UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS PURAS Y NATURALES

CARRERA DE BIOLOGIA

Trabajo dirigido para optar al grado de Licenciatura
Analisis preliminar de bacterias halodfilas en sedimentos de lagunas del Altiplano

Boliviano con diferente salinidad como posibles bio-indicadores de cambio climatico.

Universitario: ADRIANA DANIELA

TRUJILLO YERIOMENKO

Tutor: Ph. D. DARIO ACHA

La Paz — Bolivia
2023



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS PURAS Y NATURALES

CARRERA DE BIOLOGIA

Analisis preliminar de bacterias haldfilas en sedimentos de lagunas del Altiplano

Boliviano con diferente salinidad como posibles bio-indicadores de cambio climatico.

Por: Adriana Daniela Trujillo Yeriomenko

Tutor:

Dario Acha Ph. D.

Tribunal:

Carolina Cuiia Ph. D.

Carlos Molina Ph. D.

Director de carrera:

M. Sc. Winder Canezo

La Paz — Bolivia, 2023



DEDICATORIA

A mis amados padres, Valentina y Ramiro, por todo el esfuerzo que pusieron para darme las
oportunidades que me dieron, por nunca perder la fe en mi, por apoyarme en cada paso que doy
y por su infinito amor.

A mi hermano Maxim, por ponerme los piessobre la tierra, por sus sabias palabras y por nunca
dejarme desfallecer.

A mi tutor, Dario Acha, por ser mi guia y mentor, que me motivd y apoyo durante todo este
proceso.

A mis tribunales Carolina Cufia y Carlos Molina, por su paciencia, predisposicion y apoyo €n
la realizacion de este trabajo.



INDICE

RESUMEN ...ttt e h ettt b bt b e e s bt e e b et e b e e e bb e et e e nbe e sbeesbeesnneanbeantas 1
ABSTRACT L.ttt b e bbbt bR e Rt R e e bt bR e e bt b e b bR e bRt e n bt ne e e etes 2
1. INTRODUCCION w....ouiiomiiimaerssesssseesssesssessssse st 3
2. OBUIETIVOS.....c ettt bttt bbbt s bt bt b e e bt et b e R bbb e e b bbb e e eees 7
P O o] (=1 () O T =T =T | PSSR 7
2.2 ODJELIVOS ESPECITICOS. vruieiiitieieitiei et ittt e st e et e s be et e st e et e st e et e s beste e besbeeteebesneebesteeneesreares 7

3. METODOS. ...ttt 8
3.1 ANTECEURNTES ...ttt bbbt bbb bbbt e 8
3.2 Descripcion de SitioS 08 MUESLIEO ......c.ccuviiiririeiie ettt sb et see e 10
FOSA 08 CUB ...t b bbbttt b b b nen s 10
Laguna Colorada y Laguna BIANCA ..........cceiieiiiiiiiie e 10

3.3 Identificacion de las posibles familias y géneros de bacterias halosensibles y haléfilas............. 11

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES ..ottt sttt nne e 13
4.1 Validacion de 10S GALOS. .........cuiiiiiiiiieiieieeee bbbt 13
4.2 Identificacion de grupos de importancia para el esStudio ..........cccovvvveiiiicic i 15
4.3. Identificacion de posibles bio-indicadores del cambio ClIMAICO........ccccveveieeieiiiie e 23

5. CONCLUSIONES ...ttt et b e b e sttt e e bb e bt e nbe e sbe e saeesnneenbeennis 28
6. REFERENGCIAS ...t bbbt b et bt et e e bt e sbe e saeesnneanbeennas 29
7. SUPLEMENTARIOS ...ttt et b e bbb et e nbe e sbe e sne e snteanbeeneas 35



RESUMEN

El estudio del paleoclima es crucial para entender las variaciones climaticas actuales, por lo
cual cada vez se hacen mas esfuerzos para encontrar indicadores que sean sensibles a
variaciones del ambiente. Los sedimentos lacustres son archivos naturales de los cambios que
hubo en el pasado y tienen el potencial de proveer informacion acerca de variaciones
limnimétricas del cuerpo de agua a lo largo del tiempo. Una manera indirecta de evidenciar
variaciones de nivel en el lago es mediante el analisis de las comunidades microbianas que son
sensibles a variaciones de salinidad, al igual que el uso de los ensambles diatomoldgicos. En
esta parte del proyecto “Identificacion de bio-indicadores de cambio climatico en lagos
emblematicos del altiplano boliviano” se analizo el potencial de los géneros de bacterias con
tendencias halofilas encontrados en los sedimentos de la fosa de Chua para ser bio-indicadores
del cambio climatico mediante una comparacion con la variacion de las abundancias de
diatomeas planctonicas dulceacuicolas del estudio realizado en el mismo lugar por Weide et al.
(2017) abarcando 2.562 afios calibrados antes del presente. Se pudo identificar cuatro
candidatos que presentaban una relacion inversa a la de las diatomeas planctonicas
dulceacuicolas: Zhouia, Aquimarina, Bergeyella y Marivita.

Palabras clave: proxy, bio-indicador, bacterias, diatomeas, salinidad



ABSTRACT

The study of the paleoclimate is crucial for understanding climate change, which is why more
and more efforts are being made to find proxies that are sensitive to environmental changes.
Lake sediments are natural records of past changes and have the potential to provide
information about limnometric changes of the lake over time. An indirect way of studying lake
volume changes is using bacterial communities that are sensitive proxies to salinity variation,
as well as the use of diatoms that are also sensitive to this type of variation. In this part of the
project "ldentification of bio-indicators of climate change in emblematic lakes of the Bolivian
highlands”, the potential of the bacterial genera with halophilic tendencies found in the
sediments of the Chua trench to be bio-indicators of climate change was analyzed by means of
a comparison of the variation of the abundances of freshwater planktonic diatoms of the study
carried out in the same place by Weide et al. (2017) covering 2,562 calibrated years before
present. It was possible to identify four candidates that presented an inverse relationship to that

of freshwater planktonic diatoms Zhouia, Aquimarina, Bergeyella y Marivita.

Keywords: proxy, bio-indicator, bacteria, diatoms, salinity



1. INTRODUCCION

El estudio de los sedimentos lacustres es uno de los mejores métodos para estudiar condiciones
ambientales pasadas (Baker 2009a, Baker 2009b, Castafieda & Schouten 2011). Esto se debe a
que la tasa de sedimentacion en sistemas lacustres es tres 6rdenes de magnitud mas alta que en
ambientes marinos, proveyendo asi registros de alta resolucion, es decir, se puede obtener
informacion de centenares de afos, décadas e incluso anuales, ademas que proveen una alta
variedad de informacién indirecta (Battarbee 2000, Baker 2009a, Zolitschka & Enters 2009,
Castafieda & Schouten 2011, Bradley 2015).

Los estudios paleolimnolégicos asumen que los sedimentos més recientes se encuentran por
encima de los mas antiguos y que su formacion esta controlada por el forzamiento radiativo en
los paleoclimas y en los tltimos siglos por influencias antropicas (Barker 2009%, Zolitschka &
Enters 2009, Smol 2010). Estas caracteristicas de los sedimentos lacustres hacen posible la
obtencion de informacion acerca de la precipitacion, balance hidrico, temperatura, composicion
quimica del agua e informacion de la biomasa o patrones de vegetacion (Bradley 2015).

El balance hidrico de una cuenca endorréica esta determinado principalmente por el balance
entre precipitacion y evaporacion, que en lagos se da principalmente por cambios en el clima,
y se puede reconstruir a partir de cambios en la salinidad, ya que a medida que el volumen de
agua disminuye, la concentracion de sales aumenta y viceversa (Battarbee 2000, Abbott &
Anderson 2009, Barker 2009a).

Los proxies son indicadores sensibles a variaciones en parametros climaticos como los cambios
de temperatura y precipitacion repercuten en la salinidad (Castafieda & Schouten 2011). Las
diatomeas son proxies bioldgicos comunmente usados por sus fristulas de silice que abundan
y son bien preservadas en sedimentos lacustres (Gasse et al. 1997, Battarbee 2000, Battarbee et
al. 2002, Smol 2010, Castaneda & Schouten 2011), ademas que son sensibles a cambios de pH,
temperatura, niveles de nutrientes y salinidad (Gasse et al. 1997, Battarbee 2000, Leventer
2009). Las comunidades bacterianas también son sensibles a estos cambios, en particular a los
cambios en la salinidad que es un factor de influencia en su composicion y por lo cual son
utilizadas como indicadoras de eventos climaticos (McGenity & Oren 2012).

Se pueden catalogar a las bacterias en base a la salinidad en la que pueden vivir de la siguiente
forma: halofilas extremas (2,5 —5,2 M NaCl), halofilas extremas limitrofes (1,5 a 4,0 M NaCl),

halofilas moderadas (0,5 — 2,5 M NaCl), halotolerantes que no requieren sal para su crecimiento



pero que pueden tolerar incluso altas concentraciones de sal (McGenity & Oren 2012) y las
halosensibles que son aquellas que no pueden vivir en altas concentraciones de sal (Zhang et
al. 2014, Hu et al. 2018) . Las bacterias halofilas pueden tener diversos tipos de metabolismos,
entre ellos pueden ser fototrofos oxigénicos, fototrofos anoxigénicos, quimiorganoheterotrofos
acrobios, quimiolitoautétrofos aerdbicos, fermentadores, sulfato-reductores, denitrificadores,
metandgenos y acetogenos (McGenity & Oren 2012, Oren 2015).

Las comunidades bacterianas pueden estudiarse a partir de biomarcadores organicos que son
producidos a partir de su actividad biologica (Gornitz 2009, Bradley 2015). Estos
biomarcadores deben ser geoquimicamente estables, estar bien preservados en el registro
sedimentario, tener analogos modernos, y estar distribuidos durante periodos de tiempos
geologicos prolongados (Gornitz 2009). Entre estos biomarcadores se encuentran acidos grasos,
esteroles, alquenonas, pigmentos, derivados de lignina y mas recientemente el DNA (Gornitz
2009, Castaneda & Schouten 2011, Bradley 2015).

Durante la ultima década se fortalecieron las aproximaciones metagenomicas recuperando
DNA de diversos ambientes para estudios paleoambientales, permitiendo analizar organismos
vivos y organismos que perecieron hace mucho tiempo, que al no tener mecanismos de
reparacion activos dejan un DNA degradado almacenado en los sedimentos al que se lo llama
DNA antiguo sedimentario (sedaDNA) (Armbrecht et al. 2019). Esto es posible amplificando
las sefiales, incluso menores a 500 pb utilizando la técnica del PCR, que viabiliza definir la
riqueza y diversidad sistemdtica hasta el nivel de especie en el andlisis de Secuenciacion de
Siguiente Generacion (NGS) (Inagaki & Nealson 2006, Coolen & Gibson 2009, Castaneda &
Schouten 2011), lo cual le confiere una ventaja frente a los demas biomarcadores (Castafieda
& Schouten 2011).

El DNA puede preservarse durante largos periodos de tiempo (miles de afios) bajo condiciones
anoxicas, frias y en ausencia de luz en la profundidad de los sedimentos, en especial el DNA
de los procariotas que es circular y se absorbe mejor en particulas de arcilla y minerales (Inagaki
& Nealson 2006, Eglinton & Eglinton 2008, Boere et al. 2011, Castafieda & Schouten 2011).
Por este motivo, el DNA gue se almacena en los sedimentos corresponde a los taxa que estaban
presentes en el momento de la deposicién y es muy util para estudios del Holoceno tardio
(Castafieda & Schouten 2011).

Multiples estudios utilizaron sedaDNA de procariotas para reconstrucciones



paleoclimatoldgicas (Coolen et al. 2004, Hou et al. 2014, Orsi et al. 2017, More et al. 2019)
Coolen et al. (2004), utilizo 18S rDNA para identificar especies de algas verdes haptofitas y
diatomeas en el lago Ace y lo comparo con las concentraciones de biomarcadores lipidicos
(alguenonas y alquenoatas), demostrando una buena concordancia entre ambos biomarcadores
a la hora de reconstruir el desarrollo post-glacial del lago. Los cambios cualitativos y

cuantitativos de la diversidad planctonica se asociaron a cambios en la salinidad del lago.

More et al. (2019), vio los cambios en el microbioma sedimentario del Mar Negro a partir del
DNA completo en sedimentos que abarcan un periodo de 13.5 Ka. El estudio concluye que las
comunidades microbianas del subsuelo en las capas sedimentarias del Mar Negro son
genéticamente distintas debido al aislamiento de las aguas superficiales durante un largo
periodo de tiempo. El estudio encontré que hubo cambios significativos en la estructura de la
comunidad microbiana asociados con cambios en el ambiente de paleodeposicion.

En el estudio de Hou et al. (2014), utiliz6 el sedaDNA de cianobacterias y algas eucariotas no
fosilizadas en un sedimento de 5 m de profundidad del lago Kusai en el Tibet, reveld que los
cambios generados por monzones sobre la disponibilidad de nutrientes, temperatura y salinidad
fueron responsables en los cambios temporales de la abundancia de cianobacterias
(Synechococcus) y el alga haptéfita (Isochrysis).

El gen 16S rRNA se considera un excelente marcador filogenético de procariotas que consiste
en 9 regiones hipervariables que estan flanqueadas por regiones conservadas que permiten la
creacion de primers mientras que las hipervariables permiten la clasificacion a distintos niveles
sistematicos (Herzyk 2014, Ziesemer et al. 2015). Para explorar estos niveles primero se
construyen Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs) que puedan ser asignados a distintos
grupos taxonoémicos (Herzyk 2014).

Orsi et al. (2017) realiz6 un estudio metagendmico del DNA sedimentario usando la region
hipervariable V4 del gen 16S rRNA de muestras del mar Arabigo a una escala de resolucion
centesimal en un contexto de reconstruccion paleoclimatologica utilizando diferentes proxies.
Se analizaron las distribuciones de las bacterias reductoras de azufre y metanogenos en
sedimentos dentro de la zona minima de oxigeno. El analisis metagendmico integrado y bases
de datos paleoceanograficos revelaron que los taxa subsuperficiales y su metabolismo se
correlaciona con las condiciones deposicionales pasadas durante el ultimo ciclo glacial e

interglaciar. Se determind, a una escala de resolucion centenal, que las comunidades



microbianas marinas responden a las condiciones oceanograficas cambiantes durante los ciclos
glaciares-interglaciares.

Sud América es una region importante para estudios paleoclimatoldgicos debido a que eventos
como el ENSO (El Nifo Oscilaciones del Sur), fluctuaciones de la localizacion estacional de
ITCZ (Zona de Convergencia Intertropical) y los cambios en la fuerza de la circulacion de
monzones en el verano tienen implicaciones climaticas importantes (Abbott et al. 1997). La
cuenca del Lago Titicaca es particularmente sensible a los cambios en el balance hidrico
(precipitacion vs. evaporacion) debido a que el 90% del agua que se pierde es por evaporacion
y solo el 10% se pierde por el rio Desaguadero (Bruno et al. 2021), y esto se debe
principalmente por el ambiente semiarido y de gran altitud a la que se encuentra (Abbott &
Anderson 2009).

Se realizaron estudios paleolimnologicos en el Lago Titicaca utilizando distintos proxies con
los cuales se reconstruy? la historia de las fluctuaciones de su volumen. Abbott et al. (1997),
mediante el analisis de series de registros sedimentarios y observaciones de las caracteristicas
sedimentologicas, identifico brechas en la acumulacion de sedimentos y con analisis de
radiocarbon las dato, estableciendo el tiempo y la magnitud de cinco periodos durante los cuales
el volumen del lago disminuyo, llegando a reconstruir la historia de los tltimos 3500 afios
calibrados antes del presente (cal a AP).

Posteriormente, se realizo un estudio para ampliar la resolucion temporal de la historia del lago
durante el Holoceno Tardio usando a las diatomeas como proxies tomando en cuenta sus
preferencias a la salinidad en un registro paleolimnologico de la fosa de Chua y comparando
con otro estudio permitiendo reconstruir la historia completa de los ultimos 4000 afios (Weide
et al. 2017). Los resultados de este estudio sugieren que el lago estaba seco durante los 6500
AP calibrados, empez6 a llenarse alrededor de los 4400 AP cal. y se mantuvo salino con
extensos humedales y abundantes plantas acuaticas hasta los 3800 AP cal.; hasta los 1250 AP
cal., el lago fluctud, llegando a tener periodos mas secos que otros, hasta que finalmente
aumentaron las especies planctonicas de agua dulce, lo que sugiere un aumento del nivel del
lago con una disminuciéon concomitante de la salinidad. Desde 840 AP, El lago se volvio
gradualmente mas menos salino y hacia 80 AP cal, las especies tolerantes a la salinidad eran
escasas Y el lago estaba dominado por diatomeas planctonicas de agua dulce, lo que lo asemeja

al lago profundo actual.



Este trabajo dirigido es parte del proyecto: “Identificacion de bio-indicadores de cambio
climatico en lagos emblematicos del altiplano boliviano” que pudo elucidar un modelo de
funcionamiento ecoldgico basico de las lagunas Colorada, Blanca y el Lago Titicaca, se pudo
determinar que las lagunas pasaron periodos secos y de aguas menos salinas, mostrando su alta
sensibilidad a los cambios climatoldgicos. Se lograron identificar y cuantificar las bacterias
presentes a diferentes profundidades del sedimento proporcionando informacion sobre la
paleodiversidad bacteriana.

El objetivo principal de esta parte del proyecto es determinar la posibilidad de utilizar bacterias
halofilas o halosensibles como bioindicadoras del cambio climatico. Se identificaron las
familias y géneros de bacterias haléfilas y halosensibles presentes en los sedimentos del Lago
Titicaca, en base a su abundancia relativa y autoecologia en los primeros 10 y 20 cm de
sedimento de las lagunas Colorada y Blanca, para luego identificar aquellas que se encontraban
en las muestras del lago Titicaca. Posteriormente, se identificaron las bacterias halosensibles
que estaban presentes en el lago Titicaca y en las muestras de las lagunas Colorada y Blanca,
obteniendo asi familias y géneros de bacterias haldfilas y halosensibles presentes en l0s
sedimentos del Lago Titicaca candidatas a bioindicadores. Posteriormente se compar6 la
variacion de abundancia relativa de las bacterias identificadas como halo6filas y halosensibles
del Lago Titicaca con las abundancias relativas de las diatomeas planctonicas dulceacuicolas
en el Lago Titicaca obtenidas por Weide et al. (2017).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
e Determinar si es posible utilizar a las bacterias halofilas o halosensibles como

bioindicadores del cambio climatico en el lago Titicaca.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar las posibles familias de bacterias halosensibles y hal6filas que muestren una
tendencia de preferencia correspondiente a la salinidad de los cuerpos de agua entre 10 y 20 cm
de profundidad.

e Identificar los posibles géneros dentro de las familias seleccionadas que muestren una
preferencia correspondiente a la salinidad (halosensibles o haléfilas) de los cuerpos de agua
entre 10 y 20 cm de profundidad.

e Determinar si existe una correlacion negativa de la abundancia de bacterias halofilas en



los sedimentos del lago Titicaca con la abundancia de diatomeas planctonicas de agua dulce del
estudio de Weide et al. (2017).
3. METODOS

3.1 Antecedentes
En la primera parte del proyecto se reconstruyo la historia del lago Titicaca, laguna Blanca y
laguna Colorada retrocediendo entre 4000 y 8000 afios dependiendo del cuerpo de agua a partir
de la datacion y estudio de los registros sedimentarios. Al mismo tiempo estudié los cambios
de las comunidades bacterianas y de diatomeas. Se realiz6 la toma de muestras de los
sedimentos en abril del 2016 utilizando colectores de muestras Rusian-corer (Figura 1) y de
percusion. Una vez obtenidas las muestras, se cortaron los tubos PVC longitudinalmente y se
caracterizaron preliminarmente los sedimentos en base a cambios de color y textura.
Posteriormente, las muestras de sedimento se separaron centimetro a centimetro con ldminas
de cobre previamente lavadas y enjuagadas antes y después de cada uno de los cortes. Luego
se utilizaron jeringas estériles de 5 ml con las puntas cortadas, para obtener submuestras no

contaminadas del centro, para posteriormente ser utilizadas para los analisis de genéticos.
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Figura 1. Diagrama de muestreado de sedimentos ruso ilustrando el mecanismo de funcionamiento del sistema.

Stephan Guedrén



Se colectaron muestras de agua para obtener datos de cationes, aniones y nutrientes. También
se tomaron datos fisico-quimicos con una zona multiparamétrica Hanna HI9810 (oxigeno
disuelto, pH, conductividad, solidos disueltos, salinidad, potencial redox, temperatura y
presion).

Se realiz6 la extraccion de DNA con el kit OmegaBioservices y el analisis genético para las
regiones V3 y V4 altamente variables del gen 16S rRNA mediante la plataforma MiSeq
[llumina que se basa en el método de secuenciacion por sintesis con terminadores de colorante
reversibles que permite la identificacion de bases individuales a medida que se introducen en
las hebras de DNA.

Esta parte del proyecto solo contempla el analisis de los datos procesados obtenidos por
secuenciacion por MiSeq. A continuacion, en la figura 2 se observa el esquema de los métodos

utilizados.
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Figura 2. Grafica de métodos seguidos



3.2 Descripcion de sitios de muestreo

Fosa de Chua

El Lago Titicaca se encuentra en los Andes a 3.810 m.s.n.m. y es considerado el lago navegable
mas alto del mundo (Abbott et al. 1997, Ministerio de Medio Ambiente y Agua 2017). Se divide
en el Lago Mayor y en el Lago Menor o Winiaymarka (Abbott et. al 1997). Dentro del Lago
Menor se encuentra la fosa de Chua que tiene una profundidad maxima de 42 m. La
precipitacion anual es de 600 — 800 mm (SENAHMI 2019). La salinidad del lago Titicaca es
de 1,01 g-L™ (1010 ppm) y su conductividad es de 1585 pS-cm™ * haciendo que el lago sea
ligeramente salino. Las muestras se tomaron de la fosa de Chua. Los sedimentos eran
arcillosos/limosos en general.

Los modelos de edad se realizaron a partir del **C usando la metodologia descrita en el estudio
de Weide et al. (2017). Se pudo obtener una datacion de 3.000 afos antes del presente en el
Lago Titicaca donde cada centimetro equivale a 15 afios. La sedimentacién fue méas o menos
constante durante todo ese periodo.

Laguna Colorada y Laguna Blanca

Los Lipez se encuentran en el altiplano boliviano, en el departamento de Potosi entre los 4200
a 6000 m.s.n.m. y comprende un complejo de lagunas endorréicas permanentes, salinas,
hipersalinas y alcalinas (Ramsar 2020). En los Lipez se encuentran las lagunas Colorada y
Blanca. La salinidad de la laguna Colorada es de 106 g-L™(106000 ppm; 165200 uS-cm™). La
salinidad del sector 1 de la laguna Blanca es de 15.4 g-L™ (15400 ppm, 24000 pS-cm™), y del
sector 2 es de 22.1g-L™* (22100 ppm:; 34530 puS-cm™) haciendo estos sectores moderadamente
salinos. Al estar en una misma region la precipitacion de la region de los Lipez en la que se
encuentra es de 96,6 mm anualmente (Ministerio de Medio Ambiente y Agua, 2017).

Los 60 cm de sedimento de la laguna Blanca eran arcillosos/limosos, de los 60 cm hasta los 80
eran limosos/ arenosos y de los 80 cm a 100 cm eran arcillosos/ limosos con algunas capas

limosas/ arenosas. Los sedimentos de la Laguna Colorada son arcillosos/limosos.
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Figura 3. Area de estudio mostrando los sitios de muestreo. Elaboracion Stephan Guedrén

3.3 Identificacion de las posibles familias y géneros de bacterias halosensibles y haléfilas

A partir de los datos de familias obtenidos por MiSeq Illumina de 49 muestras de sedimentos
de los tres cuerpos de agua en total, se realizaron los analisis de la metodologia (Fig. 1). Se
tomaron en cuenta 200 cm de profundidad de los sedimentos del lago Titicaca debido a que este
tiene una datacion que fue corroborada en previos estudios (Abbott et al. 1997, Weide et al.
2017) y se tomaron en cuenta los primeros 20 cm en el caso de la laguna Colorada y Blanca
debido a que estas muestras sirvieron solamente para visualizar el tipo de bacterias halofilas
que se encontraban también en las distintas muestras del lago Titicaca y posibilitaron encontrar
las bacterias halofilas que podian ser posibles bio-indicadores. De las 49 muestras 38 eran del
lago Titicaca, especificamente de la fosa de Chua (CH-A2-cm de profundidad), 2 de la laguna
Colorada (LCO1-cm de profundidad), y 9 de la laguna Blanca donde 4 son del sector 1y 5 del
sector 2 que se diferenciaron por la salinidad (el sector 2 es mas salino que el sector 1) (LBO1-
cm profundidad y LBO2-cm de profundidad correspondientemente).

Se realizo una depuracion inicial de las 298 familias de bacterias obtenidas en las 48 muestras
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de sedimento eliminando del analisis a las familias que tenian valores de conteo de
secuenciacion menores a 30 obteniendo 229 familias en total (Anexo 1). Los grupos con un
menor valor de secuenciacion a 30, es decir que durante la secuenciacion sélo se conto 30 veces
la secuencia perteneciente a ese organismo, son muy dificiles de comparar entre muestras, ya
que los valores tan bajos pueden deberse a errores de secuenciacion y la variabilidad podria
atribuirse a otros factores como eficiencia de extracciéon o amplificacion del 16S en lugar de
diferencias ambientales que condicionen su distribucion.

Posteriormente se realizaron graficas en Microsoft Excel(2019) y en Sigmaplot (14.0) para cada
una de las familias comparando su abundancia en cada uno de los ambientes acuaticos (Fosa de
Chua, laguna Colorada y Blanca) para visualizar en cual de estos cuerpos de agua se encuentran
en mayor abundancia, infiriendo que si hay mayor abundancia en los ambientes mas salinos
(lagunas Blanca y Colorada) que en el menos salino (lago Titicaca) estas prefieren una mayor
salinidad y viceversa, si es que hay mayor abundancia en el ambiente menos salino que en los
ambientes mas salino, estas prefieren una menor salinidad. Las familias que no mostraron una
clara variacion de abundancia entre los tres cuerpos de agua fueron descartadas. Una vez
separadas las familias que parecian ser halofilas y sensibles a la sal se procedié a obtener los
valores de abundancia relativa, tomando cada valor de cada muestra y dividiendo con el valor
de bacterias en el total de la muestra (Anexo 1). Se busco en varios articulos cientificos y libros,
una clasificacion de cada una de las familias para determinar si su descripcidn era consistente
con el grafico obtenido.

Luego, a partir de los valores de abundancia relativa, se realizd otra depuracion entre las
bacterias halosensibles depurando todas aquellas que tienen mas de 1% de abundancia relativa
en aguas salinas y menos de 1% en las muestras de los primeros 10 sedimentos del lago Titicaca.
La depuracion de las familias haldfilas fue a aquellas que tienen menos 0.5 de abundancia en
aguas salinas.

Una vez obtenidas las familias hal6filas y halosensibles, se buscaron en las bases de datos del
NCBI y bibliografia los géneros correspondientes a estas, se verifico la presencia de los géneros
en la base de datos obtenida por MiSeq Illumina de las 48 muestras y se procedio a caracterizar
cada uno de los géneros. Una vez realizado esto, los datos de los géneros se convirtieron a
abundancia relativa en porcentaje (Anexo 2 y Figura suplementaria 1) y se procedio a realizar

los graficos para ver si estos géneros preferian cierta salinidad y si estos tenian una mayor
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abundancia en los sedimentos mas profundos. Los géneros que tenian valores menores a
(0,0008) fueron depurados.

3.3. Correlacion de la abundancia de bacterias haléfilas en los sedimentos del lago
Titicaca con las diatomeas planctéonicas de agua dulce del estudio de abundancia de
diatomeas de Weide et al. (2017) en el Lago Titicaca

Primero se realiz6 una prueba de correlacion de Kendall para determinar la relacion entre la
datacion de los sedimentos obtenidos por la primera parte de este proyecto con la datacion de
sedimentos obtenidos por el estudio de Weide et al. (2017). Para esto, se acomodaron los datos
de forma que los afios de los sedimentos no difieran mucho (Tabla 1) y se eliminaron aquellos
que no concordaban.

Posteriormente se tomo la datacion de Weide et al. (2017) y se realizé un analisis de correlacion
de Kendall de los géneros de bacterias que se definieron en los previos pasos como halofilas y
diatomeas planctonicas que en el estudio de Weide et al. (2017) fueron los indicadores de
cambio de salinidad, puesto que estas diatomeas son de agua dulce. Se utilizé este analisis

debido a que los datos no eran monoténicos ni tenian distribucién normal.

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Validacion de los datos
Se realizo la calibracion la edad de los sedimentos de la datacion del proyecto con la datacion
realizada con diatomeas de Weide et al. (2017) (Tabla 1). Los valores de algunas dataciones no
fueron tomadas en cuenta debido a que la diferencia de edades entre las dataciones era muy
grande (de 20 a 300 afos de diferencia). La concordancia de edades de los sedimentos tomados
en cuenta es buena en general ya que la maxima variacion es de 11 afios de diferencia. Esto se
puede deber al problema de la batimetria del lago, la topografia de captacion de sedimentos,
movimientos internos del agua que genera patrones de sedimentacion desiguales, haciendo que
no todos los sitios de muestreo sean representativos (Barker 2009 a), por esta razoén no se
esperaba una concordancia exacta entre las profundidades de los sedimentos y las edades
obtenidas en ambos estudios. La correlacion de Spearman (Figura 4) entre las dataciones del
proyecto y Weide et al. (2017) tomadas en cuenta mostr6 una correlacion fuerte, monotdnica

positiva (r* =1,000; P < 0,001).
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Figura 4. Correlacion de Spearman entre la datacion del proyecto y los datos obtenidos con diatomeas de Weide
et al. (2017) en afios AP (Afios antes del Presente)

Tabla 1. Edad de sedimentos de la datacion del proyecto en afios antes del presente (AP), profundidad en cm de

los sedimentos a los que corresponde las edades y la datacion con diatomeas de Weide et al. (2017)

Codigo Profundidad (cm) de | AP Acha 2018 AP Weide et al. 2017
muestras del proyecto

CH-A2-5 5 43 37,4
CH-A2-6 6 67 72,9
CH-A2-8 8 114 108,1
CH-A2-9 9 137 1445
CH-A2-11 11 183 181,3
CH-A2-13 13 227 222
CH-A2-15 15 270 261,3
CH-A2-17 17 310 301,7
CH-A2-18 18 330 341,9
CH-A2-21 21 384 390
CH-A2-24 24 431 439,3
CH-A2-34 34 545 536,9
CH-A2-40 40 599 595,4
CH-A2-46 46 651 644,1
CH-A2-60 60 772 762,2
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CH-A2-65 65 818 821,6
CH-A2-70 70 866 872,3
CH-A2-90 90 1034 1028,4
CH-A2-136 136 1590 1590,2
CH-A2-190 190 2562 2573,8

4.2 Identificacion de grupos de importancia para el estudio

Los procariotas son organismos ubicuos a varios ambientes y son componentes esenciales de la
biota del planeta. Se estima que en ambientes acuaticos existen alrededor de 1.180 x 10% células
pertenecientes a este grupo, en lagos salinos se estima que hay alrededor de 1 x 10% células y
en lagos de agua dulce 1,3 x 10%° células (Whitman et al. 1998). Esta estimacion nos permite
deducir que las abundancias relativas de las familias tienden a ser bajas por la gran cantidad de
diferentes bacterias existentes en un solo ambiente, y mas aun las de los géneros, ya que existe
una gran diversidad de bacterias conocidas y atn desconocidas.

De las 229 familias de bacterias presentes en la totalidad de las muestras, se identificaron 9
familias cuyas abundancias relativas (Anexo 1) indicaban una tendencia de mayor crecimiento
en los sedimentos de la fosa de Chua indicando que posiblemente estas familias sean
halosensibles, ya que la fosa de Chua se considera como un ambiente ligeramente salino
(salinidad de 1,01 g-L'l). Se encontraron 13 familias de bacterias que tenian un crecimiento
contrario a las halosensibles, mostrando un mayor crecimiento en las lagunas Blanca y Colorada
que son consideradas salina e hipersalina respectivamente, haciéndolas asi bacterias halofilas
(Tabla suplementaria 1).

De las 13 familias catalogadas como halofilas s6lo se tomaron en cuenta ocho, y de las nueve
familias catalogadas como halosensibles s6lo se tomaron en cuenta dos. Esto debido a que las
abundancias relativas de las familias excluidas eran menores al parametro que se establecido
en los métodos, dejando un total de 10 familias de interés cuyos géneros presentes en las

muestras fueron analizados (Tabla 2).
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Tabla 2. Familias y géneros de bacterias halofilas y halosensibles seleccionadas

Familias haléfilas

Género

Familias halosensibles

Géneros

Flavobacteraceae

Flavobacterium
Zhouia
Bergeyella
Aguimarina
Muricauda
Gillisia
Psychroflexus

Tenacibaculum

Veillonellaceae

Veillonella

Rhodobacteraceae

Phaeobacter
Marivita

Rubellimicrobium

Campylobacteraceae

Campylobacter

Halomonadaceae

Kushneria

Oceanospirillaceae

Marinomonas

Hyphomicrobiaceae

Pedomicrobium

Actinopolysporaceae

Actinopolyspora

Chromatiaceae

Nitrosococcus
Chromatium
Allochromatium

Thiocystis

Chlorobiaceae

Chloroherpeton*

* Chloroherpeton es un género haldfilo de la familia Chlorobiaceae que es halosensible.

La autoecologia de las familias descrita a lo largo del texto, no necesariamente es la misma que
la de sus géneros. Algunas de las familias que muestran una tendencia a crecer en ambientes
salinos (lagunas Blanca y Colorada) e identificadas en este contexto como halofilas, contienen
géneros que no necesariamente tienen una preferencia por la salinidad, por lo cual fue necesario
analizar los géneros pertenecientes a las familias de interés.

Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) entre los géneros de bacterias y los

sedimentos para observar su distribucion. En la figura 5 se observa en que el género Veillonella
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se encuentra predominantemente en los sedimentos de la fosa de Chua, los géneros
Pedomicrobium, Actinopolyspora, Allochromatium, Nitrosococcus, Marinomonas, Muricauda,
Bergeyella, Zhouia, Thiocystis, Psycroflexus, Phaeobacter, Marivita, Rubellimicrobium,
Kushneria y Chloroherpeton predominan en la Laguna Blanca y los géneros Chromatium,
Tenacibaculum, Aquimarina, Flavobacterium, Campylobacter y Gillisia en la Laguna
Colorada. Esto concuerda con el mapa de calor de las abundancias relativas de todos los géneros
(Figura suplementaria 1).

Se descartaron los géneros pertenecientes a las familias: Veillonellaceae, Chlorobiaceae,
Chromatiaceae, Actinopolysporaceae, Oceanospirillaceae, Halomonadaceae,
Hyphomicrobiaceae, Campylobacteraceae, y los géneros Flavobacterium, Muricauda, Gillisia
y Tenacibaculum de la familia Flavobacteraceae, y los géneros Rubellimicrobium y
Phaeobacter de la familia Rhodobacteraceae porque no presentaban las caracteristicas
mencionadas en los métodos para considerarse como posibles bioindicadores. Por lo cual, tanto
las graficas de los géneros y las familias mencionados se encuentran en la seccion de
documentos suplementarios (Figuras suplementarias 2, 3, 4 y 5) y las razones por las cuales se
los descart6 se encuentra en la Tabla suplementaria 2.

La familia Flavobacteraceae (Figura 6) es la familia mas grande del phylum Bacteroidetes
conteniendo 140 géneros que tienen un amplio rango de distribucion en ambientes marinos
como en ambientes dulceacuicolas y que generalmente son aerobios (McBride 2014). Esta
familia tiene la mayor abundancia relativa en las muestras de sedimentos, por lo cual se la
considera crucial para este estudio. Los datos obtenidos muestran que esta familia tiende a

aumentar su abundancia en las lagunas mas salinas (laguna Colorada y Blanca).
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El género Zhouia (Figura 7) se caracteriza porque sus miembros son estrictamente aerobios y
(Liu et al. 2006). Lo interesante es que el género se encuentra casi ubicuamente en todos los
sedimentos, incluso en la fosa de Chua que tiene una salinidad menor a sus requerimientos y al
parecer no tiene una tendencia de aumento en las lagunas salinas. Hasta ahora se conocen dos
especies pertenecientes a este género: Zhouia spongiae (Zhuang et al. 2018) y Zhouia
amylolytica (Liu et. al 2006) que fueron aisladas de ambientes marinos y necesitan
concentraciones de NaCl entre 4.5% - 5% y 2% - 5% respectivamente Este género se tom6 en
cuenta para los andlisis posteriores por sus caracteristicas autoecoldgicas que nos indican que
este género es halofilo y porque su abundancia relativa de hasta 0.007 es alta en ciertos
sedimentos de Chua (CH-A2-5, CH-A2-6 CH-A2-11, CH-A2-15, CH-A2-24, CH-A2-34, CH-
A2-60, CH-A2-136) en relacion a la abundancia de las lagunas mas salinas. La preferencia por
la salinidad de las especies conocidas de este género puede indicar que durante esos periodos
la salinidad haya incrementado en la fosa de Chua. Por otro lado, la abundancia baja en el sedimento
la laguna Colorada (LCO1-11), esto llama la atencion, ya que esta laguna es la mas salina. Esto podria
deberse a que la salinidad en este lago durante la sedimentacion haya cambiado o quizas exista otro
factor quimico que afecte a este género.

El género Bergeyella (Figura 7) es un género parasitico y saprofitico, sus miembros son
estrictamente aerobios encontrados en los tractos urinarios de mamiferos (Holmes et al. 1986,
Vandamme et al. 1994). La presencia de este género en los sedimentos es interesante, ya que
no existe evidencia cientifica de que se lo encuentre libre en aguas, aunque en algunos estudios
se sugiere que podrian especies de vida libre que podrian ser incluidas en este género (Hugo et
al. 2006). Tampoco existe informacion que indique que hay una tendencia de crecimiento en
ambientes mas salinos, aunque los datos tomados en este proyecto muestren que si tiene cierta
tendencia hacia la halofilia. Por otro lado, en el caso de que este género se encuentre en los
sedimentos por la presencia de mamiferos en cercanias de los cuerpos de agua, se esperaria que
exista una mayor abundancia en la fosa de Chua, puesto que la ganaderia es mas comun en sus
alrededores que en las lagunas Colorada y Blanca, justamente por su baja salinidad.

El género Aquimarina (Figura 7) es un género quimioorganotrofo, estrictamente aerobio,
halofilo, que requiere un rango de salinidad entre 1 a 10% para su crecimiento (Nedashkovskaya
et al. 2011). Se observa que una ausencia de este género en algunos sedimentos de Chua (CH-

A2-5, CH-A2-6, CH-A2-8, CH-A2-15, CH-A2-24, CH-A2-65) que llama la atencion, debido a
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esto y a sus caracteristicas autoecologicas Se tomo en cuenta para los siguientes analisis.

El género Psychroflexus (Figura 7) pertenece al clado marino de la familia Flavobacteraceae,
este esta adaptado a bajas temperaturas, es estrictamente aerobio, heterotrofo, se encuentra en
ambientes hipersalinos y tiene requerimientos de salinidad entre 25 a 200 ppt. que equivale a
2,5%-20% salinidad, salvo el género Psychroflexus tropicus que es halotolerante y puede
sobrevivir entre 0% - 20% (Bowman 2006). Al igual que el género Aquimarina muestra una
clara tendencia de crecimiento en ambientes mas salinos. Presenta una mayor abundancia
relativa mayor en el sedimento CH-A2-190 (2573,8 afios BP), que se explica con la baja
profundidad que tenia el lago Titicaca (Weide et al. 2017). La ausencia de este género en los
sedimentos: CH-A2-21, CH-A2-24, CH-A2-34, CH-A2-40 y CH-A2-46 posiblemente se dé por
el aumento gradual del volumen del lago. La ausencia de los sedimentos CH-A2-60, CH-A2-
65, CH-A2-70, CH-A2-90, CH-A2-136 es dificil de explicar tomando en cuenta solamente la
salinidad, que durante ese periodo de tiempo era mayor, lo cual nos indicaria que posiblemente
se deba a otros factores que se desconocen.

La familia Rhodobacteraceae (Figura 6) comprende miembros fotoheterdtrofos, fotoautdtrofos,
quimiétrofos, aerobios y anaerobios facultativos que mayormente son acuaticos (Pujalte et al.
2014). Esta familia tiene abundancias relativas altas, lo que sugiere que es importante en estos
ecosistemas acuaticos. Si bien no esta presente en el sedimento de la laguna Blanca LBO2-13,
hay una consistencia con el crecimiento en las lagunas mas salinas mientras que la presencia en
los sedimentos de Chua es relativamente constante y baja abruptamente en los sedimentos mas
profundos (CH-A2-136, CH-A2-190) lo cual podria ser decaimiento del DNA.

El género Marivita (Figura 7) se compone de bacterias que viven en aguas marinas y son
estrictamente aerobias, heterotrofas, y necesitan entre 6%-10% de Na CI (Pujalte et al. 2014).
Estas bacterias muestran una abundancia mucho mas alta en los sedimentos de las lagunas
salinas que en los sedimentos de Chua, pero es interesante observar que no se encuentran en
todos los sedimentos, solamente se encuentra en los sedimentos: CH-A2-5, CH-A2-8, CH-A2-
11, CH-A2-15, CH-A2-17, CH-A2-18, CH-A2-24, CH-A2-136, ademas que no se ve un
decremento escalonado con la profundidad del sedimento, por lo cual se puede decir que no es
por un patréon de decaimiento de DNA, sino que reflejaria que posiblemente fueron afectadas
con la variacion de la salinidad. Estas caracteristicas pueden hacer que este sea un grupo de

interés como posible bioindicador.
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4.3. Identificaciéon de posibles bio-indicadores del cambio climatico
Se realizd un analisis de correlacion de Kendall entre las abundancias relativas de los géneros
de interés con las abundancias relativas de las diatomeas planctonicas dulceacuicolas del
estudio de Weide et al. (2017) para identificar los géneros halofilos que tienen una correlacion
inversa a las diatomeas y los géneros halosensibles que tienen una correlacion positiva (Tabla
3).

Tabla 3. Analisis de correlacion de Kendall entre los géneros de interés y las diatomeas planctonicas

dulceacuicolas.

Géneros de bacterias con diatomeas | Coeficiente de correlacion | p-value
plancténicas dulceacuicolas de Kendall (r)

Flavobacterium -0.137 0,399
Muricauda 0,01 0,948
Tenacibaculum 0.263 0.105
Aquimarina -0.378 0.023
Zhouia -0.016 0.922
Gillisia 0.063 0.697
Psychroflexus -0.030 0.862
Bergeyella -0.086 0.602
Phaeobacter 0.158 0.330
Rubellimicrobium 0.189 0.243
Marivita -0.065 0.713
Campylobacter -0.358 0.027
Kushneria 0.284 0.080
Marinomonas 0.274 0.092
Pedomicrobium 0.011 0.948
Actinopolyspora 0.168 0.299
Nitrosococcus 0.168 0.299
Chromatium 0.116 0.259
Allochromatium 0.259 0.112
Thiocystis 0.331 0.059
Veillonella 0.295 0.069
Chloroherpeton 0.225 0.224
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Las correlaciones en general tienen un valor de p > 0.05, lo cual no necesariamente indica que
no exista correlacion, ya que esto podria deberse al tamafio de muestra que es muy pequefio.
Para poder dilucidar si efectivamente existe una correlacion es necesario aumentar el nimero
de muestras.

Se utiliz6 la datacion de Weide et al. (2017) como normalizador, ya que la correlacion con la
datacion del proyecto era muy buena (Figura 4), para comparar las abundancias relativas de las
diatomeas planctonicas dulceacuicolas y l0s géneros de las bacterias (Figura 8). Las diatomeas
plancténicas dulceacuicolas que se consideraron en el estudio de Weide et al. (2017) fueron
Cyclostephanos andinus, Discotella stelligera, Cyclotella meneghiniana y Fragilaria
crotonensis.

Previamente en el proyecto, el profesor Daniel Aristegui realiz6 un analisis de consumo de ATP
en los sedimentos de Chua (Figura suplementaria 12) para poder caracterizar la actividad
metabolica de los organismos presentes en estos sedimentos. Esta figura muestra que hay un
consumo de ATP alto en los primeros 20 cm de sedimento, un pequefio pico a los 90 cm y luego
una caida de consumo hasta los 200 cm. Este patron muestra que a mayor profundidad hay
menor consumo de ATP, y nos sirve para poder identificar los géneros que podrian ser
utilizados como posibles bio-indicadores, porque esto estaria indicando que no estan creciendo

las bacterias en los sedimentos mas profundos y que el DNA analizado es sedaDNA.

Los géneros Aquimarina, Zhouia, Bergeyella, Marivita y Psychroflexus muestran valores de
correlacion negativa con las diatomeas planctonicas dulceacuicolas de Weide et al. (2017). El
unico género que tiene una correlacion significativa es Aquimarina (r= -0,378; p= 0,023). La
variacion de su abundancia relativa (Figuras 7 y 8) es diferente al patron de consumo de ATP
en los sedimentos de Chua (Figura suplementaria 12). Esto no quiere decir que existe un
consumo de ATP en los sedimentos mas profundos, ya que este género es estrictamente aerobio
(Nedashkovskaya et al. 2011) y por lo tanto el DNA presente es sedaDNA. El aumento de la
abundancia en los sedimentos CH-A2-136 y CH-A2-190 que corresponden a 1590,2 AP y
2573,8 AP estarian de acuerdo a los resultados del estudio de Weide et al. (2017) que indica

gue durante estos periodos el lago era poco profundo.
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Figura 8. Comparacion de crecimiento entre diatomeas planctonicas del estudio de Weide et al. (2017) con los géneros Aquimarina, Zhouia, Bergeyella, Marivita

y Psychroflexus con la datacion de Weide et al. (2017) en afios AP como normalizador.
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Los géneros Zhouia, Marivita y Psychroflexus son géneros halofilos y aerobios, muestran una
correlacion negativa baja y un valor de p alto (r=-0.016, p= 0.922; r= -0.065, p= 0.713; r=-0.030, p=
0.862) respectivamente. La abundancia relativa de los géneros Zhouia y Marivita disminuye con
la profundidad (Figuras 7 y 8) y es similar al patron de consumo de ATP en los sedimentos de
Chua (Figura suplementaria 12) lo cual nos da una evidencia mas de que el DNA encontrado en las
muestras es sedaDNA.

La abundancia relativa del género Zhouia es alta en los sedimentos CH-A2-5, CH-A2-6 CH-A2-11,
CH-A2-15, CH-A2-24, CH-A2-34, CH-A2-60 fluctlia, y esto posiblemente se deba porque
desde hace aproximadamente 850 AP cal (aproximadamente 70 cm de profundidad del
sedimento) el volumen del lago Titicaca estuvo aumentando con ciertas fluctuaciones hasta
Ilegar a tener la salinidad del presente (Weide et al. 2017). La abundancia relativa del género
Marivita fluctiia inversamente a la abundancia de las diatomeas planctonicas que prefieren
ambientes de agua dulce, aunque coincide con las diatomeas planctonicas en los sedimentos del
afio 341,9 BP (CH-A2-18) (Figuras 7 y 8). La ausencia en los sedimentos CH-A2-5, CH-A2-8,
CH-A2-11, CH-A2-15, CH-A2-17, CH-A2-18, CH-A2-2 probablemente esté relacionada a las
fluctuaciones de la salinidad que ocurrieron en ese periodo de tiempo en el que el volumen del
lago estaba aumentando, ya que necesitan concentraciones de 6% - 10% de NaCl (Pujalte et al.
2014). Esta correlacion negativa que se observa en la figura 8 es la esperada, ya que estos
géneros SON marinos y necesitan iones de sodio (Pujalte et al. 2014, Liu et al. 2006).

La abundancia relativa del género Psychroflexus es diferente a la figura suplementaria 12.
Debido a que este género es aerobio, se entiende que el DNA que se observa es sedaDNA. Este
género se encuentra en ambientes salinos e hipersalinos y necesitan iones de sodio para su
crecimiento (Bowman 20016). La correlacion negativa con las diatomeas es esperada, ya que
este género es marino y necesita concentraciones altas de NaCl.

El género Bergeyella presenta un coeficiente de correlacion de -0.086 y un p = 0.602 que indica
que la correlacion es baja. Hasta ahora no se conocen especies de vida libre de este género, pero
si se sabe que es un género parasitico y saprofitico que se encuentra en los tractos urinarios y
membranas mucosas de algunos mamiferos. Se puede especular en base a esta informacion que
las bacterias podrian ser liberadas al ambiente en la orina de los mamiferos que visitan las
lagunas, pero es muy dificil aseverar que estas podrian sobrevivir en ellas ya que no existe
informacion al respecto. Este género es aerobio y muestra una tendencia similar a la de la figura

suplementaria 12 (Figuras 6 y 7), por lo cual se considera que el DNA encontrado es sedaDNA.
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Este género muestra una relacion inversa de abundancia relativa a la de las diatomeas
planctonicas que prefieren ambientes de agua dulce, aunque coincide con las diatomeas
planctonicas en los sedimentos de 390 afio BP y 439,3 afios BP (CH- A2-21 y CH-A2-24
respectivamente).

El uso del sedaDNA de bacterias como posible proxy es muy reciente, y a pesar de que con los
afios se estan haciendo mas estudios, atin es complicada su interpretacion por las limitaciones
que presenta. La limitacion mas importante es que no se conocen aun todos los factores que
pueden afectar la preservacion del DNA. Si bien se sabe que se preserva mejor en ambientes
frios, anoxicos y oscuros con sedimentos arcillosos, poco se conoce sobre otros factores que
podrian influir en su preservacion. EI DNA preservado se encuentra en cantidades muy
pequenas lo cual dificulta la investigacion de especies raras, que podrian ser de especial interés
para ambientes especificos. La degradacion del DNA en fragmentos mas cortos ocurre en los
primeros miles de afios desde su deposicion Yy las secuencias mas cortas que 500 pares de bases
son muy complicadas de analizar.

Otra limitante es que no se conoce mucho sobre la migracion del DNA en los sedimentos tanto
lacustres como oceanicos, ya sea por las corrientes o por el movimiento de animales.

Las bacterias son organismos complicados de estudiar, debido a que responden a una gran
cantidad de factores ambientales y su clasificacion taxondmica basada en su autoecologia, a
niveles de familia y género no siempre aplica a todas las especies. Esta es una limitante muy
importante como se puede observar en este trabajo, puesto que dentro del mismo género puedes
existir especies con distintas preferencias a condiciones de salinidad, ademds que puede que
respondan mejor a otro tipo de factores que a la salinidad.

Otra limitante son las bacterias viables dentro del sedimento, que podrian llevar a mal
interpretaciones. Ademas, que muchas especies bacterianas ain son desconocidas o ain no se
pudieron aislar.

Lo ideal seria realizar experimentos en laboratorio, pero es complicado recrear las condiciones
necesarias para el crecimiento de las bacterias, de forma que se pueda observar su respuesta a
los cambios de salinidad, puesto que no solamente responden a la salinidad, si no a otros
factores, como presencia de otros nutrientes y o tal vez dependan de una comunidad bacteriana
para su supervivencia.

En el proyecto se tomaron todas las medidas posibles para evitar analizar de manera errénea los
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datos obtenidos. Al principio se seleccionaron las familias cuyas abundancias relativas
mostraban cierta preferencia a los ambientes mas salinos para luego estudiar las abundancias
relativas de los géneros. Seguidamente se seleccionaron géneros de bacterias que eran
estrictamente aerobios para evitar analizar DNA de células viables.

Conociendo estas limitantes, es importante que en estudios posteriores se realicen analisis
paralelos con otros proxies como los lipidos pertenecientes a las bacterias. También se necesitan
volumenes de sedimento mas grandes y mayor cantidad de muestras para mejorar la deteccion

de sedaDNA lo cual posibilitaria encontrar correlaciones negativas mas certeras.

5. CONCLUSIONES

En el presente analisis preliminar de bacterias halodfilas en los sedimentos de lagunas del
Altiplano Boliviano se pudo identificar cinco géneros que pueden ser de interés para ser
estudiados como posibles bio- indicadores del cambio climatico en la fosa de Chua en base a la
comparacion con las abundancias de diatomeas planctonicas del estudio de Weide et al. (2017).
Cuatro de los cinco géneros pertenecen a la familia Flavobacteraceae que es el grupo mas
grande dentro de los Bacteroidetes y uno pertenece a la familia Rhodobacteraceae. De la familia
Flavobacteraceae los candidatos son los géneros Aquimarina, Zhouia, Bergeyella y

Psychroflexus. De la familia Rhodobacteraceae el género Marivita.

Estos géneros mostraron las caracteristicas necesarias para ser considerados como posibles
bioindicadores del cambio climatico. Como primer punto, estos presentan una preferencia hacia
la salinidad que se pudo observar comparando la abundancia relativa de los géneros en la laguna
Colorada, Laguna Blanca y la fosa de Chua. Como segundo punto, todos los géneros son
aerobios, eliminando la posibilidad de cometer el error de analizar DNA de organismos viables
en los sedimentos de mayor profundidad y por lo tanto asumir que el DNA encontrado es
sedaDNA. Estas caracteristicas permiten analizar la variacion de la abundancia de estos

organismos en sedimentos de distintas profundidades de manera segura.

Por otro lado, la comparacion con las diatomeas dulceacuicolas planctonicas, usando como
normalizador la datacion de Weide et al. 2017, permitié observar correlaciones negativas. Las
abundancias relativas de las bacterias aumentaban en los sedimentos donde el lago Titicaca se

encontraba en un estado mas salino y donde las diatomeas dulceacuicolas planctonicas
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presentaban una menor abundancia, mientras que sus abundancias se reducian durante periodos

en los que el lago Titicaca se encontraba en un estado menos salino.

Este analisis preliminar, logré identificar los géneros de bacterias son aptos para ser
investigados a mayor profundidad en el futuro con el fin de validarlos como bio-indicadores de
cambio climatico, comparandolos con otro tipo de bioindicadores paleoclimatoldgicos como

por ejemplo los lipidos bacterianos y alquenonas de cadena larga.
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7. SUPLEMENTARIOS

Tabla suplementaria 1. Familias halofilas y halosensibles identificadas antes de la depuracion realizada en base

a su abundancia relativa.

Familias de bacterias haléfilas

Familias de bacterias halosensibles

Flavobacteraceae

Methylacidiphilaceae

Piscirickettsiaceae

Nostocaceae

Alteromonadaceae

Veillonellaceae

Rhodobacteraceae

Dehalococcoidaceae

Helicobacteraceae

Thermogemmatisporaceae

Campylobacteraceae

Geobacteraceae

Halomonadaceae

Aminiphilaceae

Carboxydocellaceae

Desulfonatronumaceae

Flexibacteraceae

Chlorobiaceae

Oceanospirillaceae

Hyphomicrobiaceae

Actinopolysporaceae

Chromatiaceae
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Tabla suplementaria 2: Géneros descartados

Familia

Género

Razon por la que no se tomo en cuenta

Flavobacteraceae

Flavobacterium

Son bacterias aerobias, quimioorganotrofas que son comunes en ambientes de agua dulce y ambientes marinos (McBride
2014). Si bien muestra una correlacion negativa con las abundancias de las diatomeas (Tabla 3, figuras suplementarias 4 y

8), seria muy complicado trabajar con estas bacterias a nivel de género.

Muricauda Es un género marino que tiene algunas especies como Muricauda ruestringensis que pueden vivir en condiciones anoxicas
mientras que otras no (Bowman 2006). Este género no muestra ninguna correlacién con abundancia relativa a la de las
diatomeas planctonicas que prefieren ambientes de agua dulce (Tabla 3, figuras suplementarias 4 y 8)

Gillisia Bacterias halofilas aerobias (Bowman 2006), que muestran una correlacion ligeramente positiva con las diatomeas (Tabla

3, figuras suplementarias 4 y 8)

Tenacibaculum

Bacterias marinas aerobias (McBride), que muestran una correlacion positiva con las diatomeas (Tabla 3, figuras

suplementarias 4 y 8)

Rhodobacteraceae

Rubellimicrobium

Habitan aguas termales y ambientes marinos, aerobias estrictas, pero algunas especies no tolerantes al NaCl (Pujalte et al.
2014). Muestran una correlacion positiva con las diatomeas dulceacuicolas, por lo cual se puede especular que el DNA
encontrado es de bacterias que prefieren ambientes dulceacuicolas 0 poco salinos (Tabla 3, figuras suplementarias 5 y 8)

Phaeobacter

Se compone de bacterias quimioheterdtrofas aerobias obligadas, que habitan en ambientes marinos y se encuentran en la
superficie (Pujalte et al. 2014).

Muestran una correlacion positiva con las diatomeas dulceacuicolas (Tabla 3, figuras suplementarias 5y 9).

Chlorobiaceae

Chloroherpeton

Son bacterias verdes anoxigénicas de azufre que son fotolitoautotrofas y crecen bajo condiciones anoxicas en ambientes con
acceso a luz y azufre reducido, son estrictamente anaerobias y fototrofas obligadas y se encuentran en ambientes de agua

estancada, ambientes marinos y agua dulce, también habitan sedimentos marinos (Imhoff 2014). La correlacion de Kendall
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sugiere que hay una correlacion positiva, pero esto puede que no sea correcto, por la ausencia en varios sedimentos (Tabla
3, figuras suplementarias 7 y 9).

Chromatiaceae

Nitrosococcus

Este género pertenece a la familia Chromatiaceae que se caracteriza por ser fototrofa y que puede crecer bajo condiciones
andxicas (Imhoff 2014), pero no existe informacion sobre las caracteristicas del género (Tabla 3, figuras suplementarias 6 y
9).

Chromatium

Viven en ambientes de agua dulce sin requerimientos de sal, aunque algunas especies pueden soportar algunas
concentraciones de sal bajas (Imhoff 2014). Tienen abundancias relativamente altas en los sedimentos de lagunas salinas,
incluso en algunos casos mas altas que en Chua.

Este género puede vivir en condiciones anoxigénicas en presencia o ausencia de luz por lo cual es complicado identificar si
es sedaDNA el que se observa en algunas muestras de sedimento. Se encuentra tanto en ambientes marinos como en
ambientes de agua dulce (Imhoff 2014) (Tabla 3, figuras suplementarias 6 y 9).

Allochromatium

Son dulceacuicolas y no necesitan sal para vivir, aunque algunas especies pueden soportar algunas concentraciones de sal
bajas (Imhoff 2014). Puede vivir en ambientes anoxigénicos por lo cual el DNA puede ser de bacterias activas (Imhoff 2014)
(Tabla 3, figuras suplementarias 6 y 9).

Thiocystis

Tienen membranas fotosintéticas que crecen en condiciones anoxicas y pueden ser fotolitoautdtrofas, quimioautotrofas o
mixotrofas bajo condiciones microoxigénicas (Imhoff, Suling & Petri 1998). Se encuentran tanto en ambientes marinos
como en ambientes de agua dulce (Imhoff 2014). Muestran una correlacion positiva con las diatomeas dulceacuicolas (Tabla

3, figuras suplementarias 7 y 10).

Actinopolysporaceae

Actinopolyspora

Bacterias aerobias formadoras de esporas, quimioorgandétrofas y halofilas que habitan ambientes hipersalinos (Goodfellow
& Trujillo 2015). Muestran una correlacion positiva con las diatomeas dulceacuicolas (Tabla 3, figuras suplementarias 6 y
10)

Oceanospirillaceae

Marinomonas

Bacterias aerobias halofilas (Satomi & Fujii 2014). Muestran una correlacion positiva con las diatomeas dulceacuicolas

(Tabla 3, figuras suplementarias 5 y 10)

Halomonadaceae

Kushneria

Bacterias estrictamente aerobias, moderadamente halofilas que crecen en un rango de NaCl de 0,5 a 12% (p/v) (de la Haba

2014). Muestran una correlacion positiva con las diatomeas dulceacuicolas (Tabla 3, figuras suplementarias 5 y 10)

Hyphomicrobiaceae

Pedomicrobium

Bacterias quimioheterotrofas, quimilitoautdtrofas, fotoheterotrofofas y la mayoria prefiere un estilo de vida aerobia, aunque
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algunas pueden crecer en ambientes sin oxigeno; Se encuentran en ambientes de agua dulce y ambientes salinos e
hipersalinos (Oren & Xu 2014). Presentan una correlacion ligeramente positiva con las diatomeas dulceacuicolas (Tabla 3
y figuras suplementarias 6 y 11)

Veillonellaceae Veillonella Bacterias anaerobias 0 microaerofilicas (Marchandin & Jumas 2014). Pese a que presentan una correlacion positiva con las
diatomeas (Tabla 3, figuras suplementarias 7 y 11) no pueden ser utilizadas como posible bioindicador porque el DNA

encontrado probablemente sea de células activas.

Campylobacteraceae | Campylobacter Bacterias patogénicas, comensales y de vida libre encontradas en aguas superficiales, subterraneas, tractos intestinales,
urogenitales y cavidades orales de diversos animales, pueden ser microaerobias, anaerobias y aerobias (Lastovica, On &
Zhang 2014). Presenta una correlacion negativa pero se descarta el género porque el DNA estudiado puede pertenecer a

células activas (Tabla 3, figuras suplementarias 5y 11).
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Generos i\#

CH-AZ-190
CH-A2-136
CH-AZ-90
CH-AZ-70
CH-AZ-65
CH-A2-60
CH-AZ-46
CH-AZ-40
CH-AZ-34
CH-A2-24
CH-AZ-21
CH-AZ-18
CH-AZ-17
CH-A2-15
CH-AZ-13
CH-Az-
CH-AZ-9
CH-A2-8
CH-AZ-6
CH-A25
LBOH-19
LBOH-17

LBOI7
LBOF-2
LBOZ-1§
LBO2-13
LBD2-9
LBDZ-5
LBO2-1 [
LCol-H ]

LCOl-2

amarillo una media y la verde una baja.

Figura suplementaria 1. Mapa de calor mostrando la abundancia relativa de los géneros de bacterias en los sedimentos. El rojo representa una abundancia alta, el

39



Halomonadaceae Campylobacteraceae Oceanospirillaceae Hyphomicrobiaceae
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Figura suplementaria 2. Abundancia relativa de las familias Halomonadaceae, Campylobacteraceae, Oceanospirillaceae e Hyphomicrobiaceae en las muestras de

sedimentos de la Laguna Colorada (rojo), Laguna Blanca (amarillo) y Chua (azul). Las primeras letras del codigo indican el cuerpo de agua seguido el lugar

especifico y los numeros indican la profundidad del sedimento (CH- Chua; LB- Laguna Blanca; LCO- Laguna Colorada).
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ActinopolysporaceaeChromatiaceae Veillonellaceae Chlorobiaceae
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Figura suplementaria 3. Abundancia relativa de las familias Actinopolysporaceae, Chromatiaceae, Veillonellaceae y Chlorobiaceae en las muestras de sedimentos
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de la Laguna Colorada (rojo), Laguna Blanca (amarillo) y Chua (azul). Las primeras letras del codigo indican el cuerpo de agua seguido el lugar especifico y los

nameros indican la profundidad del sedimento (CH- Chua; LB- Laguna Blanca; LCO- Laguna Colorada).
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Flavobacterium Muricauda Gilllisa Tenacibaculum
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Figura suplementaria 4. Abundancia relativa de los géneros: Flavobacterium, Muricauda, Gillisia y Tenacibaculum en las muestras de sedimentos de la Laguna
Colorada (rojo), Laguna Blanca (amarillo) y Chua (azul). Las primeras letras del codigo indican el cuerpo de agua seguido el lugar especifico y los numeros indican
la profundidad del sedimento (CH- Chua; LB- Laguna Blanca; LCO- Laguna Colorada).
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Phaeobacter Rubelhm/cnbtum Campylobacter Kushneria  Marinomonas
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Figura suplementaria 5. Abundancia relativa de los géneros: Phaeobacter, Rubellimicrobium, Campylobacter, Kushneria y Marinomonas en las muestras de
sedimentos de la Laguna Colorada (rojo), Laguna Blanca (amarillo) y Chua (azul). Las primeras letras del codigo indican el cuerpo de agua seguido el lugar

especifico y l0os nimeros indican la profundidad del sedimento (CH- Chua; LB- Laguna Blanca; LCO- Laguna Colorada).
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Nitrosococcus Actinopolyspora Pedomicrobium Chromatium
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Figura suplementaria 6. Abundancia relativa de los géneros Nitrosococcus, Actinopolyspora, Pedomicrobium y Chromatium en las muestras de sedimentos de la
Laguna Colorada (rojo), Laguna Blanca (amarillo) y Chua (azul). Las primeras letras del cddigo indican el cuerpo de agua seguido el lugar especifico y los nimeros

indican la profundidad del sedimento (CH- Chua; LB- Laguna Blanca; LCO- Laguna Colorada).
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Thiocystis ~ Allochromatium  Veillonella Chloroherpeton
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Figura suplementaria 7. Abundancia relativa los géneros Thiocystis, Allochromatium, Veillonella y Chloroherpeton, respectivamente en las muestras de sedimentos
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de la Laguna Colorada (rojo), Laguna Blanca (amarillo) y Chua (azul). Las primeras letras del co6digo indican el cuerpo de agua seguido el lugar especifico y los

numeros indican la profundidad del sedimento (CH- Chua; LB- Laguna Blanca; LCO- Laguna Colorada).
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ABUNDANCIA RELATIVA DE BACTERIAS %
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Diatomeas planctonicas vs Datacion AP de Weide et al. 2017
Géneros de bacterias vs Datacion AP de Weide et al. 2017
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Figura Suplementaria 8. Comparacion de crecimiento entre diatomeas planctonicas del estudio de Weide et al. (2017) con los géneros Flavobacterium, Muricauda,

Gillisia, Tenacibaculum y Rubellimicrobium con la datacion de Weide et al. (2017) en afios AP como normalizador.
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ABUNDANCIA RELATIVA DE BACTERIAS %

Phaeobacter Chloroherpeton Nitrosococcus Chromatium Allochromatium
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ABUNDANCIA RELATIVA DE DIATOMEAS %
Figura suplementaria 9. Comparacion de crecimiento entre diatomeas planctonicas del estudio de Weide et al. (2017) con los géneros Phaeobacter,

Chloroherpeton, Nitrosococcus, Chromatium y Allochromatium con la datacion de Weide et al. (2017) en ailos AP como normalizador.
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ABUNDANCIA RELATIVA DE BACTERIAS %

Thiocystis Actinopolyspora Marinomonas Kushneria
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Figura suplementaria 10. Comparacion de crecimiento entre diatomeas planctonicas del estudio de Weide et al. (2017) con los géneros Thiocystis, Actinopolyspora,
Marinomonas, y Kushneria con la datacién de Weide et al. (2017) en afios AP como hormalizador.
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ABUNDANCIA RELATIVA DE BACTERIAS %

Pedomicrobium Veillonella Campylobacter
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Diatomeas plancténicas vs Datacion AP de Weide et al. 2017
Pedomicrobium vs Datacién AP de Weide et al. 2017

Figura suplementaria 11. Comparacion de crecimiento entre diatomeas planctonicas del estudio de Weide et al. (2017) con los géneros Pedomicrobium, Veillonella,

y Campylobacter con la datacion de Weide et al. (2017) en afios AP como normalizador.
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ATP (RLU)
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Figura suplementaria 12. Consumo de ATP a lo largo de las muestras de sedimento de Chua.
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