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Resumen

Este trabajo es pionero en la investigacion geomicrobioldgica en Colombiay abre camino a futuras
investigaciones en las que se puedan abordar fenémenos geoldgicos y microbioldgicos desde una
vision integral utilizando maultiples ramas de conocimiento. Las comunidades microbianas
endoliticas han sido reportadas en zonas aridas e hiperaridas alrededor del mundo y han sido
encontradas en diversas litologias que aprovechan como microhabitat y cuyos elementos quimicos
posiblemente actian como fuente nutricional. Esta tesis reune informacién geoldgica vy
microbiolOgica para detectar la relacion entre comunidades microbianas endoliticas nativas y tres
minerales formadores de roca (calcita, feldespato alcalino y cuarzo) en Colombia en dos zonas de
estudio: Villa de Leyva, Boyacd y Pescadero, Aratoca (Santander). Para este proposito se
realizaron ensayos que ayudaron a determinar las caracteristicas geoquimicas de los minerales
(Fluorescencia de Rayos X, Microscopia Electrénica de Barrido, Petrografia) y procedimientos
microbioldgicos (Aislamiento en Medios de Cultivo, Descripcion Macro y Microscopica, Tincion
de Gram y Perfil Fisicoquimico) para caracterizar los morfotipos de microorganismos endoliticos
nativos. También se compild informacion climatologica en las areas de estudio. Finalmente, por
medio de un Analisis de Correspondencias Multiples se analizé la informacion recopilada. Dentro
de los hallazgos recogidos en este estudio se encontré no solamente la presencia de bacterias y
levaduras dentro de tres mineralogias sino también que dichas comunidades microbianas
endoliticas cultivables utilizan Ca, C, Si, Al y K como macronutrientes y pequefias trazas de otros
elementos para su crecimiento. La informacién y metodologia aqui reunidas sirven para proponer
biomarcadores en Astrobiologia y para plantear enfoques en Geomicrobiologia, donde se estudie

como, los factores climéticos determinan la aparicion de los microorganismos endoliticos.



Palabras clave: Astrobiologia, Comunidades microbianas endoliticas, Ecologia Microbiana,

Geomicrobiologia, Minerales formadores de rocas.



Abstract

This is a pioneer work in geomicrobiological research in Colombia and open new paths to future
investigations where some geological and microbiological phenomena could be studied with a very
new integral vision using multiple branches of knowledge. Endolithic microbial communities have
been reported in arid and hyperarid zones around the world. Also, different lithologies have been
found to be used by bacteria as a microhabitat whose chemical elements may act as nutritional
source. This paper gathers geological and microbiological information to determine the affinity
between native endolithic microbial communities and three rock- forming minerals (calcite, K
feldespar and quartz) in two zones of study located in Colombia: Villa de Leyva Boyaca and
Pescadero, Aratoca (Santander). For this purpose, X Ray Fluorescence; Scan Electronic
Microscopy and Petrography were carried out to determine the geochemical characteristics of the
minerals. Also, microbiological procedures (Culture techniques, Gram stain and Physicochemical
Profile) were performed to characterize the morphotypes of native endolithic microorganisms.
Next to that, climatological data were also collected for the zones under study. Finally, for
statistical analysis the method of Multiple Correspondence Analysis was used to analyze the
collected information. Within the findings collected in this study we found not only the presence
of bacteria and yeast within the three mineralogies but also that mentioned endolithic culturable
microbial communities harness Ca, C, Si, Al y K as macronutrients and small traces of other
elements for their growth. The data and methodology collected here is useful for suggesting
biosignatures in Astrobiology and set out approaches to Geomicrobiology, where studies about

how climate factors determine microbial endolithic colonization were made.



keywords:  Astrobiology, Endolithic ~ microbial communities, Microbial ecology,

Geomicrobiology, Rock- forming minerals, biosignatures.
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1 Introduccién

La Geologia y la Biologia son dos ciencias naturales que, si bien poseen principios y
estructuras claramente independientes, en su desarrollo histérico y aplicacién han generado
robustas y productivas ramas mixtas de conocimiento, entre las que se encuentran la Paleontologia,
la Bioestratigrafia, la Geomicrobiologia y la Astrobiologia (Ehrlich, 1998; Hurst, 2016; Gargaud,
Martin & Claeys, 2007 y Noffke, 2010). El desafio que se presenta para los cientificos al abordar
estos campos de conocimiento requiere competencias en ambas ciencias, por lo tanto, sus avances,
especialmente los recientes, estdn cada vez méas ligados a visiones integrales donde el trabajo

cientifico grupal es un denominador comdn (Ehrlich, 1998; Gargaud, 2007 y Noffke, 2010).

Los campos de estudio que abordan conocimientos geobioldgicos como Bioestratigrafia,
Geologia Historica, Geomicrobiologia y Paleontologia revelan evidencia sélida de que el origen y
evolucion de la vida y su dinamica en la Tierra ha estado estrechamente ligada a la evolucion
geolodgica (Hurst, 2016; Dietrich, Tice, & Newman, 2006 y Russell, Hall, & Martin, 2010). Bajo
esta vision, el estudio de la dindmica entre la bidsfera y la litdsfera adquiere un valor preponderante
en el trabajo interdisciplinar entre biélogos y gedlogos. Comprender el rol de la gran biomasa de
microorganismos en la historia geoldgica de la Tierra y en los procesos actuales de la biosfera 'y
litdsfera, ha permitido estudiar fendmenos geoldgicos que tradicionalmente han sido considerados
exclusivamente como resultado de condiciones abidticas. Este es el caso de espeleotemas en las
cavernas carsticas (Blyth & Frisia, 2008), los travertinos comunmente asociados a fuentes hidricas
(Pentecost, Bayari, & Yesertener, 1997), la erosién de las rocas (Brehm, Gorbushina, &

Mottershead, 2005; Rogers & Bennett, 2004), la precipitacion de minerales por parte de las
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comunidades bacterianas epiliticas (Konhauser et al., 1993), ldminas de materia organica en rocas
sedimentarias (Osorio & Sanchez, 2017) e incluso los estromatolitos (Grotzinger & Rothman,

1996).

Por lo anterior, es de gran importancia identificar los patrones de distribucién de bacterias
en determinados tipos de rocas o minerales. De forma adicional, las relaciones fundamentales que
podrian dirigir la emergencia de ciertos tipos de poblaciones microbioldgicas en particulares
grupos de minerales, contribuyen al entendimiento de los procesos basicos de la adaptacion de
poblaciones microbianas a microhabitats influenciados por el substrato mineral (Carson,
Campbell, Rooney, Clipson, & Gleeson, 2009; Gleeson et al., 2005; Konhauser et al., 1993 y

Omelon, 2016).

El presente trabajo retoma el estudio realizado por Corzo (2015), en el cual mediante
técnicas de cultivo tradicionales en microbiologia se obtuvieron aislamientos bacterianos epiliticos
de tres rocas (biomicrita, cuarzoarenita y limolita) de la Formacion Churuvita en Villa de Leyva,
Boyaca (Colombia). En dicho trabajo se llevaron a cabo ensayos geologicos (fluorescencia de
rayos X y petrografia) en las tres litologias para conocer los elementos quimicos que posiblemente
actuan como fuente nutricional para las bacterias. Sin embargo, como resultado de la fluorescencia
de rayos X, se encontr6 una gran abundancia de potenciales nutrientes para las comunidades
bacterianas tales como Na2O, MgO, Al;O3, SiO2, P20s, S, K20, CaCOs, TiO2, MnO, Fe 03, Zny
Sr. Estos elementos quimicos estan presentes en las tres litologias en distintas proporciones, lo que

no permitio establecer una relacion clara entre los elementos quimicos y los morfotipos obtenidos
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a partir de la superficie de las rocas. En el presente estudio se evalué la presencia de
microorganismos cultivables endoliticos en tres muestras de minerales formadores de roca que les
sirve como fuente nutricional. Cabe anotar que existe la posibilidad de que los minerales al tener
menor variedad de elementos quimicos dentro de su estructura cristalina puedan limitar los

nutrientes necesarios para el desarrollo microbiano en dichas muestras.

Por su parte, los microorganismos asociados a un sustrato litico son comunmente
conocidos como litobionticos?, los cuales se definen como aquellos organismos capaces de adquirir
los recursos necesarios para su crecimiento Unicamente dentro o bajo las superficies rocosas
(Omelon, 2016). Estos microorganismos se dividen en epiliticos (“Epi” =sobre; “litico” =roca) y
endoliticos (“Endo” =dentro; “litico” =roca) (Goublic , Friedmann, & Schneider , 1981). En
particular el presente estudio esta enfocado en los microorganismos endoliticos, los cuales se
subdividen de acuerdo con el espacio vacio que ocupan dentro de la roca o mineral. Asi, los
microorganismos endoliticos pueden agruparse en los intersticios de grietas y fisuras
(chasmoendoliticos) o en los espacios porosos entre los granos minerales (criptoendoliticos). Otros
habitats litobidnticos incluyen las superficies ventrales de rocas translucidas u opacas (hipoliticos),
dentro de la parte inferior de rocas translucidas (hipoendoliticos), o dentro de la porosidad en rocas
creadas por medio de perforacion activa por microorganismos dentro del substrato (euendoliticos)

(Omelon, 2016).

El hecho de comprometer comunidades microbianas endoliticas a una roca o mineral

puede ayudar a proponer dichas sustancias inorganicas como microhabitat y como biomarcador en

L El termino litobidntico es utilizado de acuerdo con Golubic et al. (1981) como una denominacién general para
microorganismos que viven sobre o dentro de las rocas y que ocupan nichos variados.
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una superficie planetaria extraterrestre. Con el fin de profundizar en el conocimiento relacionado
con el papel que juegan los minerales en cuanto a su potencial de hospedar y proveer fuentes
nutricionales a las comunidades microbianas y en particular bacterianas endoliticas, este trabajo
aporta evidencias que sugieren una estrecha relacion entre los minerales y comunidades
microbianas endoliticas nativas en términos de microhabitat y fuente nutricional. Finalmente, su
impacto en el ambito planetario para futuros estudios puede enmarcarse en la importancia que
dicha informacion genera en el &mbito de biomarcadores que ayuden a identificar trazas de vida

en el pasado o presente de cuerpos rocosos de nuestro sistema solar.

1.1 Pregunta de investigacion

Teniendo en cuenta los reportes de comunidades endoliticas en diversos biomas y
diversos tipos de litologias y minerales (Bell , Athey , & Sommerfeld , 1986; Casamatta , Verb ,
Beaver , & Vis, 2002;Ferris & Lowson , 1997), en el presente estudio se plantea resolver como
pregunta: ¢Qué relaciones existen entre los tipos de minerales que sirven de microhabitat y fuente

nutricional a las comunidades bacterianas endoliticas cultivables?

1.2 Justificacién

Los estudios en Microbiologia aplicados a Geociencias en Colombia se han orientado
principalmente en el desarrollo de biotecnologias con énfasis en procesos ambientales como
biorremediacion en las industrias del petréleo (Marifio, 2009) y la mineria (Reyes, Vergara, Torres,
Diaz, & Gonzalez, 2016). Sin embargo, la investigacion en Geomicrobiologia, y mas adn en el
campo de las Ciencias Planetarias y la Astrobiologia, es poca, con lo cual se identifica un alto

potencial para futuros proyectos de investigacion en nuestro pais (Corzo, 2015).
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Puntualmente, en el caso de los nichos litobidnticos, es necesaria una caracterizacion
precisa de los componentes bioldgicos y minerales del microhabitat para poder comprender la
complejidad bioldgica de microecosistemas tanto epiliticos como endoliticos (Ascaso C. , 2002).
La Ecologia Microbiana de los sustratos liticos tiene importantes campos de aplicacion en
disciplinas tan diferentes como la Astrobiologia (Cockell et al., 2009%, Cockell et al., 2010;
Cockell & Stokes , 2004) o en el estudio del biodeterioro del Patrimonio Histérico Monumental
(Acaso, 2002; McNamara, Perry, Bearce, Hernandez - Duque, & Mltchell, 2005; Perry, Bearce,

Hernandez - Duque, & Mitchell, 2005).

Dentro del campo de la Astrobiologia estdn comprendidos los estudios dirigidos a la
busqueda de vida en Marte y otros cuerpos rocosos del sistema solar. Los objetos de estudio
disponibles son meteoritos recolectados en diferentes lugares de la Tierra, cuya proveniencia esta
asociada a cuerpos parentales tales como asteroides, cometas, lunas y planetas rocosos (Ascaso C.

, 2002).

Existe la posibilidad de que alguna vez haya existido vida microbiana fuera de la Tierra,
por ello, es importante recordar que las futuras misiones espaciales en la segunda parte del siglo
XXI posiblemente se enfoquen en un viaje con retorno desde Marte que proporcione el material
necesario para investigar si alguna vez el planeta rojo albergé o alberga vida (Ascaso C. , 2002).
Este tipo de misiones facilitaran un ambiente de trabajo en donde sea posible aplicar toda la
metodologia que se haya estandarizado y toda la experiencia que se haya adquirido en Ecologia
Microbiana de sustratos liticos terrestres (Ascaso C. , 2002), puesto que la formacién y
preservacion de fésiles microbianos y de biomarcadores tiene un destacado interés en la actualidad

en el contexto de estudios en Astrobiologia y en la busqueda de evidencia de vida en otros planetas
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(Noffke, 2010). En ese sentido es importante avanzar en este campo de investigacion en el pais,

de manera que exista la posibilidad de realizar proyectos en el futuro enfocados en Astrobiologia.

Por otra parte, muchos fendmenos geoldgicos que han moldeado y modelan actualmente
la litosfera se han considerado tradicionalmente producto exclusivo de procesos abioticos. A pesar
de ello, una investigacion mas exhaustiva de la literatura en temas relacionados con
Geomicrobiologia, revela que algunos de estos procesos geoldgicos deberian ser evaluados con
una vision mas integral para identificar con mayor rigor su origen y el verdadero aporte de la
actividad asociada con los microorganismos (Blyth, 2008; Brehm, 2005; Grotzinger 1996;
Konhauser, 1993; Omelon , Pollard , & Ferris , 2006%; Osorio, 2017; Pentecost, 1997). Este es el
caso de espeleotemeas en las cavernas carsticas (Blyth, 2008), los travertinos cominmente
asociados a fuentes hidricas (Pentecost,1997), la erosion de las rocas (Brehm, 2005), la
precipitacion de minerales por parte de las comunidades bacterianas epiliticas (Konhauser, 1993),
laminas de materia organica en rocas sedimentarias (Osorio, 2017) e incluso los estromatolitos
(Grotzinger, 1996). Trabajos como el de Omelon (2016) dan nuevas perspectivas sobre este topico.
Por ejemplo, la actividad metabodlica de los microorganismos endoliticos y litobiénticos puede
alterar el ambiente geoquimico local por medio de interacciones microorganismo-mineral, las
cuales pueden ser destructivas o constructivas dependiendo de la naturaleza de un particular
mecanismo o sustrato (Omelon, 2016). Mientras los mecanismos destructivos, tales como
lixiviacion y la solubilizacién mineral, pueden conducir a una meteorizacion acelerada del habitat
endolitico, los procesos constructivos de costras o biopeliculas pueden proveer mayor proteccion

del estrés (Omelon, 2016). Por lo tanto, es menester reconsiderar muchos fendmenos no solo como
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algo netamente abiotico sino también incluir el papel que tienen los microorganismos y entender

coémo su bioguimica afecta la formacion, erosién y transformacion de los cuerpos rocosos.

La presente investigacion aporta conocimiento a la Geomicrobiolgia, particularmente a la
identificacion de las correlaciones basicas que tienen las rocas, en este caso algunos tipos de
minerales recolectados en los municipios de Villa de Leyva y Aratoca en cercanias a Pescadero,
Colombia (Figura 1-1), y las posibilidades que ofrecen de ser anfitriones para el desarrollo de

asociaciones de microorganismos endoliticos cultivables.

Figura 1-1. Izquierda, esquema de Colombia con zonas de muestreo donde se recolectaron las muestras de minerales, escala
1:8.000.000. Derecha superior, departamento de Santander y zona de muestreo de feldespato alcalino y cuarzo, escala
1:4.000.000. Derecha inferior, departamento de Boyacd y zona de muestreo del travertino, escala 1:4.000.000.
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Este trabajo es pionero en la investigacion geomicrobioldgica en Colombia, ya que ésta
es una rama diferente en la que se ha ahondado poco, 0 nada en el pais, pues esta enfocado en el
entendimiento de la diversidad de bacterias endoliticas asociadas con minerales formadores de
rocas. Ademas, tiene un potencial enorme de aplicaciones tanto en los procesos geoldgicos
mencionados anteriormente como en biorremediacion en la industria de hidrocarburos, agricultura

y, N0 menos importante, con una futura aplicacion al campo de la Astrobiologia.

1.3 Obijetivo general

Detectar presencia o0 ausencia de microorganismos cultivables (endoliticos) en términos de
diversidad en tres minerales formadores de rocas que posiblemente actian como microhabitat y

fuente nutricional.

1.4 Objetivos especificos
- Determinar las potenciales asociaciones directas o indirectas entre los grupos de tres

minerales (cuarzo, feldespato, calcita) y la presencia de bacterias endoliticas cultivables.

« Asociar los hallazgos de las comunidades bacterianas endoliticas con algunos parametros
ambientales (temperatura y pluviosidad) originales de los lugares donde se recolectaron las

muestras de minerales.

« Profundizar en el conocimiento geomicrobioldgico de las bacterias endoliticas y su

potencial para otros dominios de conocimiento, entre ellos la Astrobiologia.
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2 Marco teorico

2.1 Condiciones climaticas de Villa de Leyvay Pescadero.

Esta investigacion tuvo en cuenta las condiciones de temperatura y pluviosidad de las
zonas de recoleccidn, puesto que son factores clave para el crecimiento de los microorganismos
en general y en particular de las bacterias endoliticas. Asi, la recopilacion de la informacion
climatoldgica puede ayudar al entendimiento de la presencia de las bacterias endoliticas en los

biomas estudiados.

El municipio de Villa de Leyva y corregimiento de Pescadero (Figura 1-1), se encuentran
en la cordillera oriental en los Andes colombianos, ambas zonas fueron seleccionadas por el hecho
de que son semi-desérticas y en el caso de Villa de Leyva con cambios extremos de temperatura.
Las dos areas cuentan con un régimen bajo de pluviosidad anual, lo que resulta también en el
desarrollo de una minima cobertura vegetal que a su vez limita la formacion de suelos (Albesiano,
Rangel, & Cadena, 2003; Fischer & Ludders, 2002). Es importante resaltar que la cobertura vegetal
y su nexo con el suelo podrian limitar o condicionar la aparicion de comunidades microbianas
endoliticas (Carson, 2009; Omelon, 2016). Por otra parte, de acuerdo con Bell (1986); Casamatta
(2002); Ferris (1997) y Wierzchos, De los Rios, & Ascaso, (2012); la radiacion y la luminosidad
son factores importantes que limitan la colonizacion de comunidades microbianas epiliticas y, en
su lugar aparecen comunidades microbianas endoliticas que utilizan el sustrato litico o, en este

caso mineral para protegerse de la radiacion solar. Teniendo en cuenta lo anterior, fue de caracter
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Optimo haber seleccionado estos municipios puesto que ademas de tener baja cobertura vegetal,
minima formacion de suelo y baja nubosidad, estan cercanos al ecuador, donde la radiacion solar
por unidad de area es de las mas intensas del planeta, lo que resulta en un nivel de estrés mayor
para las comunidades endoliticas que alli puedan desarrollarse. En adicion, a medida que aumenta
la altitud, también aumenta la radiacién solar, segin Vareshi (1980) de los 300 msnm a los 3000
msnm la radiacion solar aumenta en un 20%, Yy, a su vez, la temperatura disminuye. EI aumento en
la radiacion UV en los sitios altos se debe al espacio mas corto de atmosfera que esta debe atravesar
(\Vareshi, 1980). Esto contrasta con otros lugares desérticos estudiados anteriormente en el area
de la Geomicrobiologia donde las condiciones de aridez y radiacion solar son extremadamente
altos (Vitek, Ascaso, Artieda, & Wierzchos, 2016). Por lo tanto, este trabajo aporta nueva
informacion a los reportes sobre bacterias endoliticas en regiones climéticas previamente no
exploradas, ya que, a pesar de no ser zonas extremadamente aridas, si poseen baja humedad,
elevada radiacion solar y mayor precipitacion y régimen de lluvias, en contraste con los desiertos

donde se han reportado previamente las comunidades endoliticas.

Los autores Bell (1986); Casamatta (2002) y Ferris (1997) mencionan que ha habido
reportes de microorganismos endoliticos en regiones estacionarias donde los extremos climaticos
limitan la colonizacién de bacterias epiliticas. Sin embargo, los microorganismos endoliticos y
otros microorganismos litobidnticos son mas comunes en los vastos y aridos climas desérticos que
forman parte de los més grandes biomas? terrestres en el planeta. Estas regiones son identificadas

por sus bajas tasas de precipitacion en relacién con una potencial evaporacion (normalmente < 1),

2 Bioma: Grupo de ecosistemas con clima y comunidades similares (Niitzel, 2017).
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lo que implica que la precipitacion no es suficiente para suplir la tasa de evaporacién. Los
organismos litobionticos han sido estudiados en desiertos calientes incluyendo los desiertos de
Monjave y Sonora (E.U.), Atacama (Chile), Gobi (China, Mongolia), Negev (Israel), Namib
(Namibia Angola), la cuenca de Al-Jafr (Jordania) y la Depresién Turpan (China), asi como
desiertos polares en los valles secos del Artico y el Antartico (Bell, 1993; Bungartz , Garvie , &
Nash , 2004; Cockell & Stokes , 2004; Cowan , Khan , Pointing , & Cary , 2010; Dong , Rech ,
Jiang, Sun, & Buck , 2007; Friedman , 1980; Friedmann , McKay , & Nienow , 1987; Hughes &
Lawley, 2003; Lacap , Warren-Rhodes , McKay , & Pointing, 2011; McKay et al., 2003; Omelon,
2006?; Schlesinger et al., 2003; Smith, Bowman , Scott , & Line, 2000; Stomeo et al., 2013;
Warren-Rhodes et al. 2007a). También han sido documentados en grandes altitudes en regiones
montafiosas del mundo, incluyendo Europa y Asia (Hoppert , Flies, Pohl , Glinzel , & Schneider

, 2004; Sigler , Bachofen , & Zeyer , 2003; Walker & Pace , 20072, Wong et al., 2010Db)

Villa de Leyva, Boyaca:
El municipio de Villa de Leyva se encuentra a alturas entre 2150msnm y 2300 msnm, la
temperatura promedio es de 17.4 °C, la precipitacion anual es de 837 mm, la humedad relativa de

66.6%, presion atmosférica de 776 mb y radiacion UV de 1294 mW/m? (Fischer & Liidders, 2002).

El clima en Villa de Leyva es arido y seco, la temperatura varia mucho entre los dias
rondando los 17.9°C, llegando a alcanzar 30°C (Ocal, Cramer, & Siegesmund, 2007). Durante el
invierno puede descender a temperaturas minimas inferiores a - 5°C, y en verano superiores a 40°C

(Ocal, 2007).
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En cuanto a pluviosidad Ocal (2007) realiza una descripcion detallada: “La variabilidad
de precipitaciones es muy grande, con un promedio anual de 700 mm-1000 mm, aunque
globalmente el clima pueda calificarse de semiarido. Las lluvias se concentran principalmente en

primavera y en otofio, con valores minimos en verano. Los dias de escarcha tienen su maximo en

20
|

enero”. (p.3)
Figura 2-1. Grdfica con la precipitacion mensual multianual en Villa de Leyva.
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La gréafica en la Figura 2-1 se realiz6 con datos tomados de la estacion pluviométrica de

Villa de Leyva [24010160] y tratados con (R Core Team, 2017). De acuerdo con esta grafica la
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precipitacion mensual multianual en Villa de Leyva varia entre un minimo de 20 mm en julio y un
méaximo de 140 mm en noviembre. EI promedio anual de precipitaciones es de 885 mm, lo cual

concuerda con los datos proporcionados por (Fischer, 2002 y Ocal, 2007).

Sector Pescadero, Aratoca (Santander):

El cafidn del Chicamocha se encuentra a una altura entre 500 msnm y 1170 msnm, la
temperatura promedio anual es de 25.4 °C, el monto anual de lluvias es 730.7mm, el sustrato
rocoso tiene una inclinacion mayor a 20° lo que resulta en una baja retencion de agua (Albesiano,
2003). La evapotranspiracion varia entre 16.4mm/mes-22.2mm/mes (Angel & Ramirez, 2015). La
ladera en donde se recolectaron las muestras de cuarzo y feldespato alcalino tiene las tipicas
pendientes empinadas que hay en el cafién, por lo tanto, con suelos poco evolucionados, bajo
contenido de materia organica, tasa de erosion igual o mayor a la formacion de suelo y donde son

frecuentes los procesos de lixiviacion (Albesiano, 2003).

En un trabajo de grado realizado por Angel (2015) se describe con mucha precision todos

los parametros del clima en el cafion del Chicamocha:

El clima es tipo tropical condicionado por aspectos geograficos y atmosféricos que incluyen:
precipitaciones, intensidad de radiacion solar, temperatura, sistemas de vientos, altitud y humedad
atmosférica, en concordancia presenta una temperatura uniforme la mayor parte del afio; y se
presentan dos periodos de lluvia, intercalados debido a su ubicacién en la zona de confluencia
intertropical; la precipitacion y la temperatura local se ven influenciadas por los vientos célidos y
himedos procedentes del valle del Magdalena medio. De acuerdo con el atlas climatoldgico de
Colombia del Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales — IDEAM, la
clasificacién climatica de Holdridge del area en estudio corresponde de templado muy seco a calido
seco (p.25).
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Tabla 2-1. Equivalencia de elevacion con temperatura. Recuperado de: IDEAM como se citd en (Angel, 2015)

mayor de 24
18 a 24
12a18
6a12
3aéb
1.5a3

menor a 1.5

De acuerdo con la Tabla 2-1 “La temperatura de Pescadero obedece a las condiciones de
altura, las cuales fluctian de 600 a 1800 metros, por consiguiente, de la Tabla 2-1 se deduce que

oscila en un intervalo de 18 a 26 Grados Centigrados” (Angel, 2015, p.25).

En cuanto a temperatura Albesiano (2003) incluye una descripcién con lujo de detalles

de las variaciones de temperatura en el Cafion del Chicamocha:

La temperatura media anual es 25.4°C, oscila entre 26.3°C (temperatura media maxima de marzo)
y 24.4°C (temperatura media minima de octubre). La media maxima es 35.7°C, con los mayores
valores en enero-febrero-marzo y septiembre y los minimos en octubre, noviembre y diciembre. La
media anual minima es 15.8°C con sus valores méximos en abril y mayo y los minimos en enero y
diciembre. El clima segln la clasificacion de Thornthwaite es semiérido, con poca ganancia de
agua. Entre las posibles causas de la aridez para la zona, se han mencionado el efecto de sombra de
lluvia y la topografia (el encajonamiento), que se reflejan en los valores de igualdad en los montos
de la precipitacién y la evapotranspiracion real anual (p. 75).
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Figura 2-2. Marcha anual de la precipitacion (promedio multianual 1974-1997) de Capitanejo (62 32’N-72° 41°'W),
departamento de Santander. Tomado de: (Albesiano, 2003).
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De acuerdo con la Figura 2-2 la precipitacion promedio mensual en Pescadero, Santander

es variada, con minimos en enero de 20 mm y maximos en octubre superiores a 120 mm.
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Figura 2-3. Precipitacion mensual multianual en Cepitd
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La gréafica en la Figura 2-3 se realiz6 con datos tomados de la estacion pluviométrica de
Cepité [24030300] debido a su cercania con el pueblo y a que no hay estacion pluviométrica en
Pescadero. Los datos fueron tratados con R Core Team (2017). De acuerdo con esta gréfica la
precipitacion mensual multianual en Cepita varia entre un minimo de 35 mm en diciembre y un

méaximo de 120 mm en octubre. EI promedio anual de precipitaciones es de 895 mm.
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2.2 Marco Geologico de Villa de Leyva y Pescadero
Villa de Leyva, Boyaca:

La primera region de estudio estd localizada en el departamento de Boyac, en los
alrededores de los municipios Villa de Leyva, hacia el centro y norte del departamento, Figura 2-4.
Regionalmente la zona se encuentra dominada por pliegues anticlinales y sinclinales como el
anticlinal de Arcabuco y el anticlinal de Cucaita, que involucran las formaciones del Cretacico

Rosablanca, Ritoque, Paja, Churuvita, San Gil y Conejo, entre otras.

En la zona estudiada afloran rocas desde el Jurasico superior (?) hasta el Cretacico
Superior de las cuales se utiliza la nomenclatura del Valle Medio del Magdalena para rocas

sedimentarias Cretacicas.

Etayo (Etayo-Serna, 1968a;b) llevd a cabo varios estudios estratigraficos y
bioestratigraficos para las sucesiones litologicas aflorantes entre puente Samaca y Sachica en el
departamento de Boyaca, estableciendo las relaciones faunisticas entre Colombia y las
asociaciones de amonitas europeas y suramericanas durante gran parte del Cretacico. Sus
resultados han sido Gtiles como referencias para gran parte de los estudios posteriores asociados a

la Gran Cuenca Marina del Cretécico en la parte central de Colombia.
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En la zona de Villa de Leyva se presentan los siguientes tipos de depdsitos cuaternarios:

a) Coluviales: con este término se incluyen los depositos de talud y derrubios; estan constituidos
por acumulaciones de materiales de composicion heterogénea y de tamafo variable,
predominantemente blogques angulares. Una gran parte de ellos afloran en los piedemontes de las
montafas de diversas alturas y en margenes abruptas de cafiadas y quebradas con altas a medianas

pendientes.

b) Aluviales: se ubican hacia las margenes de los drenajes principales y consisten en bloques
redondeados a subredondeados principalmente de arenitas en una matriz areno-arcillosa,

presentando una morfologia semi-plana a plana.

c) Deposito de travertinos (Qt), se encuentra representado por dos bloques dispuestos
asimetricamente en los costados de la Quebrada Tabacal. La observacion general es que este
depdsito, a modo de mesetas, descansa subhorizontalmente sobre las rocas de la Formacion Paja,
observandose un claro contraste entre material calcareo y las lodolitas infrayacentes (Patarroyo &

Moreno, 1997).

Como principal elemento estructural en la region de estudio se encuentra el Anticlinal de
Arcabuco el cual se manifiesta al este de Arcabuco y de Villa de Leyva. Basicamente se trata de
un pliegue asimétrico con cabeceo hacia el suroeste (17°) y con un plano de charnela vergiendo
hacia el sureste. El flanco occidental posee inclinaciones entre 22° y 45° NW, mientras que el

oriental posee inclinaciones entre 44° y 52° SE.
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Caracteristicas del Travertino (Qt)

Los afloramientos de travertino al sur del municipio de Villa de Leyva (Figura 2-4) se
encuentran representado por dos bloques dispuestos en los costados de la Quebrada Tabacal. Estos
cuerpos descansan discordantemente sobre la Formacion La Paja observandose claramente el
contraste entre las dos unidades. Una gran parte del yacimiento ha sido minado para uso en la
industria de los materiales de construccion (ornamental) y tiene amplia exposicion en minas de

caracter privado.

Los depositos de travertino de Villa de Leyva fueron depositados durante el Pleistoceno
en un ambiente continental (Ingeominas, 1976). Este mismo autor plantea que los depdsitos de
travertino en Colombia se encuentran asociados a fuentes calcéreas, frias o calientes, donde estos
tienden a formarse alrededor de manantiales. Al parecer su génesis suele estar asociada a la
actividad volcanica cercana sugiriendo una estrecha relacion entre la actividad hidrotermal y los
depdsitos de travertino (Vargas, 2014). Por su localizacién y distribucion es posible pensar que
estos cuerpos de travertinos estén asociados a fuentes termales, relacionadas con la actividad
volcanica en el Nedgeno y/o Cuaternario comparables a los hallazgos de rocas carbonatadas en
cercanias del Municipio de Pesca (Vargas, 2014). La petrografia valida que se trata de un material
principalmente calcareo (>90% de CaCO3) correspondiente a calizas, cuya fuente de carbonato

estaria asociada a los niveles calcareos de las formaciones Ritoque y/o Rosablanca.
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El yacimiento de travertino de Villa de Leyva fue seleccionado por la disponibilidad de
fragmentos de calcita de gran tamafio, necesarios para garantizar que los microorganismos tuvieran

Unicamente disponibilidad de un mineral y sus componentes quimicos como fuente nutricional.

La calcita es un mineral de origen sedimentario del grupo de la calcita, su formula quimica
es CaCOa. Posee un lustre vitreo, raya blanca y dureza 3. Puede ser transparente u opaca, con una
gama de colores que varia entre incoloro, grisaceo, amarillo, marron, rojo, verde, azul y negro
dependiendo de las impurezas presentes. La composicién quimica general de la calcita es C:
12,00%, Ca: 40,04%, O: 47,96% (Menéndez Valderrey, Ferndndez Martinez, Ruiz, & Rubio
Dominguez., 2004-2018). Opticamente posee una figura de interferencia uniéxica negativa y alta
birrefringencia (Universidad Nacional de Educacion a Distancia, Universidad Politécnica de

Madrid, 2000).

Puede formarse quimicamente mediante evaporacion de soluciones muy ricas en
bicarbonato calcico (caliza quimica,), o bien por la actividad de los organismos marinos que
forman sus conchas de carbonato calcico y al morir éstas se sedimentan dando lugar a las llamadas
calizas organogénicas. También puede tener un origen metamorfico (marmoles, esquistos
calcareos); en algunas raras ocasiones forman rocas igneas (carbonatitas) (Menendez Valderrey,

2004-2018).
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Figura 2-4. Mapa geoldgico generalizado de Villa de Leyva y zona de muestreo de la calcita, coordenadas: 5,6067; -73,525366.
Escala 1:50000
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El travertino es un carbonato que se forma como resultado de precipitacion quimica
alrededor de rios, arroyos, manantiales y ocasionalmente lagos. Su composicién es de calcita o
aragonito, con baja a media porosidad intercristalina. La precipitacion es resultado de la
transferencia de didxido de carbono desde o hacia una fuente de agua subterranea que conduce a
la sobresaturacion de carbonato de calcio, con nucleacion/crecimiento de cristales que ocurre en

una superficie sumergida (Vargas, 2014).

Sector Pescadero, Aratoca (Santander):

La segunda region de estudio se encuentra dentro del Macizo de Santander (Figura 2-5),
el cual esta constituido de rocas predominantemente metamorficas (con protolitos tanto
sedimentarios como igneos), las cuales son intruidas por diversos cuerpos igneos de composicion
mayoritariamente 4cida a intermedia. Sobre los bordes del Macizo de Santander y a lo largo de
“fosas” tectonicas internas, descansan espesas secuencias sedimentarias con edades Paleozoicas,
Mesozoicas, Terciarias y Cuaternarias (Evans, 1977; Mendoza et al. , 1979; Royero & Clavijo,

2001; Ward, Goldsmith, Cruz, & Jaramillo, 1973).

Las rocas mas antiguas del Macizo de Santander estan representadas por las formaciones

metamorficas:

a) Neis de Bucaramanga, de edad Precambrico, (Cordani, Cardona, Jimenez, Liu & Nutman, 2005;
Restrepo, 1995), la cual alcanzé condiciones metamdrficas de la facies anfibolita durante la

orogenia Grenviliana.
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b) Esquistos del Silgara, de edad Precambrica en cuanto a su protolito, pero de edad Ordovicica
en cuanto al metamorfismo, la cual presenta facies esquistos verdes y anfibolita baja (Castellanos

, Rios , & Takasu, 2004; Garcia & Rios, 1999; Ward et al., 1973).

c) Ortoneis, considerado de edad Devonico Inferior a Ordovicico, el cual intruye a la Formacion
Silgard y tiene una composicion granitica a tonalita y diorita (Restrepo, 1995; Royero y Clavijo,

2001).

Estos cuerpos metamorficos, son cubiertos parcialmente por secuencias sedimentarias de
edad Paleozoico Superior: Formacion Floresta y el Grupo Surata (Formaciones Diamante, Tiburéon
y Bocas). Otras secuencias de rocas sedimentarias aflorantes en sectores especificos del Macizo
de Santander corresponden a las formaciones Jordan y Giron de edad Jurdsica, y potentes
secuencias marinas de edad Cretacicas juntos con unidades de edad Terciaria-Cuaternaria,

culminan el registro sedimentario. (Clavijo y Royero, 2001; Ward et al., 1973).

Las rocas igneas relacionadas concretamente con el area de estudio (sector Pescadero),
corresponden a un granito de color rosado de grano fino a muy fino, equigranular a ligeramente
porfiritico, con fenocristales de feldespato potasico, ligeramente mas grandes que el grano medio
de la roca. Localmente este cuerpo estd cortado por diques de pegmatitas, aplitas, riolitas, y

riodacitas.
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Figura 2-5. Mapa geoldgico generalizado y zona de muestreo de feldespato alcalino y cuarzo, coordenadas: 6,816839; -
73,00564. Escala 1:50000
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Caracteristicas del Granito de Pescadero

Ingeominas (1973) describe el Granito de Pescadero de la siguiente manera:

Es un granito leucocrético rosado a naranja de grano fino, constituye un pluton alargado de forma
algo irregular, al oeste de la falla de Bucaramanga. Al oeste el granito intruye metasedimentos de
la Formacion Silgara. Esta cubierto inconformablemente por la Formacion Jordéan del Jurésico,
cuyo conglomerado basal contiene fragmentos de roca tipo Pescadero (p.35).

A lo largo de la carretera Bucaramanga-Bogota aflora una zona de contacto en la cual
numerosos diques de pegmatita y aplita penetran la formacién Silgara (Figura 2-5). Dichos diques
estdn muy bien expuestos 1,4 km al sur del puente sobre el rio Chicamocha en Pescadero

(Ingeominas, 1973).

Los diques estan compuestos principalmente de feldespato alcalino y cuarzo. El
feldespato alcalino pertenece al grupo de los feldespatos, también denominados feldespatos
potasico-sodicos, porgue suelen llevar un porcentaje significativo de sodio en su composicion. La
sanidina, ortoclasa y microclina son los mas comunes de este grupo (Universidad Nacional de

Educacidn a Distancia, 2000).

En estos diques se encontraron las mejores caracteristicas por tamafio y limpieza de los

cristales de feldespato alcalino y cuarzo para el desarrollo del presente trabajo.
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La sanidina es estable en las condiciones de temperaturas mayores a 900 °C, su formula
quimica es (K,Na)AIlSizOg Yy se caracteriza por su distribucion regular de d&tomos de Al por los
tetraedros de Si de cuatro tipos distintos. Es propia de rocas volcanicas de enfriamiento muy
rapido, tales como traquitas, riolitas y fonolitas. En muestra de mano es cominmente incolora o
transparente, la raya es blanca, tiene un lustre reluciente y su dureza esta entre 6 y 6.5 en la escala
de Mohs. Opticamente se reconoce por tener indices de refraccion bajos, inferiores a los del
Balsamo de Canada y maclas de Carlsbad. Su figura de interferencia es biaxica negativa y tiene
baja birrefringencia. (Universidad Nacional de Educacion a Distancia, 2000). En el afloramiento

no se encontraron muestras de sanidina.

La ortoclasa es estable a temperaturas inferiores a 900 °C, su férmula quimica es
KAISizOg y ocupa un lugar intermedio entre la sanidina y la microclina en lo referente a la
distribucion del Al. Es un componente principal de las rocas igneas acidas. En muestra de mano
su color varia entre incoloro, blanco, gris, rosa carne y raras veces amarillo o verde; la raya es
blanca, el lustre es vitreo y su dureza esté entre 6 y 6.5 en la escala de Mohs. Opticamente se ve
como masas espaticas muy exfoliables o en cristales monoclinicos aislados muy frecuentemente
maclados con tres tipos de maclas: Carlsbad, Baveno y Manebach. Su composicion quimica esta
distribuida asi: 6.93% de K0, 18.35% de Al.Os y 64.73% de SiO2 (Universidad Nacional de

Educacién a Distancia, 2000). En el afloramiento no se encontraron muestras de ortoclasa.

La microclina debe su nombre a dos palabras griegas que significan "pequefio” e

"inclinado”, en referencia a que su angulo de exfoliacion difiere algo de los 90°. Su férmula



40

quimica es KAISi3Og. En muestra de mano su color varia de blanco a amarillo palido, rara vez
verde gris azulado (Amazonita) o rojo; la raya es blanca, tiene lustre vitreo y su dureza esta entre
6y 6.5 en la escala de Mohs. Opticamente presenta en nicoles cruzados la macla tipo Manebach
mas que las de Baveno y Carlsbad. La microclina se caracteriza por una simetria mas baja que la
de la sanidina y la ortoclasa, debido a los cambios en su estructura cristalina, provocados por la
disposicién de todo el Al en una Unica posicion estructural. Este tipo de disposicion atdmica es
posible en el caso de un lento enfriamiento del magma, por lo tanto, es propia de rocas intrusivas
abisales (formadas a gran profundidad). Es tipico encontrar la microclina en las pegmatitas
graniticas, granitos, sienitas, aplitas y pizarras cristalinas. Su composicion quimica esta distribuida
asi: 16.93% de K0, 18.35% de Al203 y 64.73% de SiO, (Universidad Nacional de Educacién a

Distancia, 2000).

Las variedades de sanidina, ortoclasa y microclina ricas en sodio se denominan
natrosanidina, natronortoclasa y anortoclasa respectivamente (Universidad Nacional de Educacion

a Distancia, 2000).

El cuarzo pertenece al grupo de la silice su formula quimica es SiO2, posee un amplio
rango de colores que dependen de las impurezas en el mineral y que tienen diferentes
denominaciones. Dentro de las variedades macrocristalinas se encuentran: Cristal de roca
transparente; Cuarzo lechoso blanco opaco; Amatista transparente o violeta; Cuarzo rosado rosa,
rojo o rosaceo; Citrino o Falso topacio amarillo o transparente; Cuarzo ahumado gris 0 negro;

Cuarzo falso zafiro azul; Jacinto de Compostela rojo opaco. Dentro de las variedades
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criptocristalinas o calcedonias estan: Agata con bandas paralelas a los bordes de colores vistosos;
Onice con las bandas alternantes de colores claros y oscuros; Jaspe opaco de colores vistosos. Silex
opaco de colores claros y oscuros. Xilépalo, madera silicificada; Heliotropo verde con manchas
amarillas, también Ilamado Jaspe sanguineo (Universidad Nacional de Educacion a Distancia,

2000).

La raya del cuarzo es transparente, su lustre es vitreo intenso y su dureza es 7.
Opticamente posee una débil birrefringencia, una polarizacion rotatoria y su figura de interferencia
es uniadxica positiva. El cuarzo es el componente fundamental de muchos tipos de rocas,
especialmente de las rocas igneas acidas, de ahi que sea tan frecuente y abundante, pero también

en rocas sedimentarias y metamorficas por ser al mismo tiempo muy resistente.

2.3 Marco geomicrobiologico

Un amplio espectro de microorganismos tiene una clara y decisiva funcion como agentes
geoquimicos en la superficie de la litésfera (Ehrlich, 1998). La investigacion moderna ha
demostrado ampliamente un estrecho vinculo entre los microorganismos con los procesos de
meteorizacion del suelo a partir de roca fresca, la formacion de minerales nuevos y su influencia
en la composicion de la atmésfera, entre otros. La Geomicrobiologia ha dado importantes pasos
para descifrar la dindmica y correlaciones entre los ciclos geoquimicos y la distribucién espacial

de esta gran biomasa de microorganismos (Ehrlich, 1998).
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En ese sentido, la diferenciacion en la abundancia y diversidad de microorganismos en la
litsfera refleja su grado de especializacion para recolectar energia de diversos sustratos y su
adaptacion para desarrollarse en un amplio rango de condiciones ambientales (Omelon, 2016). Un
ejemplo de este grado de especializacion se encuentra en los microhabitats litobidnticos (Figura

2-6).

Figura 2-6. Clasificacion de los nichos litobidnticos. Recuperado de: Wierzchos (2012)

EPILITICOS

CRIPTOENDOLITICOS

CHASMOENDOLITICOS

HIPOENDOLITICOS

La literatura cientifica (Cockell et al., 2009; Cockell, Olsson-Francis , Herrera , &
Meunier, 2009; Omelon, 2016) ha revelado la importancia de las propiedades fisicas y quimicas
del sustrato rocoso, entre las que se cuentan la mineralogia, porosidad y permeabilidad, capacidad

de absorber y retener humedad, pH, acceso a nutrientes y proteccion de los extremos climéticos,
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para el establecimiento de comunidades bacterianas en estos habitats endoliticos. En la mayoria
de los casos, el microhabitat litobiontico provee un ambiente que protege a los microorganismos
mientras permite pasar suficiente penetracion de luz solar para apoyar la produccién primaria por
la fotosintesis. En contraste con los habitats hipoliticos, los microorganismos estan provistos con
proteccion adicional a la meteorizacion como la abrasion por el viento debido a la red rigida de la
matriz de la roca, lo que contrasta con los organismos que viven en la interfase suelo-roca (Omelon,

2016).

Los microorganismos endoliticos estan dispersos en biomas deserticos, donde las
condiciones ambientales hostiles limitan la mayoria de la vida a los habitats rocosos. En estos
habitats, los microorganismos reciben luz para la fotosintesis, temperaturas moderadas y calidas,
proteccion de la radiacion ultravioleta y una exposicion prolongada a agua liquida (Omelon, 2016).
En general, las comunidades microbianas que alli se asientan estan compuestas por
microorganismos fototrofos, asi como hongos y bacterias heterotroficas, estas comunidades
endoliticas difieren de las comunidades en los suelos, sugiriendo que estos habitats seleccionan
organismos cuya adaptacion se especializa con mayor éxito a estos ambientes. Los habitats
endoliticos no tienen una fuente limitada de nutrientes, lo que explica por qué estas comunidades
bacterianas colonizan un amplio rango de sustratos liticos con diferentes mineralogias; sin
embargo, cando hay mayores presiones ambientales, estas seleccionan aquellas comunidades

microbianas capaces de tolerar condiciones cada vez mas hostiles (Omelon, 2016).
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En contraste con los microorganismos que habitan la subsuperficie profunda donde la
actividad esta controlada por metabolismos quimiolitotroficos® tales como la reduccion del sulfato,
reduccion de hierro o metanogenesis, las comunidades endoliticas en la superficie de la Tierra,
constan de productores fotoautotrofos primarios tales como algas, cianobacterias y liquenes,
también como consumidores y descomponedores incluyendo hongos y bacterias heterotréficas.
Otros organismos como las arqueas han sido también documentados en habitats endoliticos

alrededor del mundo (Omelon, 2016).

El reporte mads comudn de asociaciones microbiologicas esta relacionado con rocas
sedimentarias porosas tales como arenitas ricas en cuarzo, sin embargo, también se han reportado
en calizas y dolomitas meteorizadas (Friedman , 1980). Los organismos liticos también se
encuentran en otros tipos de rocas, incluyendo evaporitas tales como yeso y halita (Cockell et al.,
2010), granitos meteorizados (Ascaso & Wierzchos , 2003; Wierzchos , Ascaso , Sancho, & Green
, 2003) y marmoles. También existen reportes que demuestran que la porosidad en rocas volcanicas
incluyendo ignimbritas rioliticas facilita el hospedaje y desarrollo de comunidades microbianas
del mismo modo que lo hacen los depdsitos alterados por impactos de meteoritos en la Tierra
(Parnell, Lee , Cockell , & Osinski , 2004). Aunque normalmente se han encontrado
microorganismos euendoliticos en zonas intermareales, estos también se han encontrado en
micritas terrestres (Hoppert , Flies , Pohl , Glinzel , & Schneider , 2004). En la mayoria de estos
reportes se ha insistido en las potenciales y reales relaciones entre los tipos de asociaciones

microbioldgicas y el tipo de mineral que hospeda esta comunidad.

3 Quimiolitotrdfico se refiere a aquellos organismos capaces de obtener energia a partir de compuestos quimicos
inorganicos (Noffke, 2010).
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Los hébitats endoliticos estdn compuestos por rocas que varian en solubilidad, pero
generalmente no son considerados como una fuente de nutrientes para los microorganismos.
Algunos estudios de condiciones nutricionales dentro de los héabitats endoliticos de los Valles
Secos (Antartida) muestran que las regiones colonizadas por microorganismos endoliticos, tienen
los suplementos adecuados de nitrégeno inorganico como nitratos y amonios (Friedmann & Kibler,
1980; Greenfield, 1988), y ademés sefialan que la fuente del nitrdgeno inorgénico ocurre por
fijacion abidtica al producirse las descargas eléctricas y posteriormente transmitidas a las rocas
por precipitacion atmosférica (Friedmann & Kibler, 1980) . Ademas, el crecimiento microbiano
no es facilitado cuando algunos nutrientes como el fosfato 0 manganeso son agregados al sistema,
esto sugiere que no son necesarios (Johnston & Vestal , 1986). Aunque en algunos casos es posible
que los nutrientes requeridos para el crecimiento microbiano sean obtenidos por meteorizacion
insitu de la roca hospedante (Siebert et al., 1996), no parece haber una preferencia general por
parte de los microorganismos endoliticos hacia un tipo especifico de mineralogia (ej:cuarzo, calcita
0 granito). Esto sugiere que los nutrientes requeridos para la energia y crecimiento son
probablemente derivados de sedimentos aloctonos tales como el polvo (Omelon, 2016). Otra razon
por la cual las comunidades microbianas parecen no sufrir de falta de nutrientes se debe al hecho
de que estan activas solo por cortos periodos de tiempo, ya sea debido a heladas temperaturas

(Friedmann & Kibler, 1980) o por desecacion (Wierzchos et al., 2013).

En contraste con lo mencionado anteriormente, Gleeson et al. (2005) demostraron
mediante ensayos de laboratorio que la estructura de las comunidades bacterianas estuvo

controlada por la composicion quimica de una moscovita, feldespato alcalino, plagioclasa y cuarzo
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extraidos de un granito pegmatitico, indicando una presion selectiva por los elementos quimicos
individuales en poblaciones insitu de bacterias. Mediante microscopia electrénica de barrido
encontraron una gran diversidad de estructuras microbianas, con cocos y bacilos claramente
visibles en las superficies de todos los minerales analizados. Realizaron también un analisis de
correspondencias candnicas se reveld que el Al, Si y Ca tienen un impacto significativo en cuanto
a la estructura de las comunidades bacterianas (cocos o bacilos) dentro del sistema. Las
poblaciones de bacterias asociadas a diferentes minerales resultaron también ser diferentes entre
si, mediante un andlisis espaciador intergénico ribosomal encontraron que miembros de cada uno
de los tipos de poblaciones fueron encontrados casi exclusivamente en un solo tipo de mineral
(Gleeson et al., 2005). Este trabajo tiene una fuerte evidencia de que la estructura de las
comunidades bacterianas estuvo promovida por la composicion quimica de los sustratos minerales

(Gleeson et al., 2005).

Otro estudio realizado por Carson et al. (2009) demostrd que en el suelo diferentes
minerales seleccionaron comunidades bacterianas con distintas estructuras dentro de sus
microhabitats. En este estudio, Carson (2009) recogié muestras de suelo en un pastizal en Australia
occidental cuyo material parental era arena de mar silicea, erosionada por el viento. Con dicho
suelo prepararon microcosmos, agregando Moscovita, Basalto y Fosforita a muestras de suelo
independientes. Cada uno de estos microcosmos contenia 8 g de mineral de 1-2 mm de tamafio de
particula en 80 g de suelo cuyo tamafio de particula era menor a 1 mm. En adicién, sembraron dos
distintos tipos de pastos (L. rigidium cv. Concord) y (Trifolium subterraneoum cv. Trikkala) y uno
de los tratamientos fue probado sin ningun tipo de cesped, esto debido a que la actividad

microbiana y la disolucién mineral en suelos con rizosfera es mayor que en suelos sin rizosfera.
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El efecto de este tratamiento con césped tuvo un efecto minimo en comparacidn con el tratamiento
mineral. Los microhabitats resultantes no solo fueron diferentes entre si, sino que también
difirieron significativamente del suelo circundante. El suelo circundante al suelo enriquecido con
cada uno de estos minerales fue colonizado por comunidades bacterianas con estructuras diferentes
entre si, esto implica que la moscovita, el basalto y la fosforita pudieron haber seleccionado las
comunidades bacterianas con distintas estructuras en sus microhabitats debido a las diferencias en
sus elementos y en la concentracion de nutrientes (Carson, 2009). Cada uno de los minerales y
rocas utilizados en este estudio contenia elementos y nutrientes que estaban ausentes o a bajas
concentraciones en los otros minerales o rocas y en el suelo: moscovita K, Mg y Al; Basalto Mg,
Na, Al y Fe; y fosforita Ca y P. Con un analisis estadistico se demostrd que las concentraciones de
P, K, Ca, Mg, Al, Si, Fe, Nay S en los minerales y en el suelo mostraron un porcentaje significativo
en la varianza de las comunidades bacterianas. En particular las concentraciones de P, K, Mgy Na
en los minerales y en suelo mostraron un 33% y 44% de la varianza en comunidades bacterianas,
por lo tanto, la moscovita, el basalto y la fosforita pudieron haber seleccionado distintas
comunidades bacterianas ya que ellas contenian estos elementos y los liberaron en el microhabitat

tan pronto se disolvieron.

De acuerdo con Omelon (2016) los primeros trabajos que se realizaron para caracterizar
diversidad microbiana de habitats litobionticos se concentraron en técnicas de cultivo, por lo cual
algunos microorganismos incluyendo cianobacterias y algas, asi como hongos y bacterias
heterotréficas fueron identificados por su morfologia. Los trabajos mas recientes se han
desarrollado a partir de metodologias diferentes a técnicas de cultivo y se han centrado en técnicas

moleculares. Estos nuevos trabajos han conducido a un entendimiento méas completo de la



48

diversidad de microorganismos en estos habitats, que a menudo incluyen ademas de
Cianobacterias un amplio rango de otros microorganismos de los géneros Acidobacterias,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes, y otros
(Omelon, 2016). Varios estudios han demostrado que tipicamente las bacterias endoliticas son
diferentes de las comunidades de suelo, a pesar del hecho notable de que las comunidades
microbianas hipoliticas estan en contacto directo con los suelos (Pointing , Warren-Rhodes , Lacap

, Rhodes , & McKay , 2007)

Por su parte, (McNamara, 2005), realiz6 una comparacion entre bacterias epiliticas y
endoliticas en un sitio arqueoldogico Maya, sus hallazgos reportan que las primeras estaban
relacionadas con el filo Proteobacteria (Gram negativas) y las segundas estaban relacionadas con

el filo Actinobacteria (Gram positivas).

Los trabajos realizados con microorganismos que habitan condiciones extremas para la
vida son investigaciones consideradas dentro del campo de la Astrobiologia. Las comunidades
microbianas criptoendoliticas de las rocas antarticas son un ejemplo de supervivencia en un
ambiente extremadamente frio y seco. Contar con la experiencia y metodologias de investigacion
adecuadas es esencial para tratar de descubrir si en dichas rocas existen microoganismos vivos,

fosilizados o, como minimo presencia de biomarcadores (Ascaso C. , 2002).

De otro lado Friedman & Ocampo (1976) anunciaron por primera vez que el interior de

las rocas areniscas esta colonizado por la cianobacteria del género Gloeocapsa. Este fue uno de
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los primeros estudios en Ecologia Microbiana en los Valles secos del desierto de Gross, Antartida
(Friedman & Ocampo , 1976). La region denominada Valles Secos consta en la parte sur de
amplias areas libres de nieve y hielo, tiene una extension de 4800 km? y es conocida por ser uno
de los desiertos mas extremos en el mundo, siendo mas frio y seco que otros lugares de la Antartida.
Las condiciones climaticas estan representadas por la temperatura promedio anual de -20°C y por
precipitaciones de 6 cm en forma de nieve durante el invierno austral (Ascaso C. , 2002). En 1976
un prototipo de la nave Viking que iba a ser enviado a Marte con el objetivo de buscar vida en ese
planeta, fue probado en esa zona de la Antartida. Sorprendentemente este y otros prototipos de las
naves Viking no fueron capaces de encontrar vida dentro de las rocas (comunicado personal de E.I
Friedmann, 1980). Numerosos debates han hablado de este asunto, varios investigadores hicieron
hincapié en la incapacidad de prototipos semejantes a la VViking para encontrar vida microbiana en
zonas de la Antértida donde realmente hay muchos microorganismos. Quizas por el fracaso de la
Viking en encontrar vida microbiana en la Antartida y en Marte es que se empezaron a considerar
los estudios sobre los valles Secos de la Antartida como un lugar idéneo para todo tipo de estudios

referentes a Ecologia Microbiana de ambientes extremos (Ascaso C. , 2002).

Desde 1976 han sido caracterizados muchos microorganismos tras ser extraidos y
separados del microhabitat epilitico o endolitico en las rocas Antarticas. Alli han sido reportados
microorganismos tales como: bacterias y cianobacterias, algas, hongos y microorganismos
simbiontes de protoliquenes y liquenes. Friedman (1980) ademas de extraer y caracterizar algunos
de los microorganismos realiz6 estudios del contenido de agua en areniscas colonizadas por
microorganismos endoliticos y observo que el agua forma un 0.1 — 0.2% del peso de las rocas.

Parece probable que esta minima cantidad es suficiente para mantener una atmdsfera bastante
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saturada en el sistema de poros microscopicos de las rocas de los desiertos frios. Asimismo, el
grado de humedad parece afectar el pH de la roca, a la formacion de manchas primarias de hierro
y a la distribucion de las comunidades microbianas. Los requerimientos metabdlicos de los
microorganismos varian mucho dependiendo de su naturaleza, tanto asi que los liquenes evitan la
continua presencia de agua liquida y ademas son capaces de utilizar el vapor de agua atmosférico.
Por otra parte, las cianobacterias, incluso aquellas que habitan en los desiertos, requieren, aungue
sea de forma esporadica, una atmoésfera saturada de agua liquida (Ascaso C. , 2002). Dentro de la
biosfera Antartica el habitat criptoendolitico es un sistema altamente inestable ya que esta
sometido a continuos procesos de congelaciones y descongelaciones e hidrataciones y
deshidrataciones. Todos estos cambios en el sistema conllevan a un coste metabdlico muy alto
para la biomasa que alli se asienta, lo que se refleja en que el mas minimo y sutil cambio
desfavorable en este equilibrio, trae como consecuencia la extincion de la vida en su totalidad
(Friedmann & Weed, Microbial trace fossil formation, biogenousand abiotic weathering in the
Antarctic cold dessert, 1987). Sin embargo, tras la extincion, se pueden buscar biomarcadores y
fosiles, que pueden dar pistas de la vida y biodiversidad preexistentes (Ascaso C. , 2002).Por esa
razén, estos estudios también contribuyen a la investigacion del cambio climético, debido a la

influencia del clima en los microescosistemas.

El hecho de que se haya tenido en cuenta el ecosistema microbiano criptoendolitico de la
Antartida y sus caracteristicas, ha convergido en sugerir este ecosistema como el mejor modelo
terrestre para los Gltimos estadios de la vida en la historia de Marte, cuando la superficie de este
planeta se enfri6 mucho y la atmosfera y el agua liquida desaparecieron (Mckay, Friedman,

Wharton, & Davis, 1992).
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Asi, como se ha indicado anteriormente, los estudios de Ecologia Microbiana de los
ambientes extremos Antarticos pueden aplicarse a problemas aparentemente muy lejanos como lo
es la cuestion de si existio o existe vida en Marte. Por otra parte, si un dia se llegan a encontrar
restos de microorganismos fosilizados en Marte o con biomarcadores, la comparacion de los
resultados con fosiles de microorganismos terrestres puede soportar teorias alternativas sobre el
origen de la vida en la Tierra y sobre la naturaleza de esta vida extraterrestre (Ascaso C. , 2002).
Es importante destacar que en los Ultimos afios se ha demostrado un creciente interés en las
investigaciones astrobiolégicas (busqueda de huellas de vida en el Sistema Solar) por parte de las
agencias espaciales europeas (ESA — proyecto “Mars Express”) y estadounidenses (NASA — varias
expediciones robotizadas a Marte). Una de estas misiones programada para el afio 2011 tuvo como

objetivo recolectar muestras de regolito marciano y traerlas a la Tierra (Ascaso C. , 2002).

Es de trascendental importancia para la comunidad cientifica poder observar y
comprender el funcionamiento de los habitats endoliticos, ya que de acuerdo con Conrad y Nelson
(2001), cuando seamos capaces de reconocer la vida y nunca equivocarnos con la identificacion
de huellas de la actividad microbiana en nuestro ambiente terrestre, podremos estar preparados

para movernos hacia el exterior de nuestro Planeta, en busca de biomarcadores.

Una forma de dirigir el estudio de los microorganismos litobidnticos en el &mbito de los
biomarcadores es estudiar las microcavidades tubulares creadas por los microorganismos

endoliticos por la disolucion de los sustratos rocosos (Mcloughlin, Staudigel, Furnes, Eickmann,
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& lIvarsson, 2010). No obstante, estos microtineles pueden posiblemente ser formados también
por procesos abidticos (Mcloughlin, 2010) y, saber distinguir su origen puede ser clave para
distinguir un sustrato litico como biomarcador de una sustancia mineral inorganica (Cousins,

Cockell & The Geobiology in Space Exploration Topical Team, 2016).

La creciente investigacion en Geomicrobiologia sustenta y valida cada vez mas la idea de
las estrechas interrelaciones que dominan las caracteristicas geoquimicas de la roca hospedante y
los tipos de asociaciones microbiologicas que se desarrollan alli (Acaso, 2002; Carson, 2009;

Gleeson, 2005; Omelon, 2016).
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3 Metodologia

La metodologia utilizada en este trabajo fue fundamentada en estudios previos realizados
en este campo. En Corzo (2015) se estudiaron bacterias epiliticas de una biomicrita, cuarzoarenita
y limolita. De otro lado en Gleeson (2005) se aislaron fisicamente granos de moscovita,
plagioclasa, feldespato alcalino y cuarzo a los cuales se les realizO ensayos de microscopia
electrénica de barrido (MEB), anélisis espaciador intergénico y analisis de correspondencia

candnica.

3.1 Salida de campo

El trabajo de campo consistio en buscar tres muestras no menores a 15 cm de ancho, 15
cm de largo y 5 cm de espesor de tres minerales formadores de rocas para, posteriormente efectuar
un raspado del interior de los minerales y hacer un cultivo de microorganismos endoliticos. El
tamafio de las muestras fue considerado de esta manera para garantizar que las bacterias se
alimentaran solamente del mineral y para minimizar el grado de intervencion y contaminacion del
exterior. Uno de los minerales fue recolectado en la mina de travertino del municipio de Villa de
Leyva, Boyacd (Figura 3-1) y los minerales restantes fueron recolectados en el Granito de

Pescadero en el corregimiento de Pescadero, Santander (Figura 3-2).
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Figura 3-1. Izquierda, afloramiento de mina de travertino en Villa de Leva. Derecha, Muestra de mano de calcita previa a
proceso de embalaje.

Figura 3-2. Izquierda, afloramiento a 1,4 km al sur del puente de Pescadero. Derecha superior, muestras cuarzo y feldespato
alcalino previas a proceso de embalaje. Derecha inferior, fragmento pegmatitico de feldespato alcalino, cuarzo y moscovita
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En el proceso de empaque y rotulacion se tomaron en cuenta las medidas necesarias para
evitar contaminantes sobre los minerales, para lo cual se utilizaron guantes de nitrilo previamente
esterilizados, tapabocas y alcohol antiséptico para desinfectar el martillo en el momento de obtener
las muestras, las cuales fueron depositadas en bolsas ziploc independientes en una nevera de
icopor, cuya temperatura aproximada fue de 4°C para su procesamiento en el laboratorio de
Microbiologia del Suelo del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia

sede Bogota.

3.2 Analisis geoldgicos
Una parte del mineral que no fue utilizado para el analisis geomicrobioldgico fue utilizado

para los anélisis de petrografia, fluorescencia de rayos X y microscopia electrénica de barrido.

Petrografia

Con el objetivo de identificar las propiedades Opticas de los minerales al microscopio y

tomar fotografias se realizaron dos secciones delgadas de los tres minerales, seis en total.

Para realizar las secciones delgadas cada una de las rocas pasé por el siguiente proceso:
Se efectuaron cortes hasta dejar una pieza de unos cinco cm de largo, dos cm de ancho y un cm de
grosor, se pulié hasta dejar planas las muestras, se removieron los rayones que resultaron del
adelgazamiento en la pulidora con carburo de 600 y luego carburo de 1000, posteriormente se
colocé una resina de &mbar, y un vidrio petrografico y se procedio a dejarlas del tamafio de 30 um

para que la luz pase a través de la placa con el microscopio petrogréafico.
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Fluorescencia de rayos X para elementos mayores:

Con la finalidad de identificar los elementos mayores de los tres minerales se realizd una
prueba de fluorescencia de rayos X, se seleccionaron partes de las tres muestras de 10 cm de largo,
se lavaron con agua y jabon y posteriormente se secaron al sol para eliminar la presencia de agua,

debido a que esto puede alterar los resultados obtenidos.

Las tres muestras de roca fueron trituradas para convertirlas en polvo. La muestra de
polvo fue secada a 105°C por un periodo de 12 horas. Posteriormente fue mezclada con cera
espectrométrica de la casa Merck en relacion Muestra: Cera de 10:1; homogenizada por agitacion,
llevada a una prensa hidraulica a 120 kN por un minuto generando una pastilla prensada de 37mm

de didmetro que fue medida en la aplicacién SEMIQ-2007.

El analisis semicuantitativo se realizd con el software 1Q, haciendo 11 barridos, con el fin
de detectar todos los elementos presentes en la muestra, excluyendo H, C, Li, Be, B, N, O y los

elementos transuranicos.

Se utiliz6 un espectrometro de fluorescencia de rayos X, MAgixPro PW-2440 Philips
equipado con un tubo de Rodio, con una potencia maxima de 4KW. Este equipo tiene una

sensibilidad de 200ppm (0.02%) en la deteccion de elementos pesados metéalicos.

La estabilidad del equipo es controlada diariamente mediante la medicidn de una muestra patron.
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Microscopia electrénica de barrido:

Este ensay0 consistio en tomar imagenes de alta resolucion para poder visualizar
posiblemente los microorganismos presentes en los minerales (Gleeson, 2005), las muestras
estuvieron intactas y en nevera antes de usar la MEB. Las muestras de los tres minerales estudiados
(calcita, feldespato alcalino y cuarzo) fueron partidas por la mitad y una de sus superficies fue
colocada en un metalizador marca Quorum modelo Q550R ES, en donde se le puso un
recubrimiento con Au-Pd para que las muestras sean conductoras y el barrido tenga mejor
resolucién. Posteriormente, fueron observadas en el MEB a 30kv. Para realizar una observacion
correcta las muestras debian estar en alto vacio a 10 pascales, de otra manera el aire podria
interferir con el escaneo que envia un haz de electrones hacia la muestra. Este procedimiento se
Ilevé a cabo en el microscopio electronico de barrido de la Universidad Nacional de Colombia

sede Bogota, cuya marca es FEI y es modelo Quanta 200.

3.3 Cultivo de microorganismos en laboratorio y pruebas fisicoquimicas

Una vez en el laboratorio se inici6 el proceso de extracciéon de partes pulverizadas del
interior del mineral para poder obtener microorganismos endoliticos. Para ello con el martillo
previamente desinfectado con alcohol se partid la muestra de cada mineral en dos partes y del
interior de una de las mitades se hizo un cuidadoso raspado y posterior pulverizacion con martillo
y cincel. A partir de este proceso se obtuvieron 10 g de mineral representativo de la masa total en
condiciones de esterilidad (mecheros, desinfeccion con alcohol para el martillo, guantes de nitrilo
y tapabocas). Se almacenaron tres muestras distintas de la pulverizacion de los minerales en frascos
estériles para tener tres réplicas de cada muestra y posteriormente se realizaron series de dilucion
y siembra en placa (Valencia, 2004), con el fin de detectar presencia/ausencia de crecimiento

microbiano, con posterior purificacion y diferenciados de los morfotipos bacterianos obtenidos.
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Durante este proceso se diluyeron 10 gramos de cada mineral pulverizado en 90 mL de
solucion salina al 0.9% estéril y se agitaron durante tres dias para obtener una dilucion de 10-1. Se
llenaron 10 tubos de ensayo con 9 mL de solucion salina y partiendo de la dilucion de 10-1 se
transfirio 1 mL de un tubo de ensayo a otro hasta lograr una dilucion de 10-11 para posterior
siembra en placa en agar nutritivo marca Merck de 0,1 mL de cada una de las diluciones con el fin
de aislar los microorganismos endoliticos presentes, incubando las cajas a 25°C durante tres dias,

este procedimiento se realizo por triplicado.

Las colonias microbianas obtenidas fueron diferenciadas por morfotipos y se procedio a
hacer repiques de cada aislamiento con el objetivo de obtener colonias puras. Posteriormente se
efectud descripcién de las caracteristicas macroscépicas de las colonias y mediante tincion de
Gram (Tabla 3-1), se realizd descripcién microscépica (Madigan, Martinko, & Parker, 2004;

Valencia, 2004).

Con un asa bacterioldgica redonda se sustrajo una porcion de la colonia bacteriana de la
caja de Petri para luego fijarla en una lamina portaobjetos, posteriormente la lamina fue flameada
con ayuda de un mechero para fijar el microorganismo. Y se procedio a realizar la tincién de Gram

(Tabla 3-1).
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Tabla 3-1. Reactivos y procedimiento para la tincion del Gram

Compuestos Tincién de Gram Tiempo
Cristal Violeta 1’30~
Lugol 1’ 307
Alcohol-Acetona 30”
Fucsina 1°30”

Con el fin de evaluar si las bacterias utilizaban los componentes del mineral del cual
originalmente fueron extraidas, se realiz6 siembra en placa en un medio de cultivo minimo que

Unicamente contenia el mineral pulverizado a diferentes concentraciones (Madigan, 2004).

Para preparar el medio de cultivo se utilizaron 20 g de agar noble marca Merk en 1 litro

de agua desionizada y concentraciones de 10g/L, 5g/L, 2.5g/L y 1.25¢/L de mineral en la solucion.

Con la intencién de conocer el efecto de factores fisicoquimicos sobre el crecimiento de
las colonias cultivadas, se estudid la respuesta de crecimiento de los microorganismos frente a
dichos factores tales como temperatura, pH y presion osmotica (salinidad, concentracion de
azucar) (Valencia, 2004). Este ensayo consistio en preparar caldo nutritivo marca Merck y en
diferentes tubos de ensayo variar la concentracion de azlcar, salinidad, pH y temperatura para
inocular los morfotipos de los microorganismos obtenidos (un total de 33 de los cuales 29
morfotipos correspondieron a bacterias y 4 a levaduras). Se prepararon soluciones de caldo

nutritivo con adicion de 10 g, 20 g, y 30 g de glucosa en tres soluciones, cada una de 100 mL de
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caldo nutritivo para obtener concentraciones de azucar de 10%, 20% y 30%, respectivamente. De
otro lado, se prepararon soluciones de caldo nutritivo adicionaron 1 g, 6,5 g y 15 g de cloruro de
sodio en otras tres soluciones cada una de 100 mL de caldo nutritivo para obtener concentraciones
de 1%, 6,5 % y 15%, respectivamente. Dos soluciones, una acida y otra basica fueron preparadas
adicionando &cido clorhidrico al 0.1 normal al caldo nutritivo hasta llevar el pH de la solucion a 4
y agregando la cantidad necesaria de hidréxido de sodio al 0.1 normal en otra solucién de caldo
nutritivo hasta llevar el pH de la solucion a 9. De manera adicional se prepard otro litro de caldo
nutritivo, el cual también fue transferido a tubos de ensayo con el objetivo de someter los

microorganismos a diferentes temperaturas de incubacion.

Se procedié a sembrar en los tubos con distintas concentraciones de azlcar, sal y pH
empleando un asa redonda, procedimiento que se realizd por triplicado para cada uno de los 33

morfotipos.

Someter los microorganismos a estrés con calor puede ofrecer pistas sobre su condicion
extremofila, para ello, tres tubos de cada uno de los aislamientos fueron puestos en un bafio Maria
en un vaso de precipitado a 60°C y otros tres a 100°C durante 10 minutos. Posteriormente, fueron
incubados a 25°c durante tres dias, con excepcion de tres tubos de cada aislamiento que fueron
colocados en una incubadora a 37°C, otros tres tubos fueron colocados en una nevera a 4°C y tres
tubos restantes se incubaron a temperatura ambiente (14°C) todos durante tres dias (Valencia,

2004).
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Finalmente, en la lectura de resultados se tomo la turbidez nula como resultado negativo,
es decir que el tubo estaba transparente. Un resultado positivo se registrd cuando el medio estaba
turbio y dependiendo del grado de turbidez se definid una escala de la siguiente manera: (+:

crecimiento bajo; ++: crecimiento moderado; +++: crecimiento elevado) (Valencia, 2004).

Para evaluar si los microorganismos podian crecer en medios con concentraciones
diferentes a la de los minerales de los cuales se extrajeron, se realizd una siembra en medios
selectivos cruzados, esto consistid en repetir el método de siembra en placa en un medio de cultivo
enriquecido con el mineral pulverizado, pero la siembra se realizé de la siguiente manera: Los
microorganismos cultivados originalmente del cuarzo se sembraron en medio con feldespato
alcalino y calcita; los que se cultivaron originalmente de feldespato alcalino se sembraron en medio
con calcita y cuarzo, y los microorganismos cultivados originalmente de calcita se sembraron em

medio con cuarzo y feldespato alcalino.

3.4 Andlisis estadisticos

El analisis estadistico se realiz6 con la técnica de Analisis de Correspondencias Mdltiples
(ACM), que es una metodologia de representacion de tablas de contingencia de doble entrada en
cuyas celdas se encuentran las frecuencias de ocurrencia simultdnea de modalidades de respuesta
de dos variables nominales u ordinales (Lebart, 1995) # multivariadas (tablas de Burt), segin la

cual, las frecuencias se representan en un plano formado por unos ejes factoriales que contienen

4 Una tabla de contingencias es una tabla de doble entrada en cuyas celdas se encuentran las frecuencias de
ocurrencia simultdnea de modalidades de respuesta de dos variables nominales u ordinales (Lebart, 1995).
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informacion sobre la asociacion entre las modalidades de respuesta de las variables utilizadas
(Lebart, Morineau, & Piron, 1995). Para el analisis de las colonias obtenidas a partir de la calcita

se construyo la siguiente tabla:

Tabla 3-2. Morfotipos cultivados a partir de calcita y su crecimiento en medio enriquecido con feldespato alcalino y cuarzo y en
las diferentes concentraciones de sal.

Crecimiento Crecimiento

Colonia  en medio en medio Sal 1% Sal6.5%
de FK de Cuarzo

1B- Si no +++ -
2B- no no +++ -
3B- no Si +++ -
4B+ no si + -
5B- si si +++ -
6C+ Si no +++ -
7L no no + -
8C+ Si no + -
9C+ no si ++ -
10B- si no +++ ++
11C+ no si +++ -
12C+ no no + -

La Tabla 3-2 contiene el estado de crecimiento de los morfotipos de calcita en medios
enriquecidos con feldespato y cuarzo y un indicador del grado de turbidez obtenido en dos
concentraciones diferentes de sal en caldo nutritivo. En la representacién de la Figura 3-3
producida por el ACM de la Tabla 3-2 se observa que el crecimiento de las comunidades
bacterianas extraidas de la calcita se ve favorecido tanto por concentracion 1% de sal en caldo

nutritivo como por medios enriquecidos con feldespato alcalino y cuarzo.



Figura 3-3. Calcita en medios cruzados y salinos.
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Se reprodujo la misma metodologia en las demas tablas y graficos producidos por ACM.
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4 Resultados

4.1 Resultados geologicos

Petrografia

La nomenclatura de las secciones delgadas fue tomada con la inicial del mineral (Cal,
calcita); (Q, cuarzo); (FK, feldespato alcalino) y el nimero 1y 2 debido a que se realizaron dos de

cada mineral.

Calcita: Una de las secciones de calcita Cal 1 (ver Figura 4-1), fue realizada con un
corte paralelo al eje mayor de los cristales y la seccion Cal 2 fue realizada con un corte
perpendicular al eje mayor de los cristales. Los cristales de la muestra de calcita son anhedrales,
con muy buena exfoliacion en la seccion Cal 2 (ver Figura 4-2), debido a que la calcita tiene un
relieve ondulante se pudo diferenciar de la dolomita al sincronizar la diagonal mayor del cristal
con el méaximo relieve. La figura de interferencia es uniéxica negativa y la macla es polisintética

romboédrica (Figura 4-3).

Figura 4-1. Seccion delgada de Cal 1, aumento 4X. Izquierda nicoles cruzados, derecha nicoles paralelos
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Figura 4-2 . Seccion delgada de Cal 2, aumento 4X. Izquierda nicoles cruzados, derecha nicoles paralelos.

Figura 4-3. Figura de interferencia unidxica negativa de Cal 1.
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Feldespato alcalino: Debido a su macla caracteristica se identifico el feldespato alcalino
como microclina lo cual coincide con el ambiente donde fue encontrada asociada pegmatitas
graniticas, y sienitas. Es una microclina pertitizada con exsoluciones de plagioclasa dentro del
feldespato, posee algunos cristales de cuarzo anhedrales al igual que la microclina; las plagioclasas
de la exsolucion poseen macla polisintética y macla periclina. Esta levemente alterada a sericita
(Figura 4-4 y Figura 4-5) en pocas secciones de la placa y tiene algunas moscovitas (Figura 4-6)

su figura de interferencia es biaxica negativa.

Figura 4-4. Seccion delgada de microclina 2, aumento 60X. Izquierda nicoles cruzados, derecha nicoles paralelos.
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Figura 4-5. Seccion delgada de microclina 2, aumento 4X. Moscovita centrada, izquierda nicoles cruzados, derecha nicoles
paralelos.

Figura 4-6. Seccion delgada de microclina 1, aumento 60X. Sericita centrada, izquierda nicoles cruzados, derecha nicoles
paralelos.
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Cuarzo: Con la seccién delgada se pudo constatar que las vetas de cuarzo del Granito de
Pescadero tienen un grado bajo de metamorfismo evidenciado por la deformacion de los bordes

entre los cristales, tienen cierta trituracion y son anhedrales (Figura 4-8).

La figura de interferencia es uniéxica positiva, hay unos pocos cristales con figura biéxica
negativa y corresponden a feldespato. Tiene poca presencia de sericita y de moscovita en algunas

secciones de la placa, ademaés tiene goethita (Figura 4-8).

Figura 4-7. Seccion delgada de Q2, aumento 4X. Izquierda nicoles cruzados, derecha nicoles paralelos
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Figura 4-8. Seccion delgada de Q1. Sericita centrada, aumento 60 X, izquierda nicoles cruzados, derecha nicoles paralelos

Fluorescencia de rayos X

Ademaés de comprobar la identidad de los minerales por medio de las propiedades Opticas,
se comprobo por comparacion de la composicién resultado de la fluorescencia de rayos X con la
composicion quimica tedrica. La composicion quimica tedrica de una calcita es C: 12,00%, Ca:
40,04%, O: 47,96%, CO3: 59,94% y la composicion obtenida por fluorescencia de rayos X fue
99,49% de CaCOg; 0,43% SiO2; 0,06% de Al203y 0,03% de MgO (Tabla 4-1). Por lo tanto, la
muestra es una calcita pura y esta muy alejada del espectro de las dolomitas ya que tiene una

proporcion muy baja de MgO, que en las dolomitas es 21.86%.

Con respecto a la microclina la composicion tedrica es 16.93% de K20, 18.35% de Al2O3
y 64.73% de SiO2y los elementos mayores que arrojé la fluorescencia de rayos X se distribuyen
asi 13,60% de K,0; 18,29% de Al.Ozy 62,56% de SiO, (Tabla 4-1). Las composiciones son

similares y encajan dentro del rango de distribucion de elementos de la microclina.
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El cuarzo es SiO; pura con 46.7% de Si 'y 53.3% de O. De acuerdo con la Tabla 4-1 la

muestra de cuarzo tiene 99,28% de SiO2 con proporciones menores de CaO, Al,Ozy Cl que pueden

deberse a la presencia de sericita, moscovita y goethita.

Estos resultados ayudan a definir qué elementos quimicos estan presentes en las muestras

de minerales como potenciales macro y micronutrientes en el habitat endolitico.

Tabla 4-1. Fluorescencia de rayos X, porcentaje en peso de elementos mayores para calcita, cuarzo y feldespato alcalino.

XRF-6117 XRF-6118 XRF-6119
Elemento M-1 Elemento M-2 Elemento M-3
ylo Calcita ylo Cuarzo ylo Feldespato
Compuesto | -Tchegliakova- Compuesto | -Tchegliakova- | | Compuesto| -Tchegliakova-
(% en peso) (% en peso) (% en peso)
CaCo, 99,49% Si0, 99,28% Sio, 62,56%
Si0, 0,34% Ca0 0,47% Al,O, 18,29%
Al 0, 0,06% Al,O, 0,09% K,0 13,60%
Fe,O, 0,05% Cl 0,04% Na,O 2,63%
MgO 0,03% Na.O 0,03% Cao 2,41%
P,0, 0,02% MgO 0,03% Ba 0,20%
Cl 59 ppm Fe,0, 0,03% Fe,0, 0,08%
K,0 0,02% cl 0,06%
P,0, 94 ppm P,0; 0,04%
MnO 85 ppm Rb 0,04%
50, 44 ppm Pb 0,03%
MnO 0,02%
Sr 0,02%
S0, 0,01%
Y 13 ppm
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Microscopia electrénica de barrido

En el estudio realizado por Gleeson et al., (2005), se reportan bacilos adheridos a la
superficie de moscovita, plagioclasa, feldespato alcalino y cuarzo por medio de fotografias
tomadas con microscopia electronica de barrido (MEB). El tamafio medio de las bacterias
fotografiadas en dicho estudio con MEB es alrededor de una micra (1um). Debido a que las
muestras no son totalmente conductoras fue dificil obtener una buena resolucion del tamafio
requerido, lo ideal al revisar muestras en MEB es que la muestra sea muy plana y la zona que se

quiere estudiar tenga un relieve elevado.

Figura 4-9. Izquierda, foto panordmica de MEB en calcita, aumento 100X. Derecha, foto panordmica de MEB en calcita,
aumento 600X.

£ \
HV Mag Sig WD 1.0mm HV Mag Sig WD ~—— 300.0pm
30.0 kV 100x SE 12.6 mm Universidad Nacional de Colombia 30.0 kV 600x SE 13.3 mm Universidad Nacional de Colombia
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Figura 4-10. Posible bacilo adherido a una fisura en el interior de la muestra de calcita. Aumento 36015X

Mag Sig WD
30.0 kV|36015x/SE 11.6 mm Universidad Nacional de Colombia

La Figura 4-9 muestra la superficie interna de la calcita con aumento de 100 X y 600X.
Alli se puede apreciar que este mineral posee tanto fisuras como porosidad, ofreciendo las

cavidades necesarias para hospedar comunidades bacterianas chasmoendoliticas o



73

criptoendoliticas. En la Figura 4-10 se puede observar la superficie interna del mineral de calcita

con mayor resolucion.

Figura 4-11.1zquierda, foto panordmica de MEB en feldespato alcalino, aumento 100X.

AT

» I T S
-1

HV Mag Sig

s ) e &-ack o
Rt oAy .‘.;c.;é\‘z”? A
" .Omm- -
30.0 kV 100x SE 15.7 mm Universidad Nacional de Colombia

La Figura 4-11 muestra la fotografia panordmica tomada con MEB en una de las
superficies internas del feldespato alcalino. Aparentemente con ese aumento el feldespato alcalino

no tiene fisuras o fracturas.



Figura 4-12. Izquierda, foto panordmica de MEB en cuarzo, aumento 100X. Derecha, foto panordmica de MEB en cuarzo,
aumento 500X.

HV |Mag Sig WD e— 011 | S— ig
30.0 kV 100x SE 11.5 mm Universidad Nacional de Colombia 30.0 kV 500x SE 15.7 mm

HV Mag |Sig WD 5.0pm
30.0 kV|19000x|SE 14.9 mm Universidad Nacional de Colombia
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La Figura 4-12 muestra la superficie interna del cuarzo con un aumento de 100 X. Se puede
apreciar que el mineral tiene cierta porosidad en su interior, lo que ofrece las cavidades necesarias
para hospedar comunidades bacterianas chasmoendoliticas o criptoendoliticas. En la Figura 4-13

se observa la superficie interna del cuarzo con mayor resolucion en uno de sus poros.

En contraste con los tapetes microbianos encontrados en las muestras de Gleeson (2005),
en las muestras procesadas por MEB en el presente estudio no se puede afirmar con exactitud que
se observaron estructuras tipicamente conocidas para bacterias, aun cuando algunas formas tienen
cierta similitud a bacterias, las iméagenes obtenidas no son concluyentes, motivo por el cual se
recomienda continuar con estudios posteriores de los minerales que permitan una mayor
exploracion de posibles hallazgos mediante procedimientos microbioldgicos y de microscopia

adicionales.

4.2 Resultados microbiolégicos

Registro de morfotipos de colonias de microorganismos obtenidos

De las tres muestras de minerales crecieron en total 33 morfotipos como se muestra en la
Tabla 4-2, los morfotipos de calcita y feldespato alcalino tienen la inicial del mineral del cual
fueron extraidos como nomenclatura para identificarlos y los que fueron extraidos de cuarzo tienen

una Q para evitar confusiones con calcita.
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Tabla 4-2. Numero de morfotipos aislados en los diferentes minerales

Feldespato
Calcita alcalino Cuarzo Total
(microclina)
Conteo 12 13 8 33

morfotipos

Como resultado del método empleado para aislamiento de los microorganismos de
interés, se realizd descripcion morfoldgica de las 33 colonias resultantes la cual involucro registro
de tamarfio, forma, elevacién, borde, superficie, densidad y pigmento (Valencia, 2004). Ademas,
se incluyé informacion adicional con caracteristicas especiales de las comunidades microbianas

para ayudar a su identificacién (Tabla 4-3;Tabla 4-4 y Tabla 4-5).



Tabla 4-3. Descripcion morfoldgica de los morfotipos obtenidos de calcita
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Colonia Tamaino (mm) Forma Elevacion Borde Superficie Densidad Pigmento Observaciones
C1 4mm Circular Convexa Entero Brillante Opaca Blanca
Cc2 4mm Circular Convexa Entero Brillante Opaca Blanca
c3 1mm Circular Plana Entero Brillante Opaca Blanca
ca 7mm Irregular Elevada Entero Cerosa Opaca Blanca Una estrella en el centro
c5 1,5mm Irregular Plana Entero Cerosa Opaca Blanca Halo azulado, endosporado
Cé6 2mm Circular Convexa Entero Cerosa Opaca  Amarillo, blancusco
c7 1mm Circular Convexa Entero Cerosa Opaca Rosada
c8 2mm Circular  Convexa Entero Brillante Opaca Amarilla
c9 4mm Circular  Convexa Entero Brillante Opaca Amarilla
C10 3mm Circular  Convexa Ondulada Cerosa Opaca Blanca Con esfera en el centro
Cc11 3mm Circular  Convexa Entero Brillante Opaca Amarilla
C12 3mm Circular Convexa Entero Brillante Opaca  Amarillo, blancusco




Tabla 4-4. Descripcion morfoldgica de los morfotipos obtenidos de alcalino

Colonia Tamano (mm) Forma Elevacion Borde Superficie Densidad Pigmento Observaciones
FK1 4 Circular Umbonada Ondulado Superficie Opaca Amarilla
FK2 5 Circular Pulvinada Entero Ceroso Opaca Blanca
FK3 4 Circular Céncava Entero Ceroso Opaca Blanca
FK4 3 Circular Umbonada Ondulado Ceroso Opaca Blanca
FK5 4 Circular  Umbonada Ondulado Ceroso Opaca Blanca  Halo transparente
FK6 1 Puntiforme  Convexa Entero Ceroso Opaca Blanca
FK7 2 Circular Convexa Entero Ceroso Opaca Rosada
FK8 4 Circular Plana Entero Brillante Opaca Blanca
FK9 1 Circular Elevada Entero Brillante Opaca Blanca
FK10 2 Circular Convexa Entero Ceroso Opaca Amarilla
FK11 1,5 Circular Convexa Entero Brillante Opaca Roja
FK12 1 Irregular Elevada Entero Brillante Opaca Rosada
FK13 5 Circular Umbonada Ondulado Ceroso Opaca Blanca




Tabla 4-5. Descripcion morfoldgica de los morfotipos obtenidos de cuarzo

Colonia T?:;r;o Forma Elevacion Borde Superficie Densidad Pigmento Consistencia
Q1 1 Circular Plana Entero Cerosa Opaca  Transparente  Mucoide
Q2 2 Circular Plana Lobulado Cerosa Opaca Blanco Mucoide
Q3 1-2 Circular Plana Ondulado  Cerosa Opaca Blanco Mucoide
Q4 <1 Puntiforme Plana Entero Cerosa Opaca Blanco Mucoide
Q5 2 Circular Plana Entero Cerosa Opaca Blanco Mucoide
Q6 5 Irregular Elevada Lobulado Brillante Opaca Blanco Mucoide
Q7 4 Puntiforme Elevada Entero Cerosa Opaca Rosado Mucoide
Qs 7 Puntiforme Elevada Irregular  Brillante  Brillante Blanco Mucoide
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2. Resultados de tincién de Gram

Los resultados obtenidos por la tincién de Gram, que permite efectuar descripcion de las

caracteristicas microscopicas de los aislamientos obtenidos se visualizan en la Tabla 4-6.

Tabla 4-6. Numero de morfotipos con caracteristicas microscopicas diferentes empleando tincion de Gram

Calcita Feldespato alcalino Cuarzo
Colonia Coco/Bacilo Gram Colonia  Coco/Bacilo Gram Colonia Coco/Bacilo Gram

C1 Bacilo - FK1 Bacilo + Q1 Bacilo +
Cc2 Bacilo - FK2 Bacilo - Q2 Bacilo +
c3 Bacilo - FK3 Bacilo - Q3 Bacilo +
(o} Bacilo + FK4 Bacilo - Q4 Coco +
Cc5 Bacilo - FK5 Bacilo + Q5 Bacilo +
c6 Coco + FK6 Bacilo - Q6 Bacilo +
c7 Levadura FK7 Levadura Q7 Levadura
c8 Coco + FK8 Bacilo - Q8 Bacilo +
Cc9 Coco + FK9 Coco +
C10 Bacilo - FK 10 Coco +
C11 Coco + FK11 Coco -
C12 Coco + FK12 Levadura

FK13 Bacilo +

De las 33 bacterias cultivadas a partir de los tres minerales, hay 20 bacilos (61% de los
morfotipos) de los cuales 10 son Gram negativos y 10 Gram positivos (Figura 4-14. Porcentaje de
aislamientos con caracteristicas microscépicas diferentes empleando tincién de Gram.). Solo crecieron
9 cocos (27% de los morfotipos) de los cuales 8 son Gram positivos y solo 1 es Gram negativo
(FK 12) (Figura 4-14). Crecieron ademas 4 hongos levaduriformes (12% de los morfotipos), cabe
anotar que aun cuando en el presente estudio en un inicio se habia hecho énfasis en la obtencion
de bacterias, es de interés haber obtenido aislamientos de 4 hongos levaduriformes (Q7, Fk12, FK

7y CT7) (Figura 4-14).
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Figura 4-14. Porcentaje de aislamientos con caracteristicas microscopicas diferentes empleando tincion de Gram.

Cocos/Bacilos/Levaduras

Bacilos Gram positivos M Bacilos Gram negativos B Cocos Gram positivos

B Cocos Gram negativos M Levaduras

De los morfotipos obtenidos a partir de calcita solamente un bacilo es Gram positivo, los

demas son todos Gram negativos y absolutamente todos los cocos son Gram positivos (Tabla 4-6).

En contraste, en el feldespato alcalino hay mayor equivalencia entre bacilos Gram
positivos y bacilos Gram negativos. Ademas, el Unico coco Gram negativo cultivado a partir del
microhabitat endolitico de los tres minerales, crecid en la muestra de feldespato alcalino (Tabla

4-6).
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Se puede observar en la tabla Tabla 4-6 que todos los morfotipos crecidos a partir de

cuarzo son Gram positivos, ademas la mayoria son bacilos y solo crecié un coco y un hongo
levaduriforme.

A continuacién, se presentan registros mediante tincién de Gram para algunos de los

morfotipos microbianos obtenidos: morfotipo C12 cocos Gram positivos (Figura 4-15), Bacilos

Gram positivos (Figura 4-16) y hongos levaduriformes (Figura 4-17).

Figura 4-15. Diplococos Gram positivos, C12. Aumento 100X

of

ey
e 3
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Figura 4-16. Izquierda, bacilos Gram positivos, morfotipo FK13 (aumento 100X). Derecha, bacilos Gram positivos, Q7 (aumento
100X).
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Es importante destacar que los bacilos representan el 61% de los 33 asilamientos
obtenidos a partir del interior de los tres minerales. Por otro lado, la Figura 4-14 resalta el hecho

de que solamente el 1% de los aislamientos son cocos Gram negativos.

Resultados de siembra en medio selectivo

En la Tabla 4-7 se puede observar que todos los morfotipos crecieron en el medio enriquecido

con los componentes de los cuales fueron extraidos.

Tabla 4-7. Aislamientos que crecieron en medio enriquecido con el mineral de origen.

Crecimiento en medio selectivo

Colonia  Calcita Feldespato alcalino Cuarzo
1 Si Si Si
2 Si Si Si
3 Si Si Si
4 Si Si Si
5 Si Si Si
6 Si Si Si
7 Si Si Si
8 Si Si Si
9 Si Si

10 Si Si
11 Si Si
12 Si Si
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1. Resultados de pruebas fisicoquimicas
En la tablasTabla 4-8Tabla 4-9 Tabla 4-10 se observan los resultados obtenidos para evaluacion del efecto de factores

fisicoquimicos para el crecimiento de los morfotipos estudiados.

Tabla 4-8. Morfotipos obtenidos a partir de calcita y su crecimiento segun efecto de diversos factores fisicoquimicos

Prueba/Cepa C1 C2 C3 c4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12
Azucar 10% +++ +++ ++ + +++ - ++ +++ + +++ +++ +++
Azucar 20% - - - - - - - + - - + -
Azucar 30% - - - - - - - + - - - -
+++ +++ +++ + +++ +++ + + ++ +++ +++ +
- - - - - - - - - ++ - -
pH 4 - - - - - - - - - - - -
pH 7 (37°C) +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
pH9 +++ +++ +++ - +++ ++ + - +++ +++ +++ -
T4°C - - - - - - - - - - - -
T 14°C +++ ++ ++ - +++ + +++ +++ +++ +++ ++ +
T60°C +++ ++ ++ - ++ - +++ - - +++ +++ -

T100°C - + ++ + ++ ++ - - - - ++ ++




Tabla 4-9. Morfotipos obtenidos a partir de feldespato alcalino y su crecimiento segtn efecto de diversos factores fisicoquimicos
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Prueba/Cepa FK1 FK2 FK3 FK4 FK5 FK6 FK7 FK8 FK9 FK10 FK11 FK12 FK13
Azucar 10% - + ++ + + ++ ++ +++ - ++ ++ + +++
Azucar 20% - - - - - - - ++ - - - _ _
Azucar 30% - - - - + - - - - - - - -
Sal 1% ++ + - ++ ++ ++ ++ +++ + +++ ++ +++ +++
Sal 6.5% - - - - - + - + - - - - -
Sal 15% - - - - - - - - - - - - -
pH 4 - - - - - - - - - - - + -
pH 7 (37°C) +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++
pH9 ++ + ++ ++ ++ + + ++ ++ + ++ ++ +
T4°C - - - - - - - - - - - - -
T 14°C + + + ++ + ++ +++ ++ ++ +++ +++
T60°C - + + ++ - + ++ + +
T100°C - + + ++ + - ++ - - - +
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Tabla 4-10. Morfotipos obtenidos a partir de cuarzo y su crecimiento segun efecto de diversos factores fisicoquimicos

Prueba/Cepa Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4
Azucar 10% ++ +++ ++ +++ - +++ +++ ++
Azucar 20% - - +++ +++ - ++ - -
Azucar 30% - - + +++ - - - -
- + +++ - + ++ ++ ++
- - - ++ - - + -
pH 4 - - - - - - - ++
pH 7 (37°C) +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
pH9 - +++ +++ +++ - ++ ++ ++
T4°C ++ + - - - - - -
T 14°C +++ ++ ++ +++ +++ +++ ++ +++
T60°C ++ ++ - - - - + -
T100°C ++ + - - - - - -

Algunos factores fisicoquimicos como pH 4, temperatura 4°C, y sal 15% son hostiles para el crecimiento de las comunidades
endoliticas (.Tabla 4-9Tabla 4-10). Ninguno de los 33 morfotipos crecié en caldo nutritivo con concentracion de sal de 15%, sin
embargo, hubo algunas excepciones. Cinco morfotipos (Q7, Q4, FK6, FK8 y C10) crecieron en caldo nutritivo con concentracién
de sal de 6,5%. Solamente 2 de los 33 morfotipos crecieron en pH 4 (FK12 y Q8) y solamente 2 morfotipos (Q1 y Q2) crecieron a

4°C (ver Tabla 4-8,Tabla 4-9Tabla 4-10).



88
2. Resultados de siembra en medio selectivo cruzado

En general los morfotipos que crecieron en medio enriquecido con calcita no crecieron
en medio enriquecido con cuarzo y feldespato alcalino, ocurre algo similar con los morfotipos que
crecieron en medio enriquecido con calcita. Solo hay 6 excepciones de morfotipos que crecieron
en todos los medios enriquecidos con minerales diferentes a los originales y son C5; Q2, Q3, Q7,

FK3y FK11(Tabla 4-11;Tabla 4-12 y Tabla 4-13).

Tabla 4-11. Crecimiento y coincidencia de microorganismos cultivadas a partir de calcita sembradas en
medios enriquecidos con los otros minerales

Microorganismos cultivados a partir de calcita

Crecimiento Crecimiento en

Colonia en medio de medio de Coincidencia
FK Cuarzo
C1 Si No 0
Cc2 No No 1
C3 No Si 0
ca No Si 0
C5 Si Si 1
Ccé6 Si No 0
Cc7 No No 1
Cc8 Si No 0
c9 No Si 0
C10 Si No 0
C11 No Si 0
C12 No No 0




89

Tabla 4-12. Crecimiento y coincidencia de bacterias cultivadas a partir de feldespato alcalino sembradas en medios enriquecidos

con los otros minerales.

Microorganismos cultivados a partir de FK

Crecido en medio Crecié en medio de

Colonia de Cuarzo Calcita Coincidencia
FK1 Si No 0
FK2 No Si 0
FK3 Si Si 1
FK4 No No 1
FK5 No No 1
FK6 Si No 0
FK7 No Si 0
FK8 Si No 0
FK9 No No 1
FK10 No Si 0
FK11 Si Si 1
FK12 No No 1
FK13 Si No 0

Tabla 4-13. Crecimiento y coincidencia de bacterias cultivadas a partir de cuarzo sembradas en medios enriquecidos con los

otros minerales.

Microorganismos cultivados a partir de cuarzo

Crecid en Crecidé en medio

Colonia medio de FK de Calcita Coincidencia
Q1 Si No 0
Q2 Si Si 1
Q3 Si Si 1
Q4 Si No 0
Q5 No Si 0
Q6 No No 1
Q7 Si Si 1
Q8 Si No 0
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4.3 Resultados estadisticos:

Andlisis de correspondencias multiples

Algunos de los resultados de las pruebas fisicoquimicas tuvieron siempre los
mismos valores, debido a esto las siguientes pruebas fueron consideradas como variables

y eliminadas de los anélisis de correspondencias multiples.

En el analisis de correspondencias multiples de calcita se eliminaron los datos de
pH 4, 4° C y sal 15% debido a que ningin morfotipo crecid en estas condiciones. En el
analisis de feldespato alcalino se eliminaron los datos de 4 °C y sal 15% debido a que
ningan morfotipo crecid en estas concentraciones. En el analisis de cuarzo se eliminaron
los datos de sal 15% ya que ninguno de los morfotipos cultivados a partir de cuarzo crecio

en esta concentracion.

De igual manera, todos los morfotipos crecieron en medio enriquecido con los
minerales a partir de los cuales fueron cultivados por lo tanto se consideran constantes y

fueron eliminados de la lista de variables.

Las Figura 4-18, Figura 4-19 y Figura 4-20 muestran el ACM. Fueron realizadas
con R Core Team (2017) y ploteadas con ggplot (Wickham, 2009). Para analizar mejor
cada plano factorial se incluyd en la nomenclatura de los morfotipos la morfologia

identificada por tincion de Gram.
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a. Calcita
Los resultados del ACM para la tabla de calcita se muestran en la Figura 4-18.
Alli se observa que las tendencias de crecimiento de los microorganismos cultivados a
partir de calcita dentro de los factores abioticos de temperatura, pH, y concentracion de
azucar y sal. También se ve si hubo un crecimiento en los medios de cultivo enriquecidos

con los otros minerales (feldespato alcalino y cuarzo).

Todos los morfotipos cultivados a partir de calcita tienen una fuerte tendencia a
crecer a pH 7-37°C, con excepcion del morfotipo 4B+, que no crecid ni en pH7-37°C ni en
14°C. Este morfotipo es el Unico bacilo Gram positivo de la muestra de calcita y, ademas
fue el Unico formador de endospora de los 33 morfotipos recuperados (Figura 4 21). Por
otra parte, mostr6 una ligera tendencia a crecer en azlcar 10% y temperatura 100°C. Todo
esto podria indicar que tiene in caracter extremofilo, ya que su zona de confort esta en

condiciones fisicoquimicas muy reducidas (Figura 4-18).

Los morfotipos 2B-,3B-, 5B- y 11C+ tienen una fuerte tendencia a crecer en pH
9 y moderadamente en azlcar 10% Yy en temperaturas 60°C y 14°C. EIl bacilo Gram

negativo 10B- muestra un crecimiento moderado en sal 6.5% (Figura 4-18).

La Unica levadura que crecié a partir de calcita crecié levemente en pH 9,
moderadamente a 100°C y fuertemente a 14°C, pH7-37°C y azlcar 10% (Figura 4-18).
Esto indica que probablemente estas condiciones son muy favorables para el crecimiento

de la levadura.



92

El coco Gram positivo 6C+ tiene un crecimiento moderado en pH9 y no crece en
azucar 10%. EI morfotipo 8C+ tiene una leve tendencia a crecer en azlcar 30% y a
temperatura de 14°C (Figura 4-18). El coco Gram positivo 9C+ tiene tendencia a no crecer
en medio de feldespato alcalino, a crecer en medio de cuarzo y a crecer moderadamente en

sal 1% (Figura 4-18).
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Figura 4-18. Plano ACM calcita
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b. Feldespato alcalino
Los resultados del ACM para la tabla de feldespato alcalino se muestran en la
Figura 4-19. Alli se pueden ver las tendencias de crecimiento de los microorganismos
cultivados a partir de feldespato alcalino dentro de los factores abidticos de temperatura,
pH, y concentracion de azucar y sal. También se puede observar si hubo un crecimiento en

los medios de cultivo enriquecidos con los otros minerales (cuarzo y calcita).

Dentro de los morfotipos recuperados a partir del feldespato no hay asociaciones
entre las morfologias coco, bacilo o levadura. Por lo tanto, las asociaciones se dan en

relacion con algunos factores fisicoquimicos.

En la Figura 4-19 se puede evidenciar una asociacion entre los morfotipos 6B-,
3B- y 10C+, que muestran tendencia crecer en medio enriquecido con calcita y leve

tendencia a crecer en pH9 y 100°C (Figura 4-19).

Los morfotipos 2B-, 11C-, 4B- y 7L tienen tendencia leve a crecer en 14°C,
tendencia moderada a crecer en sal 1% y temperatura 60°C. Y ninguno de estos crecid a en

azucar 20%, azlcar 30% y en pH4 (Figura 4-19).

Los morfotipos 9C+ y 1B+ estan asociados a no crecer en medio de cuarzo, a 60°C
y 100°C. Tienen crecimiento leve en sal 1% y azucar 10%. Por otra parte, los morfotipos
5B+ y 12L tienen tendencia a no crecer en medio de calcita, crecimiento moderado en pH9

y crecimiento fuerte en pH 7-37°C (Figura 4-19).
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c. Cuarzo
Los resultados del ACM para la tabla de cuarzo se muestran en la Figura 4-20.
Alli se observan las tendencias de crecimiento de los microorganismos cultivados a partir
de cuarzo dentro de los factores abidticos de temperatura, pH, y concentracion de azucar y
sal. También se puede ver si hubo un crecimiento en los medios de cultivo enriquecidos

con los otros minerales (feldespato alcalino y calcita).

Los morfotipos 4C+ y 7L tienen tendencia a crecer en medio de feldespato
alcalino. Crecen levemente en 60°C y fuertemente en azucar 10%, azucar 30%, pH7-37°C.
También tienen tendencia a no crecer en pH4. El morfotipo 3B+ tiene una fuerte tendencia

a crecer en azucar al 20% (Figura 4-20).

Los bacilos 6B+ y 8B+ crecen moderadamente en pH9, azucar 20% sal 1%. Esto
puede indicar que estos bacilos son alcalofilos ya que toleran una alta concentracion de pH

(Figura 4-20).
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5 Discusion

Existen reportes de microorganismos endoliticos en muchas areas a lo largo del globo.
Por ejemplo, McNamara (2005) menciona la presencia de microorganismos endoliticos en una
gran variedad de biomas que incluyen desiertos calidos y frios, el subsuelo profundo y rocas de
trincheras oceanicas. Como lo menciona Omelon (2016), estos reportes por lo general son en
desiertos hiperaridos como el desierto de Atacama en Chile o en desiertos polares como la
Antéartida. En estos ambientes extremos, el hecho de que los microorganismos crezcan dentro del
sustrato rocoso les provee proteccion contra las bajas temperaturas, radiacion ultravioleta y

desecacion (Newberry et al., 2004).

Sin embargo, existen pocos reportes en zonas intertropicales, cuya humedad y radiacion
solar difieren significativamente de los biomas anteriormente mencionados. La presente
investigacion, a diferencia de trabajos como los mencionados por (Bell, 1993; Bungartz 2004;
Cockell, 2004; Cowan , 2010; Dong, 2007; Friedman, 1980; Friedmann , 1987; Hughes, 2003;
Lacap , 2011; McKay, 2003; McNamara, 2005; Makhalanyane, Pointing , & Cowan, 2014;
Omelon , 2006%; Schlesinger, 2003; Smith, 2000; Stomeo, 2013; Vitek, 2016; Warren-Rhodes,
2007a), demostro la existencia de bacterias endoliticas cultivables en una zona intertropical

(Colombia) en climas semiaridos como Villa de Leyva y Pescadero.

Existen diferencias y similitudes en cuanto a las condiciones climaticas de Villa de Leyva

y Pescadero si se comparan con otros lugares donde ha habido reportes de bacterias endoliticas. El
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desierto de Atacama en Chile, que ha sido reportado como el mejor analogo de Marte en la Tierra
(McKay, 2002), esta ubicado a 24°30° Sy 69°15 O justo en el limite del tropico de Capricornio.
Esto sita a Atacama en una zona alejada del ecuador, lo que resulta en cambios en la cantidad de
radiacion solar en la superficie del planeta como resultado de las estaciones (Figura 5-1 y Figura
5-2), (Zuiiiga Lopez & Crespo del Arco, 2015). En cambio, Villa de Leyva y Pescadero se
encuentran ambos muy cerca del ecuador a 5° 36'24.12" N, 73° 31'31.32" Oy 6° 49' 0.62" N; 73°
0'20.3" O respectivamente, lo cual los sitla en la zona ecuatorial, que se extiende entre los 10° de
latitud norte y latitud sur. En esta zona la insolacion es intensa y uniforme con dias y noches de
parecida duracion (Figura 5-2), es decir, que alli hay muy poca variacién en la cantidad de
radiacion solar que recibe debido a la ausencia de estaciones (Zufiiga Lopez, 2015). Ademas de
acuerdo con la Figura 5-3, conforme se aumenta en la latitud, aumenta el espesor de la atmdsfera
lo cual resulta en una disminucion en la radiacion solar (Zufiiga Lopez, 2015). Todos estos factores
podrian resultar en una mayor irradiacion solar uniforme durante todo el afio en Villa de Leyva y

Pescadero que en el desierto de Atacama.

Figura 5-1. La radiacion solar incidiendo sobre la superficie terrestre. La insolacion li = S senai depende del dngulo de incidencia,
es mdxima cuando a = 90° y minima cuando a = 0. Recuperado de (Zufiiga Lopez, 2015)
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Figura 5-2. Altura solar a mediodia sobre los paralelos notables. Los tropicos delimitan la zona en la que en algun dia del afio la
altura mdxima del Sol es de 90-, y los circulos polares que delimitan las zonas en las que hay una noche de 24 horas y un dia sin
puesta de sol. Recuperado de (Zufiiga Lopez, 2015).
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Figura 5-3. El espesor de atmdsfera que la radiacion encuentra en su camino a la superficie terrestre depende de la inclinacion
de los rayos solares. Recuperado de (Zufiiga Lopez, 2015)

A pesar de lo anterior, el desierto de Atacama se encuentra a una altura de 3000 msnm
(Vitek, 2016), Villa de Leyva se encuentra a alturas entre 2150 msnm y 2300 msnm (Fischer,
2002) y el Cafion del Chicamocha (donde se encuentra Pescadero) esta entre 500 msnm y 1170
msnm (Angel & Ramirez, 2015). Segun Vareshi (1980), conforme aumenta la altitud, entre los
300 msnm a los 3000 msnm la radiacion solar aumenta en un 20%, esto se debe al espacio mas

corto de atmdsfera que la radiacion debe atravesar (Lange, Nobel , Osbond, & Ziegler, 1981).

De acuerdo con la Figura 5-5 los niveles de irradiacion media anual en el desierto de
Atacama son de 2400 kWh/m?, al dividir este valor en 365 dias se obtiene el valor diario de 6.57
kWh/m?/d. De acuerdo con el (IDEAM, 2014-2015) los niveles de irradiacion media diaria en Villa

de Leyva y en Pescadero estan entre 4.5-5.0 y 4.0-4.5 kWh/m?2 respectivamente (Figura 5-4).
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Figura 5-4. Mapa de irradiacion global horizontal diaria en Colombia. Recuperado de (IDEAM, 2014-2015)
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Figura 5-5. Mapa de irradiacion global horizontal diaria en el desierto de Atacama, Chile. Recuperado de (Limited, 2005)
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Por lo anterior, en el desierto de Atacama los niveles de irradiacion media diaria son
mayores que en las zonas semiéridas de Villa de Leyva y Pescadero, lo cual resulta en un ambiente

mucho mas estresante para los microorganismos litobionticos que alli puedan asentarse.
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La cantidad de irradiacion en lugares semiaridos o hiperaridos es un factor que parece
restringir la aparicion de las bacterias a los habitats endoliticos (Omelon, 2016; Wierzchos, 2012),
un articulo publicado por (Vitek, Ascaso, Artieda, & Wierzchos, 2016) reporta microorganismos
hipoendoliticos (colonizando la parte inferior de las rocas) y criptoendoliticos (ocupando los poros
bajo la superficie de la roca), en el desierto de Atacama en Chile mediante el método de
espectroscopia Raman, que permite identificar la distribucion de biomoléculas de estos organismos
junto con la matriz mineral inorgéanica que los hospeda. En este trabajo se reporta un carotenoide
en diferentes areas de colonizacion endolitica que esta dominada por algas y cianobacterias (Vitek,
2016). El hecho de que estos microorganismos presenten este carotenoide es interpretado como un
mecanismo de adaptacion a la radiacion solar excesiva. Por otra parte, las cianobacterias sintetizan
scytonemina, la cual posiblemente es un metabolito secundario, que actla como una pantalla
pasiva de luz ultravioleta y que fue encontrada tanto en posiciones hipoendoliticas como

criptoendoliticas en depositos de yeso (Vitek, 2016).

Desde otro angulo, las condiciones de aridez en el desierto de Atacama son
extremadamente altas, esto ocurre porque la cordillera de los Andes actia como una barrera para
los vientos himedos que vienen del oeste, cuando estos vientos chocan con la cadena montafiosa
pierden humedad al precipitar en el flanco occidental de la cordillera, por lo tanto, cuando los
vientos descienden por el flanco oriental llegan con muy poca humedad (Rondanelli, Molina, &

Falvey, 2014).
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La disponibilidad de humedad en los sustratos liquidos es fundamental para la emergencia
de vida y los microorganismos endoliticos no son la excepcién. McKay (2002) reporta que, en
desiertos extremadamente aridos como Atacama, la fotosintesis microbiana tiene lugar dentro de
rocas translucidas. Este es el caso en las areniscas porosas, un tipo de roca dentro del cual las
cianobacterias pueden vivir debido a que la luz puede penetrar dentro de la arenisca y el agua
puede estar contenida en los poros (McKay, 2002). La cuarcita es la mas comun de las rocas
desérticas donde las cianobacterias pueden vivir. Alli, los niveles de luz bajo las rocas pueden ser
suficientes para permitir la fotosintesis y la roca aparentemente atrapa la humedad (McKay, 2002).
Tanto dentro de la arenisca como bajo el cuarzo los microorganismos encuentran microambientes
habitables, que actian como si estuvieran viviendo en un pequefio invernadero rocoso (McKay,

2002).

La humedad relativa promedio anual en el desierto de Atacama es de 16.5%, este valor
es muy bajo en comparacion con Villa de Leyva y Pescadero puesto que tienen una humedad
relativa media anual de 66.6% (Fischer, 2002) y 77% (IDEAM, 1981-2010) respectivamente. Esto
indica que estos ultimos tendrdn mayor probabilidad de que las comunidades litobidnticas se

desarrollen en microhébitats endoliticos.

En el desierto de Atacama la precipitacion anual es de 27.1mm y la tasa de
evapotranspiracion es de 2920 mm por afio, tiene un indice de aridez de 0,0093, lo que corresponde
a condiciones extremadamente aridas. La humedad relativa anual es de 16.5% que es uno de los

valores mas bajos reportados en el desierto de Atacama, la temperatura promedio es de 16.5°C
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(McKay , et al. 2003), la temperatura maxima registrada en 1995 fue 37.9°C, y la minima fue
25.7°C (McKay , 2003), aunque estos maximos y minimos han variado en los ultimos afios, los
valores no son muy diferentes de los ya mencionados. EIl promedio anual de luz solar entre los
afios 1995 y 1996 varié en un rango de 336 y 335 W m?, (McKay, 2003). Ademas de lo anterior,
Atacama se encuentra a 3000 msnm, la suma de todos estos factores lo hace el desierto mas seco

de la Tierra (Vitek, 2016).

La zona con mas altos niveles de radiacion solar, dentro del desierto de Atacama, se
encuentra en la cadena montafiosa Domeyko, que esta cerca del area de estudio realizado por Vitek
(2016) y que ha sido sugerida como la zona con maés altas dosis de radiacion solar en la superficie

de la Tierra.

Por otra parte, se han reportado valores aun maés altos de radiacion UV en las regiones
andinas donde hay baja nubosidad y una escasa columna de ozono con un indice de UV de 43.3
(Vitek, 2016). Villa de Leyva y Pescadero se encuentran ambos en la cordillera oriental en los
Andes colombianos, pero a pesar de estar ambas sometidas a una fuerte intensidad de radiacion
solar, los demas factores climatoldgicos como la humedad relativa, régimen de lluvias y

evapotranspiracion difieren en gran medida con los ya mencionados en el desierto de Atacama.

La precipitacion anual en Villa de Leyva es de 837 mm, la humedad relativa es 66.6%, la
temperatura promedio es de 17.4 °C, y radiacion UV de 1294 mW/m? ( Tabla 5-1), se encuentra a

alturas entre 2150msnm y 2300 msnm (Fischer, 2002). Durante el invierno la temperatura puede
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descender a valores minimos inferiores a - 5°C, y en verano superiores a 40°C (Ocal, 2007). En
este Gltimo aspecto las temperaturas maximas y minimas en Villa de Leyva son comparables con
las que hay en el desierto de Atacama, ya que alli el maximo es de 37.9°C y el minimo es de -

5.7°C.

El monto anual de lluvias en el cafién del Chicamocha es de 730.7mm, la temperatura
promedio anual es de 25.4 °C, que es igual a la evapotranspiracion anual (Albesiano, 2003). La
evapotranspiracion varia entre 16.4 mm/mes-22.2 mm/mes, se encuentra a una altura entre 500

msnm y 1170 msnm (Angel & Ramirez, 2015), ( Tabla 5-1).

Tabla 5-1. Caracteristicas climatoldgicas de la zona con mads irradiacion en el desierto de Atacama, Villa de Leyva y Pescadero.
Tabla construida con datos de (IDEAM, 2014-2015 y Rondanelli, 2014)

Zonas de Cordon de Lila.

. ) Villa de Leyva, X
muestreo/Caracteristicas Desierto de Atacama, i Pescadero, Colombia
) ) Colombia
ambientales Chile
Ubicacién 24°30" Sy 69°15’' O 5°36'24.12" N, 73°31'31.32" 0 6°49'0.62"N;73°0'20.3"0
Altura (msnm) 3000 2150-2300 500-1170
Clasificacion climatica Desierto hiperérido Semiarido Semiarido
Humedad relativa anual 16.5% 70y 79 % 75%y 80%
Promedio de lluvias anual 27.1mm 837 mm 921.3 mm
Evapotranspiracion promedio anual 2920 mm 900-1295 mm 947.9 mm
Minimos medios de temperatura 6,9°C 10°C 15.8°C
Maximos medios de temperatura 30,1°C 23.7°C 35.7°C
Irradiacién horizontal media diaria 6.57 kWh/m? 4.5-5.0 kWh/m? 4.0-4.5 kWh/m?

La informacion recopilada Tabla 5-1 indica que las comunidades endoliticas pueden
encontrarse no solo en regiones climaticas extremas como el desierto de Atacama en Chile, sino,
también en zonas climaticas con condiciones climaticas menos extremas como Villa de Leyva,

Boyacéa y Pescadero, Santander.
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A partir de los resultados no concluyentes de microscopia electrénica de barrido para
deteccion de morfologias tipicas de microorganismos, se pudo constatar la presencia de fisuras y
poros en la muestra de calcita y Unicamente poros en las muestras de feldespato alcalino y cuarzo.
Esto podria llevar a pensar de manera hipotética que los microorganismos que posiblemente estan
presentes en el interior de la muestra de calcita tienen la posibilidad de ser tanto chasmoendoliticos
(viven en fisuras) como criptoendoliticos (viven en poros). En adicion, tanto la muestra de
feldespato alcalino como la de cuarzo mostraron solamente porosidad, lo cual posiblemente las

capacita para albergar Unicamente microorganismos criptoendolitcos.

Tradicionalmente se ha considerado a los habitats endoliticos como lugares donde las
comunidades microbianas encuentran refugio de factores ambientales como desecacion, radiacion
o intemperismo. Ademas, son considerados como una fuente abundante de nutrientes para las
bacterias, sin embargo, dentro del sustrato mineral puro, la fuente de nutrientes es mucho mas
limitada, puesto que estos, en contraste con las rocas, tienen menos elementos quimicos en su
estructura cristalina. En adicion, alli se forma un microhabitat con fuente limitada de luz, humedad
y espacio (Madigan, 2004). Todos estos factores son necesarios para el crecimiento de los
microorganismos endoliticos, y, la reduccion de éstos puede crear un microambiente de estrés lo
suficientemente elevado como para que las bacterias y levaduras que crecen y viven en su interior

sean consideradas como extremofilas.

La cantidad de morfotipos endoliticos recuperados a partir de tres minerales formadores

de rocas respaldan los resultados esperados al utilizar esta metodologia, ya que en (Corzo, 2015)
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a partir de raspado en la superficie de una biomicrita, limolita y cuarzoarenita, se recuperaron 144
morfotipos epiliticos de colonias bacterianas de los cuales 43 correspondieron a biomicrita, 49 a
cuarzoarenita de grano fino y 52 a limolita (Tabla 5-2). En cambio, en el presente estudio se
obtuvieron 33 morfotipos diferentes de microorganismos a partir del interior del mineral, de las

cuales 12 correspondieron a calcita, 13 a microclina y 8 a cuarzo (Tabla 5-2).

Tabla 5-2. Tabla comparativa con el conteo de morfotipos epiliticos extradds de la superficie de tres rocas (Corzo, 2015) y conteo
de morfotipos endoliticos extraidos del interior de tres minerales formadores de rocas

... . . Cuarzoarenita
Biomicrita Limolita X Total
de grano fino

Conteo de 43 52 49 144
morfotipos
Feldespato
Calcita alcalino Cuarzo Total
(microclina)
Conteo de 12 13 8 33
morfotipos

Esto implica que el microhabitat endolitico provee un aislamiento para las comunidades
endoliticas, por lo tanto, ademas del factor nutricional, las comunidades bacterianas epiliticas
recuperadas en (Corzo, 2015) posiblemente tuvieron mayor exposicion a agentes ambientales,
acceso a una mayor diversidad de nutrientes y a dispersién; a diferencia de las comunidades

microbianas endoliticas cultivadas a partir del interior de los minerales.
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Tabla 5-3. Tabla comparativa con el porcentaje en peso de elementos mayores en las muestras de roca analizadas en Corzo
(2015) y los minerales analizados en este estudio.

Feldespato alcalino

Mineral o Roca : . Limolita
(microclina)

Si02 62,56% 61,39%
Al203 18,29% 14,30%
K20 13,60% 3,18%
Na20 2,63% 0,13%
Ca0 2,41% 1,07%

Ba 0,20% 0,06%
Fe203 0,08% 3,35%
cl 0,06% 0,00%
P205 0,04% 0,68%
Rb 0,04% 0,01%
Pb 0,03% 0%
MnO 0,02% 0%
Sr 0,02% 0,01%
SO3 0,01% 0,03%
Y 0% 0,01%
MgO 0% 0,601
CaCos 0% 0,00%
TiO2 0% 0,74%
Zn 0% 0,05%
Zr 0% 0,05%

En la Tabla 5-3 se comparan los elementos mayores de las muestras de roca estudiadas
en Corzo (2015) con los minerales formadores de roca del presente trabajo. EI CaCos es el
elemento quimico con mayor similitud en concentracion entre calcita y biomicrita, cuyos valores
son 99,49% y 87,28% respectivamente. Sin embargo, el SiOzen la calcita (0,34%) es mucho menor
que en la biomicrita (8,89%), que ademas tiene bajas proporciones de Al>Os, K20, Na2O, P20s,
Mn, Sr y SOz, elementos que no estan presentes en la muestra de calcita. Esto podria indicar que
efectivamente la limitada fuente de nutrientes tiene incidencia en la cantidad de bacterias que
pueden crecer a partir de un tipo de litologia, puesto que a partir de la biomicrita crecieron 43 tipos
de colonias bacterianas diferentes y del interior de la calcita pura crecieron solo 13 morfotipos (ver

Tabla 5-2).
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La microclina y la limolita son las muestras con mayor variabilidad de elementos
quimicos. Ambas tienen SiO2como el compuesto con mas altas concentraciones 62,56% y 61,39%
respectivamente. Pero a diferencia de las muestras carbonatadas, la microclina y limolita
comparten altos contenidos de Al.O3 KO, Na,O, Cao y Ba, elementos que tienen mayor
proporcidn en la muestra de microclina. Por lo tanto, las bajas concentraciones de otros elementos
que estan presentes en la limolita y ausentes o en bajas concentraciones en la microclina como
P.Os, Fe203, Y, MgO CaCos, TiO2, Zn y Zr pueden explicar que en la limolita hayan crecido 52
morfotipos epiliticos, lo que contrasta significativamente con los 13 morfotipos endoliticos

recuperados a partir de la microclina (Tabla 5-2 y Tabla 5-3).

Se puede llegar a una conclusion similar si comparamos la arenita cuarzosa trabajada en
Corzo (2015) de la cual crecieron 49 morfotipos diferentes, con las 8 colonias bacterianas que
crecieron a partir de cuarzo. Tanto el cuarzo como la cuarzoarenita tienen alto porcentaje de SiO2
(99,28% y 82,61% respectivamente). Por su parte, la cuarzoarenita tiene concentraciones de Al20s,
K20, Na20, Ca0, Ba, Fe203, MnO, Sr, SOz, Y, MgO, CaCOs, TiOz, Zn, Zr y P05 que estan
ausentes 0 a muy bajas concentraciones en la muestra de cuarzo. Estos datos sugieren que los
componentes de las rocas o minerales condicionan la emergencia de las poblaciones bacterianas

litobidnticas.

Estos analisis son soportados por McNamara (2005) cuyo estudio realizado en un sitio
arqueoldgico Maya mostro que las bacterias epiliticas tienen mayor diversidad que las bacterias

endoliticas extraidas de monumentos hechos con caliza. De forma adicional notaron que muchos
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de los grupos encontrados en las comunidades epiliticas no se detectaron en las comunidades
endoliticas. Esta comparacion entre las comunidades epiliticas y endoliticas indica que existe
mayor diversidad bacteriana en la superficie de las rocas que en su interior. Lo cual, a su vez,
puede deberse posiblemente a que las bacterias epiliticas estan expuestas al medio ambiente y con
mayor disponibilidad de oxigeno, por lo tanto, las comunidades tienen un mayor acceso a

nutrientes y a dispersion que contribuya al crecimiento que las bacterias epiliticas.

Por otra parte, McNamara (2005) agrega que trabajos previos a su estudio se han basado
exclusivamente en métodos de cultivo y microscopia. Por eso las cianobacterias y unos pocos
grupos de bacterias heterotroficas facilmente cultivables fueron identificadas como los organismos
mas comunes en dichas piedras Mayas. Consecuentemente, McNamara (2005) concluye que la
predominancia de los géneros Pseudomonas sp. (Gram negativos) y Bacillus sp. (Gram positivos)
en dichas piedras Mayas no debe ser objeto de sorpresa, dado que estos géneros son facilmente
cultivables. En contraste con los clones encontrados en su estudio, que estuvieron relacionados

con Proteobacterias y otros pocos con Firmicutes.

Los resultados de otro estudio realizado por Carson (2009) son, a su vez de interés en el
analisis desarrollado en este trabajo. Dicho estudio demostro que la estructura de las comunidades
bacterianas en los suelos depende de qué minerales hay en sus microhabitats. Alli se provee
evidencia de que, en el suelo, el papel de los minerales que estan influenciando en las comunidades
bacterianas no se limita a proveer una matriz inerte para el crecimiento bacteriano. Por el contrario,

esta investigacién demuestra que existe un microhabitat alrededor de diferentes minerales en
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suelos donde hay ocurrencia de distintas comunidades bacterianas. Alli, la preferencia de
diferentes comunidades bacterianas por los microhabitats de Moscovita, Basalto y Fosforita pudo
haber sido conducida por la presencia de P, K, Mg y Na en los minerales y su liberacién dentro
del microhabitat de los granos minerales. Sus hallazgos sugieren que la distribucion heterogénea
de minerales en el suelo puede incrementar la variacién entre los microhabitats del suelo y

contribuir a la distribucion espacial en comunidades bacterianas que alli se desarrollan.

Existen estudios adicionales que soportan esta hipotesis. Trabajos como el de Boyd et al.
(2007), realizado en un acuifero demostr0 que muestras de cuarzo, saprolito y hematita
seleccionarion distintas subdivisiones de Proteobacterias. Otros trabajos realizados en acuiferos
como los de Mauck & Roberts (2007); Roberts (2004) y Rogers & Bennett (2004), han demostrado
que diferentes minerales silicatados seleccionan diversas comunidades microbianas con diferentes
estructuras colonizando sus superficies. Uno de estos trabajos (Rogers, 2004) demostrd que, en un
acuifero contaminado con petroleo, vidrios silicatados con P y Fe en su estructura cristalina, son
preferencialmente colonizados por microorganismos y soportan comunidades microbianas con
diferentes estructuras, mientras que los vidrios sin estos elementos permanecieron estériles de
microorganismos. Por su parte, Gleeson (2005) encontré6 que, en una pegmatita expuesta a
meteorizacién, diferentes minerales (cuarzo, plagioclasa, feldespato alcalino y moscovita) fueron
colonizados por comunidades bacterianas con una Unica estructura, mostrando una correlacion
entre la presencia de ribotipos especificos en las superficies de cuarzo, plagioclasa, feldespato

alcalino y moscovita con la presencia de ciertos elementos, incluidos Ca, K, Na, P, Fe, Al y Si.
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En ese sentido, es posible tomar los elementos quimicos como el P, K, Mg y Na segun
Carson (2009), el P y Fe segun (Mauck & Roberts, 2007; Roberts, 2004; Rogers & Bennett, 2004)
y Ca, K, Na, P, Fe, Al y Si segin Gleeson (2005), como los principales componentes que controlan

la emergencia y diversidad de las bacterias litobionticas.

Las bacterias que crecieron a partir de calcita tenian como fuente principal de
macronutrientes Ca y C y en menor proporcion trazas de micronutrientes como Si, Al, Fe y Mg
(Madigan, 2004). Parece haber un equilibrio entre los bacilos y cocos que de alli crecieron; cinco

bacilos Gram negativos y uno Gram positivo; seis cocos Gram positivos y una levadura.

En contraste, la microclina tiene una fuente importante de macronutrientes como Si, Al y
K y cantidades menores de micronutrientes como Na, Ca, Ba y Fe (Madigan, 2004), esto puede
explicar la distribucion en las morfologias encontradas en sus comunidades microbianas, ocho
asilamientos de bacilos (tres Gram negativos y cinco Gram positivos); tres aislamientos de cocos

(uno Gram negativo) y dos levaduras.

El cuarzo tiene practicamente solo Si como macronutriente y muy pequefias trazas de Ca,
Al 'y Cl como micronutrientes (Madigan, 2004). Parece que esta limitacion en nutrientes afecta la
distribucion de morfologias ya que alli solo crecieron seis Bacilos todos Gram positivos, un Coco

Gram positivo y una levadura.
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A partir de los resultados de tincién de Gram, se encontraron 4 hongos levaduriformes
dentro de los 33 morfotipos microbianos recuperados de los microambientes endoliticos, esto
aporta nueva informacion a los reportes de microorganismos endoliticos, puesto que por lo general
los hongos levaduriformes requieren un ambiente aerobio para su crecimiento y desarrollo. Es
posible que futuros estudios retomen esta informacion ya que dentro de un sustrato liquido la

disponibilidad de oxigeno es limitada.

La Unica levadura que creci¢ a partir de cuarzo no crecio en medio enriquecido con cuarzo
ni en medio enriquecido con feldespato alcalino (Figura 4-19). De los dos morfotipos de levaduras
que crecieron originalmente en medio de feldespato alcalino, ninguna crecié en medio enriquecido
con cuarzo, pero solo una de las dos (FK7) crecié en medio enriguecido con calcita. La levadura
cultivada a partir de cuarzo creci6 tanto en medio de calcita como en medio de feldespato alcalino
(Figura 4-20), esto quiere decir que, de los cuatro hongos levaduriformes que crecieron dentro de
los minerales, este hongo levaduriforme es el Unico que parece tener un grado de adaptabilidad a

los cambios en su fuente nutricional.

Dentro de las muestras de calcita sembradas en diferentes factores fisicoquimicos, se
encontraron datos interesantes. EI Unico morfotipo de levadura que crecio a partir de calcita no
crecio en medio enriquecido con feldespato alcalino ni en medio enriquecido con cuarzo. Esto
puede indicar que posiblemente las levaduras obtenidas a partir de calcita tienen un grado menor
de adaptabilidad a cambios en las concentraciones de nutrientes que las bacterias endoliticas. El

anico morfotipo de bacilo Gram positivo de la muestra de calcita, que ademas es el Unico
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endosporado de los 33 morfotipos, no tolerd condiciones normales en contraste con el resto de
morfotipos obtenidos de calcita como son temperatura de 14°C y de 37°C. Estas diferencias
indican gue las condiciones normales o adecuadas para los otros microorganismos son hostiles
para este morfotipo de bacilo, por lo tanto, puede que este morfotipo sea de caracter extremofilo,

ya que necesita condiciones muy especificas como 15°, 60°C o 100°C para su crecimiento.

Dentro de los morfotipos recuperados a partir de la microclina se encuentra el Gnico coco
Gram negativo (FK11) de los 33 morfotipos endoliticos. Este morfotipo parece tener la versatilidad
de adaptarse exitosamente cuando es sembrado en medio nutritivo con elementos quimicos
distintos a los que usualmente utiliza como fuente nutricional, lo cual implica que puede tolerar

niveles de estrés mayores que el resto de los microorganismos endoliticos.

Ademas del morfotipo FK11, los morfotipos C5, Q2, Q3, Q7 y FK3 también crecieron en
medios de cultivo enriquecidos con minerales diferentes a los cuales fueron extraidos. Este dato
indica que la mayoria de los microorganismos endoliticos necesitan especificamente la cantidad y
concentracion de nutrientes disponibles en su mineral de origen y que, un cambio en esta fuente

nutricional resulta en un habitat estresante para ellos.

Distinguir entre estructuras minerales biolégicamente inducidas, de patrones de
organizacion mineral resultantes de fendmenos inorganicos es fundamental para proponer
biomarcadores que ayuden a identificar trazas de vida en el pasado o presente de una superficie

planetaria extraterrestre (Banfield, Moreau, Chan, Welch, & Little, 2001; Cousins et al., 2016;
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Noffke, 2010). En este trabajo se identificaron diferentes morfologias microbianas, en conjunto
con hongos levaduriformes, que utilizan el interior de tres minerales formadores de roca (calcita,
feldespato alcalino y cuarzo) como microhabitat y fuente de nutrientes. Dado que, en el futuro,
posiblemente solo se disponga de material mineral proveniente de otra superficie planetaria para
su estudio, es indispensable comprender los limites y organizacion de vida microbiana dentro de
las superficies litoldgicas (Ascaso, 2002). Por consiguiente, al desarrollar técnicas que permitan
identificar comunidades microbianas endoliticas, cuyo margen de error sea minimo, se permitira
comprometer a los microorganismos a ciertos elementos quimicos dentro de minerales especificos.
De modo que se podria aplicar este conocimiento para detectar potenciales comunidades

microbianas endoliticas en rocas 0 minerales provenientes de un planeta u otro cuerpo rocoso.

La superficie de Marte es actualmente un ambiente inhospito para la vida como la
conocemos (NRC, 2007). Dentro de las condiciones hostiles para la vida se encuentran su delgada
atmaosfera, que recibe abundante radiacion ultravioleta y aridez extrema. Ademas, las temperaturas
medias en superficie, que son aproximadamente 215K en el ecuador y 160K en los polos, pueden
fluctuar ampliamente en los dias de verano, cambios que resultan hostiles a cualquier actividad

bidtica.

En la mayor parte de Marte los primeros kilometros de la litdsfera se congelan en una
delgada cridsfera. Sin embargo, es posible que exista agua circulando en la subsuperficie somera
como parte de un extenso sistema subterraneo de agua salina. Asimismo, son comunes fuertes

vientos y tormentas de arena en la superficie. El suelo marciano es altamente oxidante y los rovers



118

Viking no han detectado ninguna traza de carbon organico. Debido a estas caracteristicas en la
superficie marciana, la comunidad cientifica ha reconocido que ésta pudo haber provisto mas
ambientes habitables y condiciones méas favorables para la formacién y preservacion de
biomarcadores (Léveille & Datta, 2010). Organizaciones como la National Research Council ha
recomendado a la NASA priorizar la basqueda de depositos de minerales asociados con agua

subsuperficial y que las futuras misiones sean capaces de acceder a la subsuperficie (NRC, 2007).

Aunque la mayoria de las rocas en Marte son predominantemente basicas, existe una
region en marte cercana al Crater Antoniadi, donde se ha identificado por medio de imagenes
satelitales de alta resolucion cuarzo cristalino (Smith & Bandfield, 2012). Es la Unica zona de
Marte donde se ha reportado este mineral rico en silice, que ademas esta asociado con plagioclasa,
lo que implica que ese afloramiento puede representar un pluton félsico que fue exhumado por
impactos (Bandfield, Hamilton, Christense, & McSween Jr, 2004a). Por lo anterior el crater
Antoniadi en Marte es un lugar plausible para buscar colonias microbianas endoliticas similares a

las que se han encontrado en el presente trabajo.

Por otra parte, a causa de que Marte tiene predominantemente rocas igneas maficas en su
superficie, en futuros trabajos se puede replicar esta metodologia en rocas basalticas en Colombia.
De esta manera se puede aumentar el potencial astrobioldgico de los estudios en comunidades
microbianas endoliticas en Colombia, lo cual resulta de suma importancia en términos de

bioprospeccion.
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6 Conclusiones

El hallazgo de bacterias y levaduras endoliticas en Villa de Leyva y Pescadero, sugiere
que las comunidades microbianas endoliticas pueden crecer en ambientes cuyos climas no son
tan extremos, puesto que la clasificacion climéatica de ambos lugares es semiérida. Esto arroja
la hipotesis de que las comunidades microbianas endoliticas no solamente se restringen a
lugares en donde los indices de radiacion o aridez son extremadamente altos como el desierto
de Atacama o en ambientes extremadamente secos como la Antartida. Este trabajo aporta
nueva informacion a los reportes de bacterias y levaduras endoliticas, las cuales regularmente
estan restringidas a regiones aridas o hiperaridas y en altas latitudes alrededor del mundo. Por
lo tanto, abre nuevas posibilidades en el estudio de la Geomicrobiologia al situar bacterias
endoliticas en una zona intertropical con altos indices de humedad y bajos indices de aridez.
Sin embargo, existen dudas sobre el papel que juegan las condiciones climaticas sobre la
aparicion de estos microorganismos. Es posible plantear en futuros trabajos metodologias que
ayuden a comprender la relacion entre la radiacion, temperatura y humedad con el tipo de

microorganismos endoliticos de un area de estudio determinada en Colombia.

Con respecto a la MEB, aun cuando los resultados no fueron concluyentes en la
observacion de estructuras microbianas tipicas, abre la posibilidad para la realizaciéon de
futuros trabajos en este campo, ya que después de un proceso previo de fijacion de la muestra

en la superficie mineral se podra identificar con mayor precision la presencia de los



120

microorganismos obtenidos en los sustratos liquidos. Por otra parte, por medio de MEB se
evidenci6 que los microorganismos cultivados a partir de calcita pueden ser tanto
chasmoliticos como criptoendoliticos. Los microorganismos que crecieron a partir de
microclina y cuarzo tan solo pueden ser criptoendoliticos. En futuros trabajos se puede hacer
MEB no solo para la muestra sino también para las bacterias crecidas en agar, después de un
proceso de secado. Asi, se tendria un punto de comparacion entre las morfologias encontradas

en el agar y en el interior de los minerales.

Como resultado del aislamiento y obtencién de morfotipos microbianos endoliticos,
se recuperaron 4 levaduras en total. Los informes de comunidades microbianas endoliticas,
generalmente reportan distintos tipos de bacterias y hongos. Consecuentemente, este trabajo
muestra evidencia de que los hongos levaduriformes también pueden aparecer en
microambientes endoliticos. Se recomienda continuar el estudio a futuro con la identificacion
molecular de los morfotipos obtenidos para establecer la identidad de los microorganismos

endoliticos presentes en los grupos minerales.

Las 12 comunidades bacterianas que fueron obtenidas y recuperadas del interior de la
calcita crecieron en distintas concentraciones de medio de cultivo enriquecido solo con ese
mineral; las 13 bacterias obtenidas a partir de la microclina también crecieron en distintas
concentraciones en medio de cultivo enriquecido Unicamente con este mineral; y del mismo

modo, las 8 bacterias obtenidas y recuperadas a partir del interior del cuarzo crecieron en
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distintas concentraciones en medio de cultivo enriquecido con ese mineral. Estos datos
sugieren gue las comunidades bacterianas endoliticas dentro de la calcita utilizaron Cay C, en
la microclina Si, Al y Ky en cuarzo usan solamente Si como fuente de macronutrientes. Por
consiguiente, las comunidades bacterianas endoliticas cultivables no solo utilizan dichos

minerales como habitat sino también como una fuente importante de nutrientes.

Los resultados estadisticos mostraron tendencias relacionales entre los morfotipos
bacterianos y algunos factores fisicoquimicos, sin embargo, al ser estos resultados cualitativos
y no cuantitativos este analisis tiene limitaciones. El hecho de reportar tendencias estadisticas
sin patrones genéticos puede resultar problematico para la descripcion de los microorganismos
endoliticos. Consecuentemente, es necesario realizar en trabajos futuros analisis moleculares
que permitan determinar el género o la especie de microorganismo comprometido al

microhabitat endolitico y a factores fisicoquimicos que condicionen su crecimiento.

Los minerales calcita, microclina y cuarzo tienen un alto potencial como
biomarcadores debido a que se encontraron microorganismos endoliticos en su interior. Las
condiciones de aridez y de irradiacion en Marte son similares a las que hay en el desierto de
Atacama, donde hay reportes de comunidades bacterianas endoliticas asociadas a cuarcitas,
yeso y areniscas. De modo que, posiblemente, en futuras misiones al planeta rojo donde
muestras de minerales como el cuarzo marciano sean recolectadas y retornen a la Tierra se
podrian estudiar las comunidades endoliticas que posiblemente existan en Marte en la

actualidad.
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