwajinpoensis Domibacillus robiginosus Aliifodinibius halophilus

Halobacillus litoralis Domibacillus indicus Bacillus aquimaris

Pseudomonas borbori Micrococcus yunnanensis Thalassobacillus devorans

Virgibacillus marseillensis Kocuria arsenatis Bacillus lindianensis

Bacillus persicus Halomonas ventosae Halomonas ventosae

Bacillus pumilus Bacillus alcalophilus Bacillus licheniformis

Janibacter limosus Mariniphaga sediminis Bacillus pakistanensis

Bacillus horikoshii Brevibacillus parabrevis Halobacillus dabanensis

Bacillus kiskunsagensis Bacillus atrophaeus Hypomyces gamsii

Oceanobacillus kimchii Bacillus licheniformis Natrinema soli

Bacillus lindianensis Piscibacillus halophilus Salicola salis

Bacillus vallismortis Bacillus pakistanensis Staphylococcus equorum

Micrococcus yunnanensis Bacillus halmapalus Haloarcula hispanica

Kocuria arsenatis Halobacterium noricense Salinibacter altiplanensis

Bacillus alcalophilus Brevibacterium picturae Haloarcula vallismortis

Mariniphaga sediminis Mycobacterium pyrenivorans Halarchaeum grantii

Bacillus atrophaeus Halobacillus dabanensis Halorubrum chaoviator

Bacillus pakistanensis Bacillus megaterium Halovibrio denitrificans

Bacillus halmapalus Bacillus enclensis Halorubrum tebenquichense

Halobacillus dabanensis Sporosarcina luteola Haloarcula marismortui

Bacillus megaterium Bacillus haikouensis Halobacterium noricense

4

Época seca-fría 21

Área no industrial 

y Río Grande
2 20 y 35% NaCl 2

Área industrial 20

3.5% NaCl 33

Área industrial y 

Área no industrial
6

Ambas épocas 4

3.5 y 10% NaCl

10

Río Grande 21

20% NaCl 13

Época húmeda-

cálida
39

Área no industrial 15

10% NaCl
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Material Suplementario del Capítulo 6 

 

Figura S6.1. Detección de la temperatura del punto de gelificación a una absorbancia de 0.03 

(línea horizontal) unidades en una solución de LiCl 

 

Figura S6.2. Detección de la temperatura del punto de gelificación a una absorbancia de 0.03 

(línea horizontal) unidades en una solución de NaCl-LiCl a una concentración final de 2M 
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Figura S6.3. Detección de la temperatura del punto de gelificación a una absorbancia de 0.03 

(línea horizontal) unidades en una solución de NaCl-LiCl a una concentración final de 0.5M 

 

Figura S6.4. Detección de la temperatura del punto de gelificación a una absorbancia de 0.03 

(línea horizontal) unidades en una solución de Li2SO4-LiCl a una concentración final de 0.5M 
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Figura S6.5. Detección de la temperatura del punto de gelificación a una absorbancia de 0.03 

(línea horizontal) unidades en una solución de MgSO4-MgCl2 a una concentración final de 0.5M 
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Figura S6.6. Correlación de los índices de α-diversidad de abundancia de Shannon-Weaver con 

el contenido iónico (Na+, Mg2+, Li+, Ca2+, K+, Cl-) en las muestras del Salar de Uyuni. La columna 

derecha indica las correlaciones de los índices separados entre el dominio Bacteria (azul) y 

Archaea (rojo) 
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Figura S6.7. Correlación de los índices de α-diversidad de dominancia de Simpson con el 

contenido iónico (Na+, Mg2+, Li+, Ca2+, K+, Cl-) en las muestras del Salar de Uyuni. La columna 

derecha indica las correlaciones de los índices separados entre el dominio Bacteria (azul) y 

Archaea (rojo) 
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Figura S6.8. Distribución de los filos de bacterias a lo largo del gradiente de concentración 

iónico para el Na+, Mg2+, Li+, K+, Ca2+, Cl- y los valores obtenidos de aw 
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Figura S6.9. Distribución de los filos de arqueas a lo largo del gradiente de concentración 

iónico para el Na+, Mg2+, Li+, K+, Ca2+, Cl- y los valores obtenidos de aw 
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