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X Geoquimica de pigmentos endoliticos en yesos expuestos a alta radiacion UV en
Colombia: Implicaciones astrobiologicas

Resumen

Geoquimica de pigmentos endoliticos en yesos expuestos a alta radiacion UV en
Colombia: Implicaciones astrobiolégicas
El yeso (CaSOW2HFO) constituye un refugio natural para comunidades microbianas
endoliticas, gracias a su capacidad de filtrar la radiacion ultravioleta y transmitir luz
fotosintéticamente activa. En esta tesis se estudido la diversidad, composicion y
adaptaciones fotoprotectores de comunidades microbianas endoliticas en depdsitos de
yeso de Los Santos (Santander), Sachica (Boyaca) y Chaparral (Tolima), representando
un gradiente altitudinal tropical entre 400 y 2200 m s.n.m. Mediante un enfoque multi-
analitico que integré espectroscopia Raman, MEB, analisis petrogréaficos, geoquimicos
(DRX, FRX, EMPA) técnica de estriado de placas y metagendmicos, se identificaron
pi gment os c a r-aarbtenn, o licapeng, asfakantina y luteina) y géneros
representativos de Cyanobacteriota y Chlorophyta en asociacion con Pseudomonadota,
Bacteroidota, Planctomycetota, Actinomycetota y Verrucomicrobiota. La comparacion
entre la geoquimica y la diversidad microbiana mostré que el incremento en el contenido
de arcillas se asocia con una disminucién en la diversidad, lo que sugiere que estas
impurezas pueden actuar como un factor limitante para el crecimiento endolitico. Un
analisis factorial multiple (AFM) integré variables geoquimicas, estructurales y climaticas,
demostrando que la composicion elemental y la opacidad del yeso median la respuesta
microbiana frente a gradientes de radiacién y altitud. Estos resultados evidencian que la
diversidad endolitica esta condicionada por la interaccién entre factores mineraldgicos y
ambientales, y que las comunidades fototroficas desarrollan estrategias de supervivencia
basadas en la colonizacién mineral, la sintesis de pigmentos protectores y la reparacion
celular. Los resultados de este estudio aportas nuevas perspectivas sobre la
bioreceptividad de los yesos en zonas tropicales y refuerza su relevancia como objetivos

de exploracién de biofirmas para la basqueda de vida en Marte.

Palabras clave: ( Microorganismos Endoliticos , Espectroscopia Raman, Microalgas
eucariotas, Cianobacterias, Geoquimica de yesos , Radiacion fotosintéticamente

Activa (RFA), Analisis Factorial Mdltiple, Astrobiologia , Marte).
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Abstract

Geochemistry of Endolithic Pigments in Gypsum Exposed to High UV Radiation in
Colombia: Astrobiological Implications

Gypsum (CaSOW2HFO) constitutes a natural refuge for endolithic microbial communities
due to its ability to filter ultraviolet radiation while transmitting photosynthetically active light.
This thesis investigates the diversity, composition, and photoprotective adaptations of
endolithic microbial communities inhabiting gypsum deposits from Los Santos (Santander),
Sachica (Boyacd), and Chaparral (Tolima), spanning a tropical altitudinal gradient between
400 and 2200 m a.s.l. Using a multi-analytical approach that integrated Raman
spectroscopy, SEM, petrographic and geochemical analyses (XRD, XRF, EMPA), plate
streaking techniques, and metagenomic analyses, carotenoid pigments (b-carotene,
lycopene, astaxanthin, and lutein) and representative genera of Cyanobacteriota and
Chlorophyta were identified, in association with Pseudomonadota, Bacteroidota,
Planctomycetota, Actinomycetota, and Verrucomicrobiota. The comparison between
geochemistry and microbial diversity showed that an increase in clay content is associated
with a decrease in diversity, suggesting that such impurities may act as a limiting factor for
endolithic growth. A Multiple Factor Analysis (MFA) integrating geochemical, structural, and
climatic variables revealed that the elemental compaosition and opacity of gypsum mediate
microbial responses to radiation and altitude gradients. These findings demonstrate that
endolithic diversity is controlled by the interaction between mineralogical and
environmental factors, and that phototrophic communities develop survival strategies
based on mineral colonization, pigment synthesis, and cellular repair. The results of this
study provide new insights into the bioreceptivity of tropical gypsum substrates and
reinforce their relevance as exploration targets for biosignature detection and the search

for life on Mars.

Keywords:  (Endolithic Microorganisms; Raman Spectroscopy; Eukaryotic
Microalgae; Cyanobacteria; Gypsum Geochemistry; Photosynthetically Active
Radiation (PAR); Multiple Factor Analysis (MFA); Astrobiology; Mars ).
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Introduccion

Los microorganismos, formas de vida generalmente unicelulares y de tamafio
microscopico, son capaces de colonizar practicamente todos los ambientes de la Tierra,
incluidas las rocas (Sajjad et al., 2022). A este grupo de microorganismos que habitan en
las rocas se les conoce como litobiontes, que pueden sobrevivir utilizando los recursos
disponibles en el agua, aire o directamente de la roca. Mdltiples especies de microalgas,
cianobacterias, arqueas, hongos y bacterias pueden desarrollarse sobre una amplia
variedad de sustratos liticos bajo condiciones climéticas extremas o contrastantes.
Aquellos que habitan la superficie de la roca se denominan epiliticos, mientras que aquellos
que colonizan el interior se denominan endoliticos (Makhalanyane et al., 2014). Los
endoliticos se clasifican a su vez, de acuerdo con el lugar que ocupan dentro de la roca: i)
criptoendoliticos, viven dentro de la porosidad, ii) chasmoendoliticos, viven dentro de las
fisuras, iii) euendoliticos, penetran activamente la roca creando nuevas cavidades, y iv)
autoendoliticos, contribuyen a la depositacién de minerales en las rocas (Golubic et al.,
1981; Marlow et al., 2015).

La investigacion de los microorganismos endoliticos tiene muchas aplicaciones a nivel
cientifico y biotecnoldgico. El estudio de su papel en los procesos de protecciéon o
meteorizacion de las rocas resulta relevante para disciplinas como la conservacion del
patrimonio arquitectéonico (McNamara et al., 2006). En el area de la biotecnologia,
proporcionan indicios sobre la captura de gases de efecto invernadero. En marmoles o
calizas, algunas cianobacterias endoliticas han demostrado ser capaces de utilizar el
bicarbonato como fuente de carbono para reciclar COz2 y transformar este gas de efecto
invernadero en productos organicos Utiles, abriendo nuevas perspectivas para la
sostenibilidad ambiental con el potencial de convertirlo en biodiesel (Singh, Tripathi, &
Thakur, 2014). En el campo de la astrobiologia, los microrganismos endoliticos ofrecen
pistas sobre la posibilidad de encontrar microh&bitats endoliticos en el subsuelo de Marte.
El planeta rojo es probablemente estéril de vida en superficie debido a la radiacion
coésmica, radiacion ultravioleta y la escasez de agua liquida. Sin embargo, minerales
traslicidos como el yeso, la calcita o el cuarzo, ofrecen microh4bitats en donde
potencialmente los microorganismos obtienen proteccion de la matriz rocosa para
refugiarse de los rayos UV, la radiacion ionizante y a la vez aprovechan la humedad
almacenada gracias a la porosidad de las rocas para lidiar con zonas de desecacién
extrema (Cockell et al., 2010, 2018; Westall et al., 2015).
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En los ultimos afios el estudio de los nichos endoliticos se ha vuelto relevante, no solo para
resolver problemas actuales como la crisis climatica (Singh, Tripathi, & Thakur, 2014,
Tripathi et al., 2015), sino también para comprender patrones de adaptacion de los
microorganismos frente a condiciones extremas, por lo que resultan ser excelentes
analogos para buscar vida fuera del planeta Tierra (Wierzchos et al., 2013). Sin embargo,
su investigacion se ha limitado principalmente a paises ubicados en latitudes altas
(Jehl i | ka ,ddandedalirradiacidh 8ckadnp es constante ni uniforme durante todo
el afio. Por ello, la region del planeta cercana al ecuador se encuentra privada de
investigacion relacionada con la adaptacibn microbiana a habitats endoliticos,
especialmente en regiones montafiosas de elevada altitud, altos niveles de radiacién UV'y
una irradiacion solar uniforme a lo largo del afio, como sucede en el territorio colombiano.
En Colombia, ubicado en el ecuador, se encuentra la Cordillera de los Andes una de las
cadenas montafiosas mas importantes del mundo, cuya altitud alcanza hasta los 5200 m
en la Cordillera oriental y donde la radiacion UV alcanzan indices de entre 9-13 (IDEAM,
2010). Esto hace a Colombia el perfecto laboratorio natural para investigar el efecto que
tiene las elevadas alturas de sus cadenas montafiosas en conjunto con la irradiacion solar
mas o menos uniforme durante todo el afio en la colonizacion de microrganismos
endoliticos y su expresion en términos de pigmentos protectores, en especial en minerales

transldcidos como el yeso.

Hasta la fecha, el Unico estudio sobre microorganismos endoliticos en Colombia fue
realizado por Corzo-Acosta & Corzo (2022), donde se analiza, por medio de
correspondencias multiples, la correlacién entre morfotipos bacterianos cultivables y la
composicion mineral de tres minerales (cuarzo, calcita y feldespato alcalino), y su
aplicacion a la busqueda de vida en Marte. Aunque otras investigaciones en Colombia han
explorado temas como la biodegradacion de derrames de petréleo (Hernandez-Torres et
al., 2016) o la biooxidaciébn de minerales toxicos, como la arsenopirita (Barragan et al.,
2020), existe una brecha de conocimiento en cuanto a la diversidad de los
microorganismos endoliticos y su relacion con diferentes litologias en zonas tropicales con
altos indices de radiacion UV. La existencia de depdsitos de yeso en los altiplanos de
Boyaca y Cundinamarca y Tolima y Santander (Daza & Osorio, 1972) hace que Colombia
sea un escenario propicio para investigar la influencia de la radiacion UV en la formacién
de pigmentos protectores desarrollados por los microorganismos endoliticos en yesos

translicidos.
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Como la astrobiologia es uno de los objetivos de esta tesis, se tendrdn en cuenta los
equipos mas utilizados por los rovers que actualmente buscan sefiales de vida en Marte.
SeguinJ e hl i | ka e el usaHe equipgs2obustds)de alta resolucion resulta poco
viable en la investigacion astrobioldgica, por esta razon, el rover Perseverance tiene
incorporado el instrumento SHERLOC (Scanning Habitable Environments with Raman and
Luminescence for Organics and Chemicals), que cuenta un espectrometro Raman
miniatura acoplado a un sistema de fluorescencia que permite identificar compuestos
organicos, minerales hidratados y posibles biosignaturas directamente en la superficie
marciana (Beegle et al.,, 2015). Su principal ventaja es que provee informacion
espectroscépica y molecular sobre muestras minerales y organicas sin necesidad de
tratamiento previoalanalisis( Jeh | i | ka, Edwa rpbrdoqued&es@aneungti 2 01 4)
para identificar pigmentos endoliticos como clorofila, carotenoides, escitonemina,
gloeocapsina entre otros, que juegan un rol importante en la fotosintesis y/o protegen a los

microorganismos contra la radiacionUvV ( J e h | i | k a, Edwar ds, & Or en, 201

En esta tesis se aprovechan las ventajas de la espectroscopia Raman para identificar
posibles biomarcadores endoliticos presentes en el interior de seis muestras de yeso.
Complementariamente, se aplican técnicas de cultivo, clasificacibn mediante claves
taxondmicas y andlisis metagenémico de los microorganismos endoliticos, junto con una
caracterizacion geoquimica detallada del sustrato y la compilacion de datos de radiaciéon
fotosintéticamente activa y ultravioleta. El objetivo central de este trabajo es evaluar como
la geoquimica del yeso (CaSOW2HFO) en las Formaciones Paja y Rosablanca y Grupo
Gualanday, en combinacion con factores medioambientales asociados a la altitud,
condicionan la presencia, diversidad y adaptacion de las comunidades fotosintéticas
endoliticas y sus pigmentos fotoprotectores. El primer capitulo se centra en la deteccion y
discriminacién de carotenoides mediante espectroscopia Raman, complementada con
clasificacion por claves taxondmicas y microscopia electrénica de barrido (MEB). El
segundo capitulo aborda la caracterizacion del sustrato mediante petrografia,
fluorescencia de rayos X, difraccion de rayos X y microsonda, integrada con el analisis
metagenomico del ADN extraido de los cultivos. Finalmente, el tercer capitulo emplea un
andlisis factorial multiple para correlacionar variables ambientales y geoquimicas con la
diversidad endolitica observada. Este enfoque integral permitira profundizar en la

comprension de la ecologia microbiana en sustratos liticos y proporcionard una base
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metodoldgica y conceptual para futuras investigaciones astrobiologicas, especialmente en

la busqueda de vida en ambientes extremos como los que podrian encontrarse en Marte.
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1.1 Resumen

El yeso (CaSO®2HFO) es un mineral evaporitico que a menudo alberga comunidades
microbianas endoliticas. Su matriz cristalina actia como escudo frente a la radiacion
ultravioleta, al tiempo que permite el paso de radiacion fotosintéticamente activa. Este
estudio presenta el primer reporte de comunidades microbianas fotosintéticas endoliticas
y sus pigmentos protectores en depdsitos de yeso de Los Santos (Santander, ~4001 800
m s.n.m.), Sachica (Boyaca, ~2200 m s.n.m.) y Chaparral (Tolima, ~4001 700 m s.n.m.).
Se investigd la biodiversidad fototréfica en yeso, con énfasis en los mecanismos de

adaptacion asociados a la fotoproteccion mediada por carotenoides, mediante un enfoque

mult-canal 2ti co. La espectroscop?a R a-geaoteno rye v e |

licopeno, y posibles sefiales de cantaxantina, astaxantina y luteina en pigmentos de color
rojo, amarillo, negro y verde. Estos resultados se complementaron con técnica de estriado
de placas y microscopia electronica de barrido, que confirmaron la presencia de
Cladophora, Oocystis y Chlorella (microalgas verdes), asi como Phormidium
(cianobacterias), dispuestos en filamentos o como células aisladas incrustadas en la matriz
de yeso. Los hallazgos amplian el conocimiento sobre la biodiversidad microbiana en
ambientes evaporiticos ecuatoriales y resaltan el papel del yeso como refugio éptico que
atenua la radiacion UV mientras transmite luz util para la fotosintesis. Este trabajo aporta
perspectivas relevantes para la astrobiologia y propone una metodologia complementaria

para la deteccion de biomarcadores en depésitos de yeso de Marte.
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1.2 Introduccidn

Los microorganismos pueden colonizar todos los rincones de la Tierra, pero solo crecen
en habitats adecuados (Baas-Becking, 1934). Sin embargo, existe un grupo de
microorganismos que coloniza preferiblemente sustratos rocosos y se han reportado en
diversos ecosistemas alrededor del mundo (Gorbushina, 2007). Estos microorganismos,
denominados litobioticos, se clasifican segun la porcion de la roca que colonizan. Los
epiliticos habitan en la superficie de la roca, los endoliticos en su interior cercano a la
superficie, los hipoliticos bajo las rocas y los hipoendoliticos dentro de las rocas, pero cerca
de la parte bentral. Los endoliticos, a su vez, se clasifican de acuerdo con el tipo de espacio
gue ocupan, los chasmoendoliticos, colonizan fisuras y fracturas y los criptoendoliticos
colonizan la porosidad de laroca ( NDme | kov § e.tDen@ol de Jas rdc@s2c8n
potencial para albergar microorganismos endoliticos, el yeso (CaS04-2H,0) es
frecuentemente es colonizado por microrganismos fotosintéticos puesto que provee
proteccion contra la radiacién UV a la vez que permite radiacion de activacion fotosintética
penetrar el sustrato rocoso (Cockell et al., 2008) .

El yeso es proclive a la colonizacion microbiana endolitica independientemente de la
disponibilidad de agua liquida, ( J e h | i | k a ,eg poraesta razon2j0edos jeportes
sobre microorganismos endoliticos en yeso provienen de hébitats muy diversos en cuanto
a temperatura, humedad e irradiacion solar. Hay reportes de endoliticos en yeso en
regiones montafiosas altas como las montafias Harz en Alemania (Boison et al., 2004), a
nivel del mar como el surde Sicilia( NOme | kov 8§ et gaehelcrateRde inpacto
Haughton, en la isla Devon, y en el Artico canadiense (Parnell et al., 2004). Algunos
estudios se han realizado en ambientes aridos como el Valle de la Muerte, en EE. UU.
(Douglas, 2004) y el sur de Tunez (Stivaletta et al., 2010). Los estudios realizados en
regiones extremadamente secas como el desierto de Atacama son de especial interés para
estudios astrobiol6gicos, ya que sirven como un laboratorio para testear los limites de la
vida en términos de escasez de agua liquida y altos niveles de radiacién UV (Wierzchos et
al.,, 2011, 2015). Sin embargo, todos estos estudios se han realizado en latitudes altas,
donde la insolacion solar anual es mas baja que en el ecuador, debido a los cambios

estacionales. Por esta razon, la posicién ecuatorial de Colombia y sus cadenas

2023)
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montafiosas constituyen un excelente laboratorio para estudiar la aparicion de
microorganismos endoliticos bajo niveles elevados de insolacion y radiacion UV,
destacando el papel del yeso como un AdArefugio
dafiina y transmitir longitudes de onda utiles para la fotosintesis.

Las colonias microbianas clorofototréficas endoliticas aprovechan las propiedades fisicas
y estructurales de los depdsitos de yeso translicido como estrategia de adaptacion a la
radiacion (Wierzchos et al., 2015). Sin embargo, como estrategia de proteccidn adicional,
muchos grupos de procariotas producen carotenoides y/o flexirubinas que actlan
absorbiendo la radiacién en el rango azul del espectro, proveyendo a los microorganismos
proteccion extra contra la irradiacion en general mientras que otros producen pigmentos
como la escitonemina y los aminoacidos tipo micosporina que protegen a las células contra
la radiacion UV dafina (Stanier & Cohen-Bazire, 1977). Dado que los pigmentos capaces
de absorber UV-C y UV-B estan ampliamente distribuidos en todos los dominios de la vida,
su estudio es de gran interés en exobiologia, especialmente en Marte, donde la superficie
esta expuesta a altos niveles de radiacion (Osterrothova et al., 2019).

Ademas de los carotenoides, existen una variedad de otros pigmentos, como las clorofilas
y bacterioclorofilas que contienen magnesio, feofitinas y ficobiliproteinas, tipicos de las
cianobacterias, asi como pigmentos que contienen retinal, como la bacteriorrodopsina, la
halorrodopsina y la proteorrodopsina (Oren, 2011). Los carotenoides, por ejemplo, exhiben
una gran diversidad estructural, con una estructura esquelética de polieno, y desempefian
funciones esenciales en los microorganismos. Estos pigmentos, ampliamente distribuidos
en procariotas y eucariotas, son fundamentales tanto para la captura de energia en los
complejos fotosintéticos como para la proteccién contra la radiacion ultravioleta y la
reparacion del dafio celular. En este contexto, la espectroscopia Raman se presenta como
una herramienta clave para estudiar estos pigmentos debido a su capacidad para
identificar moléculas con enlaces conjugados, como los carotenoides, sin alterar las
muestras, facilitando asi su uso en la astrobiologia. Ademas, la capacidad fotoprotectora
de los carotenoides para interceptar especies tripletas de clorofila y prevenir la formacién
de oxigeno singlete (*OF) (Moore & Gust, 1989) aumenta la relevancia de su estudio,

especialmente en ambientes como Marte, donde la exposicion a radiacion UV es muy
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elevada. Al permitir la identificacion no destructiva de estos pigmentos, la espectroscopia
Raman abre nuevas posibilidades para estudiar la adaptacion microbiana a condiciones
extremas de otros planetas, pues en la investigacion planetaria, incluida la astrobiologia,
el uso de instrumentacion pesada y compleja estd descartado. Por esta razon, la
espectroscopia Raman, con un alto potencial de miniaturizaciéon (Edwards et al., 2012a),
ha sido incluida en el Rover Perseverance como una herramienta muy util para la deteccién
de biomarcadores (Witze, 2022).

En este capitulo esta enfocado en la deteccién y discriminacién de carotenoides mediante
espectroscopia Raman en combinacion con la técnica de estriado en placas para la
clasificacion taxonémica de microalgas y cianobacterias y Microscopia electrénica de
Barrido. Para efectos de este trabajo, la identificacion de carotenoides esta basada en el
trabajo realizado por ( Jehl i | k a, Edwar ds, O sdbnele utilizan Hae
sefal es de(d=@) erbehintehalo de 15057 1530 cm™. Algunos carotenoides,
c 0 mo -carbtenb, son comunes en multiples grupos microbianos, mientras que otros son
especificos de pocas especies, como la salinixantina en Salinibacter ruber ( J e h |
Edwards, & Oren, 2014).

Este estudio reporta comunidades microbianas fotosintéticas endoliticas y sus pigmentos
protectores en depdsitos de yeso provenientes de tres zonas altitudinales de Colombia:
Los Santos (Santander, ~4001 800 m s. n. m.), Sachica (Boyaca, ~2200 m s. n. m.) y
Chaparral (Tolima, ~400i 700 m s. n. m.). Se emple6 un enfoque multi-analitico para
estudiar la diversidad de migroorganismos fotosintéticos en yeso y los mecanismos de
adaptacion fotoprotectora mediados por carotenoides como resultado de estrés radiativo.
La espectroscop2a Raman revel - firmas e
caroteno y licopeno, y posiblemente a cantaxantina, astaxantina y luteina, en pigmentos
de color rojo, amarillo, negro y verde. Estos resultados fueron complementados con
cultivos microbiolégicos y microscopia electrénica de barrido (MEB), que confirmaron la
presencia de Cladophora, Oocystis y Chlorella (algas verdes), asi como de Phormidium
(cianobacteria), organizadas en largos filamentos o como células aisladas incrustadas en
la matriz de yeso. Es importante resaltar que el enfoque de cultivo no introduce nuevas
especies, sino que amplifica la biomasa microbiana preexistente en el yeso, facilitando su

deteccién y analisis.

spectrale
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1.3 Area de estudio

Teniendo en cuenta que los niveles de radiacion UV en Colombia son altos y uniformes
durante todo el afio (Sol6rzano et al., 2000), se seleccionaron tres localidades en Colombia
a lo largo de un gradiente altitudinal. Se eligieron tres formaciones geolégicas asociadas
con depositos de yeso, cuyas muestras presentan alguno de los pigmentos protectores

mencionados.

El primer punto de estudio se encuentra en la Mesa de los Santos, en el costado sur del
rio Chicamocha (Figura 1-1 A). Alli afloran depésitos de yeso dentro de la Formacion
Rosablancay en la Formacion Paja. La Formacion Rosablanca exhibe una secuencia facial
gue puede interpretarse como submareal, intermareal y supramareal. La distribucién y
repeticion de las distintas facies dentro de la sucesion litolégica sugieren un avance
progresivo del mar hacia el este, interrumpido por breves oscilaciones de retroceso. La
formacion esta compuesta principalmente por calizas de tonalidades grises claras y
azulosas, ricas en fosiles, que se alternan con lutitas y lutitas arenosas. Su espesor total
alcanza aproximadamente los 300 metros y constituye la porcion superior del escarpe del
Cafon del Chicamocha. La facies yesifera de esta formacidn muestra caracteristicas
similares a las de un moderno Sabkha persa (Etayo-Serna & Pava, 1985). En la parte
inferior de la formacion, aproximadamente a 16 metros del contacto con la Formacion
Tambor, se encuentra una secuencia de entre 12 y 15 metros de espesor que contiene
estratos de yeso con espesores variables entre 0.30 y 2.20 metros. Estos estratos estan
intercalados con capas de calizas y lutitas grises y, lateralmente, tienden a transformarse
en calizas arcillosas, adoptando una morfologia lenticular (Cruz-Montoya, 2018) (Figura
1-1 A).

El segundo punto de estudio se encuentra en la Formacién Paja, que aflora ampliamente
en los alrededores de los municipios de Villa de Leyva y Sachica (Figura 1-1 B). Esta
formacion estad compuesta por una secuencia de shales negros a varicoloreados con
concreciones calcareas e intercalaciones de yeso. En la zona suroccidental del anticlinal
de Arcabuco, los afloramientos de yeso presentan espesores entre 2 y 5 mm, intercalados

con lodolitas, arcillolitas y niveles de caliza de hasta 50 cm (Etayo-Serna, 1975). La
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distribucion lateral y vertical de las diversas formas de yeso permite reconocer sectores
similares a los diferenciados por Butler (1969) en las llanuras salinas intermareales y
supramareales actuales de Abu Dhabi (Golfo Pérsico). Estos sectores estan controlados
por la frecuencia de inundaciones de marea y por minerales evaporiticos, lo que indica un

clima célido con alta evaporacion y salinidad elevada (Figura 1-1 B).

El tercer punto de estudio se localiza en los alrededores de Chaparral, Tolima (Figura 1-1
C). Alli los depésitos de yeso pertenecen al grupo Gualanday que se divide en tres
miembros: conglomerados polimicticos en el inferior, arcillolitas rojas en el medio, y
conglomerados y areniscas en el superior. El yeso se encuentra embebido en los niveles
de arcillas poco consolidadas de color rojo 0 morado con bandas blancas, grises y verdes.
A veces se reconoce una ligera estratificacion cruzada. Con frecuencia se hallan lentes
pequefios de yeso cristalizado (Burgl, 1961). En la zona de recoleccién los niveles de yeso
alcanzan un espesor de entre 5 y 10 cm. El ambiente de sedimentacion del Grupo
Gualanday fue continental, de tipo aluvial, en donde se mezclaron abanicos, rios trenzados
y llanuras de inundacién (Anderson, 1972) muy ligado con el proceso de levantamiento de
la Cordillera Central (Figura 1-1 C).
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Figura 1-1: Mapa geoldgico y topogréafico de Los Santos, Sachica y Chaparral tomado y modificado del Servicio

Geoldgico Colombiano.

A) Mapa geoldgico de la Mesa de Los Santos. Los diamantes color vino y marrén indican afloramientos de las
formaciones Rosablanca y Paja, respectivamente (Modificado de las planchas 120 y 135 Pulido, 1979; Ward
etal., 1973). (B) Mapa geoldgico de Villa de Leyva y Sachica. Los diamantes dorado y azul marcan zonas de
muestreo en la Formacion Paja (modificado de las planchas 190 y 191 Ulloa et al., 1976) . C) Mapa geoldgico
de Chaparral, Tolima. Los diamantes rojo y azul sefialan sitios con yesos de la Formacion Gualanday Medio
(modificado de la plancha 282 Jaime et al., 1993). D) Mapa topografico general de Colombia (modificado de
Wikipedia).

1.4 Métodos

1.4.1 Recoleccidon de muestras en campo

Se recolectaron muestras de yeso en dos afloramientos representativos dentro de tres
localidades geogréficas del territorio colombiano: (1) Formacién Paja, en el municipio de

Sachicai Villa de Leyva, Boyaca; (2) Grupo Gualanday, en Chaparral, Tolima y (3)
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Formacion Rosablanca, en Los Santos (Santander). Estas regiones fueron seleccionadas
debido a que presentan altos niveles de radiacion ultravioleta (indices UV entre 9 y 11)
(IDEAM, 2010) y cuentan con yacimientos de yeso ampliamente descritos en la literatura
geolégica por Etayo-Serna (1975), Nufiez Tello (2001) y Cruz-Montoya (2018)
respectivamente. En cada una de las localidades, se priorizé la recoleccién en
afloramientos donde el yeso estuviera expuesto directamente a la radiacién solar, con el
fin de maximizar la posibilidad de encontrar comunidades endoliticas adaptadas a altos
niveles de radiacion solar. No obstante, en uno de los afloramientos de Chaparral (ChT-
01), también se recolectaron muestras provenientes de un sector sombreado, dado que en
dicha zona se observé una alta abundancia de pigmentos endoliticos visibles. En el
afloramiento de la Formacion Paja (Loma Blanca, Sachica), las laminas de yeso se
encuentran in situ y dispuestas de manera estratificada, por lo cual se tomaron datos
estructurales de rumbo y buzamiento. Por su parte, las muestras de la Formacién
Rosablanca también fueron recolectadas en estratificacion in situ, aunque no seguian una

orientacion paralela a los planos de estratificacion.

Durante el muestreo, se seleccionaron preferentemente fragmentos de yeso que
presentaban coloraciones internas visibles (rojo, verde, amarillo o negro), indicativas de
colonizacién endolitica. Para cada afloramiento se recolectaron datos del tope y la base
de los estratos, con el fin de estimar la profundidad de penetracion de los microorganismos

en la matriz mineral.

Todas las muestras fueron recolectadas bajo condiciones de esterilidad: se utilizaron
guantes de nitrilo y tapabocas, y se procedié a desinfectar el martillo con alcohol al 70 %
antes de cada extraccion (Wierzchos et al., 2011). Las muestras fueron inmediatamente
almacenadas en bolsas asépticas y conservadas a temperatura ambiente. En cada
localidad se recolectaron varios kilogramos de material, garantizando asi la disponibilidad

suficiente para la realizacion de todos los analisis posteriores.

1.4.2 Identificacion de pigmentos  endoliticos in situ

Para la deteccion de pigmentos endoliticos se utilizd la espectroscopia Raman, que

aprovecha los enlaces moleculares de una sustancia para analizar la composicion quimica
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y estructura molecular de una sustancia de manera no destructiva. La muestra se irradia
con un laser lo que genera una luz dispersada con la que se obtiene una "huella dactilar”
Unica. Esta técnica es util para identificar y caracterizar compuestos, identificar diferentes
formas de un mismo compuesto (polimorfos), y estudiar procesos como la cristalizacién o
reacciones quimicas en diversas areas, como la farmacéutica, la geologia,
geobiologia o la industria (Carey, 1982). A continuacion, se describen los pardmetros

utilizados y el equipo Raman.

1.4.2.1 Espectroscopia Raman

Se analizaron al menos diez muestras de yeso que contenian zonas endoliticas
visiblemente marcadas por pigmentos de color rojo, amarillo, verde y negro mediante
microscopia Raman confocal. Se utilizé un equipo de microscopia acoplado a un
espectrémetro Renishaw InVia (Renishaw, Wottoni underi Edge, Reino Unido), que cuenta
Microscopio Leica dm2500 m de grado de investigacion especialmente adaptado que
permite mediciones espectrales Raman confocal con una resolucion de profundidad mejor
a 2,5 um (con objetivo de 100x). Las muestras fueron fracturadas cuidadosamente para
exponer las zonas internas del yeso con presencia de coloracion, indicativas de posibles
pigmentos. Estas superficies fueron analizadas directamente, sin ningin tipo de
tratamiento quimico o fisico adicional, con el fin de preservar la distribucién y estado
original de los compuestos presentes. De acuerdo con ensayos preliminares, se determiné
gue las condiciones 6ptimas de adquisicion espectral incluyen el uso del laser de Ar 532
nm (l&ser verde), con una potencia del 0.5 % de 45 mW (0.225 mW), un tiempo de
exposiciéon de 10 segundos y 10 acumulaciones por punto analizado. El objetivo utilizado

fue el 50X Long Distance y el rango espectral evaluado se tomd desde ~ 550 a 1800 cmad.

1.4.2.2 Procesamiento de espectros Raman

Para el procesamiento de los datos espectrales se utilizé el Software Origin Lab. Las
sefiales fueron suavizadas utilizando un polinomio de segundo orden mediante el método
de Savitzky-Golay. Posteriormente, se aplic6 una correccién de linea base con la opcién
User Defined, empleando derivada segunda (Second Derivative) e interpolacion tipo
BSpline. Finalmente, para facilitar la comparacion grafica entre diferentes espectros, se

aplicé una normalizacién de las sefiales espectrales. Esta normalizacién consistié en dividir
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la intensidad de cada punto del espectro "Opor la intensidad maxima registrada en ese

espectro Oy (Ver Ecuacion 'O —):
U

O

() Oy PP

Esto permite escalar todas las curvas entre 0 y 1, conservando la forma relativa del
espectro, pero eliminando las diferencias debidas a intensidad absoluta, lo que resulta

especialmente Gtil para comparar la posicién y forma de los picos entre muestras.

1.4.3 Microscopia oOptica y clasificacion  de microorganismos

La presencia de pigmentos endoliticos encontrados en el interior de las muestras de yeso,
implican que hay una biodiversidad potencialmente fotosintética. Para identificar esa
diversidad se emplearon técnicas basicas de cultivo en microbiologia para

microorganismos fotosintéticos.

1.4.3.1 Cultivo y Aislamiento

El proceso de aislamiento de algas y cianobacterias se realiz6 por la técnica de estriado
de placas. El aislamiento por estriado de placas se realiz6 utilizando los medios nutritivos
Bol dds Ba s(BEM)ywue Greemll (BG11) solidificados con agar bacteriolégico,
previamente esterilizado (Andersen, 2005).

La roca de yeso se lavo con agua destilada y desionizada, se fragmenté en particulas de
un tamafno entre 5 y 10 mm, y posteriormente se sembraron en las cajas de Petri. Se
incubaron durante 20 dias o hasta observar crecimiento a una temperatura de 23 °C +/- 2
°C, intensidad luminica de 100 pmol m?2 sy un fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas
oscuridad. Durante el tiempo de incubacion, se examind semanalmente la muestra con
ayuda del microscopio, observando la presencia y desarrollo de colonias algales, las cuales
se repicaron en cajas Petri con medio nutritivo solido. El proceso de observacion y repique
se repiti6 hasta obtener cepas monoalgales (Arredondo et al., 2017; Rojas-Trivifio, 2011;
Valencia, 2004).
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1.4.3.2 Identificacion taxondmica

La identificacion taxondémica por morfologia se realiz6 a través de observacién en
microscopio oOptico Leica a un aumento de 400X a 1000X de cada una de las cepas,
utilizando claves taxondmicas dicotémicas de Koméarek & Anagnostidis (1989); Komarek &
Anagnostidis (2005); Krauss & Shihira (1965); C

1.4.4 ldentificacién de microorganismos  in situ

La microscopia electrénica de barrido se ha utilizado tradicionalmente en geomicrobiologia
para estudiar la distribuciébn de la biomasa endolitica en matrices minerales. A
continuacion, se describen los parametros utilizados de MEB y el equipo utilizado.

1.4.4.1 Microscopia electronica de barrido

Muestras de sulfato de calcio hidratado (yeso) fueron preparadas con el objetivo de realizar
una caracterizacion in situ de comunidades microbianas endoliticas presentes en la matriz
mineral, mediante microscopia electrénica de barrido (MEB). Dado que observaciones
preliminares mediante MEB directamente sobre los pigmentos presentes en el interior del
yeso no permitieron identificar estructuras microbianas fototroficas, se opt6 por una
estrategia alternativa. Se realizd un cultivo selectivo a partir de fragmentos internos del
yeso donde se detect6 la presencia de pigmentos, con el fin de favorecer la proliferacién
de la biomasa microbiana y asi aumentar la visibilidad de las células durante la observacién
microscépica. Esta aproximacion permitié obtener imdgenes mas claras y definidas de las
comunidades microbianas fototroficas asociadas al sustrato mineral. Las observaciones se
realizaron mediante microscopia electronica de barrido (MEB) utilizando un equipo Quanta
200 (FEI Company). Las muestras fueron previamente recubiertas con una capa
conductora de oro (99,99 % de pureza) mediante un sistema de pulverizacion catodica
(sputter coater Q150R ES, Quorum Technologies). Para la adquisicion de imagenes se
emplearon dos detectores: electrones retrodispersados (BSE) y electrones secundarios
(SE). Las condiciones operativas incluyeron un angulo de inclinacién de 0°, un voltaje de
aceleracién de 20 kV y una distancia de trabajo (WD) que varié entre 10 y 20 mm,

dependiendo de la imagen obtenida. La distancia de trabajo exacta utilizada en cada
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micrografia puede verificarse en el recuadro inferior correspondiente a los parametros de

adquisicion (indicador "WD").

1.5 Resultados

1.5.1 Identificacibn macroscopica del yeso  en localidades de
estudio

Formacion Rosablanca: Las Juntas, aproximadamente a 11 km al noroeste de
Villanueva, esta ubicada cerca de la confluencia de los rios Suarez y Chicamocha. La
seccion de roca expuesta, localizada en las coordenadas 6°45'56,7"N, 73°12'04,6"W y a
una altitud de 456 metros sobre el nivel del mar, tiene 30 metros de altura y 60 metros de
largo (Figura 1-2 A). La vegetacion estd compuesta principalmente por arbustos adaptados

a climas secos.

El primer afloramiento (LS-01) incluye capas de arcilla gris interestratificadas con calizas.
El yeso se encuentra en capas de entre 8 y 10 mm de espesor, encajando estratos
arcillosos previamente depositados, con algunas capas creciendo de forma perpendicular
a la estratificacion. Se recolectaron fragmentos de yeso aléctonos ex situ, lo que sugiere
gue fueron desplazados de su afloramiento original. Las fracturas en el afloramiento
contienen calcita. La orientacion este-oeste del afloramiento limita su exposicion solar

entre |l as 6: 00 a. m. y las 10: 00 a. m.

La muestra rotulada como 01B-V muestra pigmentos endoliticos verdes, con organismos
localizados a 2 mm por debajo del lado dorsal, colonizando el yeso desde esa profundidad
hacia abajo. La capa de yeso perpendicular a la estratificacion tiene un espesor
aproximado de 1 cm y presenta colores asociados a pigmentos microbianos (Figura 1-2A).
Otra muestra (LS-01B-V-In situ) fue encontrada verticalmente dentro de fracturas
orientadas S48E/15SW. Se identificaron organismos hipoliticos en la cara ventral, y
microorganismos endoliticos a 5 mm por debajo de esta. La capa de yeso varia entre 2 'y

3 cm de espesor y presenta segmentos bien cristalizados con pigmentacion.

Formacion Paja (Los Santos): El segundo sitio de muestreo en Los Santos (LS-03),
ubicado en las coordenadas 6°45'20.5"N, 73°12'17.1"W y a 858 metros sobre el nivel del
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mar, tiene 8 metros de altura y 30 metros de largo. El afloramiento contiene lutitas con
concreciones de amonitas y delgadas capas de yeso (de 2 a 6 mm de espesor), orientadas
de forma diagonal a la estratificacion. A diferencia de LS-01, no se observaron pigmentos
ni colonizacién microbiana (Figura 1-2 B). Las lutitas son comunmente negras o
abigarradas debido a la oxidacién de minerales ferromagnesianos. El yeso presenta una
orientacion de N45°0O/35NE, y el sitio experimenta menor competencia mecanica en

comparacion con LS-01.

Formacion Paja (Sachica): En Sachica se recolectaron muestras de dos puntos de
exposicion de yeso. El primer afloramiento, recolectado en una mina de yeso abandonada
(en adelante denominada SGM), se encuentra en las coordenadas 5°34'23.7"N,
73°31'48.3"W y a 2215 metros sobre el nivel del mar, y mide 4 metros de alto por 12 metros
de largo. El yeso, de variedad selenita, presenta tonalidades rojizas y anaranjadas debidas
a pigmentos internos (Figura 1-2 C). Este yeso es mayoritariamente horizontal y esta

expuesto a la luz solar entre las 12:00 p. m. y las 6:00 p. m.

El segundo afloramiento, Loma Blanca (LB), esta ubicado 3 km al este de Sachica, en las

coordenadas 5A34641.7"N, 73A30657.2"W y a 239

encuentra al costado derecho de una via sin pavimentar, dentro de una zanja al borde del
camino, y mide 1 metro de ancho por 500 metros de largo. Las capas de yeso,
interestratificadas con lutitas, arcillolitas y calizas, presentan una orientaciéon de
N40°E/68°SE (Figura 1-2 D). Se recolectaron siete muestras (rotuladas LB1i LB7), donde
LB3 y LB4 estan estratificadas mientras que LB1, LB2, LB5, LB6 y LB7 son muestras
meteorizada in in situ sin transporte aparente. LB7 tiene fragmentos de yeso de gran
tamafio cristalinos de selenita con una coloracién negra abundante atribuida a materia

organica.

Grupo Gualanday: EI dltimo sitio de muestreo se encuentra cerca de Chaparral, Tolima.
El primerpunto(ChT-01) est 8 ubicado en | as coordenadas
470 metros sobre el nivel del mar (Figura 1-2 E). El afloramiento tiene 6,18 metros de altura
y permanece en sombra la mayor parte del dia. La parte superior contiene conglomerados

y paquetes de arcillas meteorizadas, con bandas de yeso (de 1 a 3 cm de espesor) que

3
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rellenan fracturas. Se observé colonizacién de pigmentos endoliticos verdes en zonas
hamedas (Figura 1-2 E).

El otro punto de muestreo (ChT-03), ubicado a 7 km de Chaparral, en las coordenadas
3A44628. 4" N, 75A260627.7"W y a 670 metros
afloramiento de 5 metros de alto por 15 metros de largo que recibe luz solar durante todo
el dia (Figura 1-2 F). Fragmentos de yeso se encuentran distribuidos aleatoriamente sobre
las lutitas. El yeso es de textura fibrosa a masiva, con meteorizacién minima y clivaje bien
definido. Al romperse, los fragmentos exponen pigmentos de color verde esmeralda (Figura
1-3 1). El yeso es fibroso y no cristalino, se encuentra orientado de forma horizontal y
presenta patrones de estratificacion antigua. El sedimento circundante es arcillo-limoso. El

sitio es de dificil acceso y presenta vegetacion escasa.

sobr e

€
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Figura 1-2. Afloramientos de yeso con pigmentos endoliticos in situ.

A) Fragmento de yeso in situ con pigmentacién hipolitica verdosa en el afloramiento de la Formacion
Rosablanca (LS-01) (456 m s. n. m.). B) Capas de yeso oblicuas y sin pigmentos endoliticos en el afloramiento
de la Formacion Paja (LS-03) (858 m s. n. m.). C) Afloramiento de la Formacion Paja (SGM) (2215 m s. n. m.),
con pigmentos rojo vino, amarillo verdoso (flecha roja), negros y algunos rojizos (flecha amarilla). D)
Afloramiento Loma Blanca (LB4) de la Formacion Paja (2396 m s. n. m.), con intercalaciones de arcillolitas

grises y pigmentacion predominantemente negra (flecha roja). E) Afloramiento de la Formacion Gualanday
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Medio (ChT-01) (470 m s. n. m.), con vetas de yeso de 315 mm de espesor y pigmentos verdes en fracturas.
F) Afloramiento de la Formacién Gualanday Medio (ChT-03) (670 m s. n. m.), con yeso distribuido
aleatoriamente en arcillolitas meteorizadas, con fragmentos de hasta 35 x 35 x 5 cm, y pigmentos a lo largo

del clivaje del yeso.

1.5.2 Caracterizacion de carotenoides mediante espectroscopia

Raman

En la Figura 1-3 se muestran algunos de los pigmentos rojos, amarillos, negros y verdes
identificados como carotenoides. Un analisis mas detallado basado en la posicién de las
vibraciones de estiramiento de la banda 3¢(C=C) localizadas entre 1509i 1524 cmd revelo
firmas distintivas de tipos especificos de carotenoides en todas las muestras de yeso
(Tabla 1-1).
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Figura 1-3. Fragmentos de yeso recolectados con pigmentos endoliticos negros, rojos, amarillos y verdes.

A) Muestra LB4 con pigmentos endoliticos negros. B) Muestra SGM con pigmentos endoliticos rojo vino tinto

y amarillos. C) Muestra LS-01 con intensa colonizacién endolitica verde. D) Imagen en microscopio petrografico

de pigmentos negros (B Ca) en el interior del yeso de LE
Imagen al microscopio(4X) de pigmentos rojos (R Ca) y amarillos (Y Ca
recuadros en E. F) Imagen al microscopio (4X) de pigmentos verdes (G Ca) en LS-01. G) Bandas pigmentadas

verdes (G Ca) dentro de capasdeyesodeChT-01. H y HG6) Car ot enoi de-OlvlgMisthe en una
superficial de la colonizacién endolitica verde (G Ca) en el yeso de ChT-03. Abreviaciones: Gyp = yeso; B Ca

= cianobacterias negras; R Ca = cianobacterias rojas; Y Ca = cianobacterias amarillas; G Ca = cianobacterias

verdes.

Para todas las muestras analizadas se detectaron las tres bandas diagndsticas de los
carotenoides, ubicadas aproximadamente en 1512, 1153 y 1007 cmad. Estas bandas se

atribuyen com¥“nmente a | o0os mod¢ £=C¢( Ci €) aciash
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como al modo de balanceo de los grupos CHFf unidos a la cadena poliénica de los
carotenoidesdy} ( CHCHehl i | k a .PBorotralhdo, Ja bahda alededor de 1007
cmadd también puede atribuirse al modo de estiramiento simétrico del grupo SO-2ken el
yeso, por lo que ambas bandas Raman se superponen. Existe un pico de carotenoides
alrededor de 2900 reportado por Fendrihan et al. (2009), que no estamos mostrando en
este estudio, pues se encuentra por fuera del rango espectral seleccionado para este
andlisis (600-1750 cm™).

Las bandas Raman obtenidas presentan algunas variaciones en su forma general. En
particular, | a pséCsC)muestradifdrencids significativas segus el color
del pi gment o. En | os pig{Cr® setpesentaneatigp A150%y 151
cmad, un intervalo de 8 cmu (Figura 1-4 A). Mientras que en los pigmentos verdosos se
presenta en el intervalo entre 1514 y 1524 cmud, lo que representa un rango de 10 cmad
(Figura 1-4 B). Por otro lado, los espectros de los pigmentos rojo/rosaceos y amarillos
también muestran variaciones menores, con valores entre 1513 y 1517 cm™, lo que

representa un intervalo de tan solo 4 cm™ (Figura 1-4 C).

Esto abre la posibilidad de diferenciar las bandas de carotenoides segun la longitud de

conjugacion en la cadena de polieno, especialmente cuando existen diferencias

banda

estructurales entre los compuestos. SeguinJ e h |l i | ka el a ab ag(@e)pdrad )

e | -caboteno se encuentra entre 1513,5 y 1524,5 cm@, mientras que para el licopeno se
ubica entre 1509,5 y 1510,5 cmad, rango que también corresponde a otros carotenoides
como la espirilloxantina y la deinoxantina. Las sefales entre 1511y 1512,5 cmud se asocian
con la mixoxantofila y la equinenona, mientras que aquellas entre 1511,5y 1513,5 cmu se
atribuyen a la astaxantina. Finalmente, el rango de 1514,5 a 1515,5 cm@ se ha vinculado

con la cantaxantina.

La sefal correspondient e ag(C=€) en lasbmuestas SGM
(rojo y negro), ChT-03 (verde) y LS-01 (verde) present6 valores similares (1517.28,
1517.375, 1517.45 y 1516.44 cmud, respectivamente) (Figura 1-4 B) . Dado -
caroteno es el Unico carotenoide cuyo rango abarca el pico en 1517 cma, inferimos que
este pigmento es dominante en dichas muestras. En la muestra LB7 (verde), se
identificaron dos e g((CeQ enrldled.2 y1ibtb.3 onid Iosncoakes

de

que

3

probabl emente corresponden a cant ax acardtenma vy

esti

el

a |

3

r

-

C
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El pigmento rojo en SGM muestra una sefial en 1512.88 cmud, mientras que el pigmento
amarillo se observa en 1512.94 cmd (Figura 1-4 C), valores que podrian atribuirse a
astaxantina. El pico en 1524.03 cmtd observado en ChT-01 cor r e s ygavatedoe a b
luteina o esferoideoina. La muestra LB4 exhibe un pico en 1509.7 cmw, que podria
asociarse con licopeno, deinoxantina o espirilloxantina, junto con una posible sefal de

gloeocapsina en 1290 cmdd (Figura 1-4 A).

La integracion con datos publicados amplia nuestro potencial para la identificacién de
carotenoi des. Se identificaron bam@e@ vy pdi ci on
(C1 CHF). Por ejemplo, la esferoideoina presenta picos caracteristicos en 1524 (fuerte),

1238 (débil), 1159 (fuerte), 1170 (fuerte), 1003 (débil) y 951 cmud (débil) Jehl i | ka et a
2014), y la muestra ChT-01 mostré picos en 1524.03, 1155.7, 1004.25 y 954 cmd, lo que

sugiere que este espectro podria corresponder a esferoideoina. El b-caroteno también

comparte picos en 1524 (fuerte), 1155 (fuerte) y 1001 (débil). Cabe destacar que la banda
enll56cmw , correspondi eRA(t@N @) ,| ase i bbhrsaecrivan s8on fre
caroteno (de Oliveira et al., 2010), y esta presente en las muestras SGM (rojo y negro),

ChT-03 (verde) y LS-01 (verde).

Tabla 1-1. Frecuencias vibracionales Raman de los pigmentos detectados en muestras de yeso provenientes
de S8chica, Chaparral y Los Sang(CsG),3F(CT&yyy €sGHp).rBdindecant es a | o

los géneros microbianos identificados a partir de cultivos para cada muestra.



42 Comunidades fototrdficas endoliticas enriquecidas en carotenoides en yesos
colombianos.
Site Séachica Chaparral Los Santos
LB-4 LB-7 SGM ChT-01 ChT-03 LS-01
Layer Bands Black Green Green iea\(:b& Black| Red [Yello Green Green Green
As 6/ T| 0KRY TN 1515 1514 1517 | 1517 | 1513 | 1513 1524 1517 1516
A 0/ b{ 0 KIBY 11\ 1157 1156 1157 1157 | 1154 | 1155 1156 1156 1156
/1o DOK 1002 1004 1004 1008 | 1003 | 1002 | 1008 1004 1004 1003
Carotenoid Canthaxanth P i Sy S
(Jehlicka et al| peinoxanthin i mOlI NJ i m Ol NJAsthaxanthi i Ol N] i mOIl NJ
2014) i mOI NI
Spirilloxanthin Spheroideneg
Cladophora
Algae (eucari- No culture Cladophora No Algae Oocystis
Coccomyxa
(Oocystis)
Phormidium Phormidium|
Cyanobacterig Leptolyngbya No culture No cyanobacteria SeEn Leptolyngbya
Tolypothrix
Plectonema
Symploca

Nota: no se realizaron cultivos para la muestra LB7. Los colores rojo, dorado y amarillo

indican qué pigmentos pueden ser producidos por los microorganismos correspondientes.

Las anotaciones en purpura para espirilloxantina y esferoideoina indican que estos

pigmentos son producidos principalmente por bacterias fototréficas purpuras.
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Figura 1-4. Espectros Raman con sefial de carotenoides obtenidos de pigmentos negros, rojos, amarillos y

verdes.
A) Pigmentos negros de LB4 (rojo), con picos caracteristicos de licopeno (~1153, 1510 cm@) y sefiales

potenciales de gloeocapsina (1290cmw ) , y de S G Mardtema (1547 cmub).oB) Pigmentos verdes
de cultivos de algas (LS-01, ChT-03,ChT-01, LB7), que muecarmtena @ ®@1156e- 15T £524
cm®) y cantaxantina (1156, 1515 cmdd). C) Pigmentos rojo/amarillo de cultivos de SGM, con picos

caracteristicos de astaxantina (~11547 1155y ~1513 cma ) -caroténo (1157, 1517 cmadd).

1.5.3 Microscopia electrénica de Barrido ( MEB)

Se realizaron andlisis por microscopia electronica de barrido (MEB) en regiones
pigmentadas de muestras de yeso (Figura 1-3) con el fin de visualizar la presencia de
comunidades endoliticas. Sin embargo, en los ensayos iniciales no se observaron

estructuras morfolégicas compatibles con algas o colonias microbianas dentro de la matriz
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de laroca, a pesar de su presencia confirmada mediante espectroscopia Raman y cultivos

en laboratorio.

Para mejorar la visualizacién in situ de microorganismos fototréficos, se fragmentaron
rocas pigmentadas y se cultivaron en medio liquidoBol d s Ba s @&@BM) WMRlwki u m
Green Medium 12 (BG11l). Este método promovié el crecimiento de comunidades
fototroficas directamente sobre la superficie del yeso, en el sitio exacto donde se
detectaron los pigmentos, aumentando la biomasa sobre las capas endoliticas expuestas.
Tras el cultivo, algunos fragmentos de yeso fueron analizados mediante MEB para obtener
imagenes de alta resolucion, revelando estructuras microbianas y confirmando su

presencia en muestras de las tres localidades estudiadas.

Adicionalmente, se realizaron analisis MEB en muestras SGM y LB4 -cultivadas
directamente en medio liquido BBM en tubos Eppendorf (es decir, no in situ dentro de la
roca). Este enfoque permiti6 la observacion de estructuras morfolégicas mas finas,
incluyendo la identificacion del alga verde Oocystis sp., la cual no habia sido observada

directamente en el yeso mediante MEB.

1.5.4 Diversidad y distribucion espacial de microorganismos

fototréficos en yeso

Un total de tres géneros de algas (Cladophora, Chlorella y Oocystis) y seis géneros de
cianobacterias (Phormidium, Leptolyngbya, Plectonema, Scytonema, Tolypothrix vy
Symploca) fueron aislados a partir de seis muestras de yeso recolectadas en los distintos

sitios de estudio.

La muestra mas diversa fue LB4, de la cual se recuperaron seis géneros distintos de
microorganismos fotosintéticos, incluidos tres géneros de algas eucariotas (Cladophora
sp., Chlorella sp. y Oocystis sp.) y tres de cianobacterias (Phormidium sp., Leptolyngbya
sp., Plectonema sp.). En contraste, solo un género (Cladophora sp.) fue aislado de la
muestra SGM (Tabla 1-1). Un patrén similar se observé en las muestras de Chaparral. En
ChT-01 solo se aislaron dos géneros & Chlorella sp. (alga) y Phormidium sp.

(cianobacteria)d , mientras que la muestra ChT-03 presenté mayor diversidad, aunque
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solo de cianobacterias, incluyendo Phormidium sp., Scytonema sp., Tolypothrix sp. y
Symploca sp. En las muestras de LS, los microorganismos fototréficos se aislaron con éxito
Unicamente en LS-01, que presentd el alga Oocystis sp. y la cianobacteria Leptolyngbya

sp.

Cladophora sp. en SGM y LB4 Cladophora es un alga verde filamentosa que se
encuentra comunmente en ambientes de agua dulce, salobre y marina, donde forma
tapetes algales sobre rocas y otros sustratos. Este género cumple un papel ecoldgico
importante en la formacion de biopeliculas, el suministro de habitats para
microinvertebrados y su participacion en los ciclos biogeoquimicos (Dodds & Gudder,
1992; Munir et al., 2019). En este estudio, Cladophora sp. fue identificada en ambos
afloramientos de Sachica (SGM y LB4), mostrando filamentos ramificados adheridos al
sustrato (Figura 1-5). Estos filamentos se anclan mediante una célula basal y presentan un
crecimiento apical ordenado, con células cilindricas y cloroplastos dispuestos en forma de
red. La reproduccion asexual ocurre por fragmentacion deltalo ( Gk al oud eta
microscopia electrénica de barrido (MEB) confirmé la presencia de estructuras de
Cladophora sp. en SGM, sin que se identificaran otros géneros de algas o cianobacterias
(Figura 1-5).

al

20
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i Cladt;phora"‘cf. Sp

e

50 ym

HV |Mag/Sig WD i — T T
20.0 kVI500x/SE 20.7 mm Universidad Nacional de Colombia

E Cladophora cf. sp.
Chloroplasts _ /

o

10,83pum
9,68um

/

Cladophora cf. sp.

HV Mag Sig WD 100.0pm
20.0 kV 1000x --- 20.7 mm Universidad Nacional de Colombia

Figura 1-5. Fotografias en microscopio éptico y MEB de Cladophora sp. en la muestra SGM.
A) Fragmento de SGM cultivado en medio liquido BBM (recuadro B: zona ampliada observada mediante MEB).
B) Imagen MEB de una red de filamentos adheridos a la superficie del yeso (Gyp), identificados como
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Cladophora cf. sp. C) Imagen MEB en detalle de un filamento ramificado con evidencia de vainas que rodean
los filamentos. D) Imagen de microscopia 6ptica de una célula filamentosa individual, que muestra cloroplastos
parietales angulares. Se indica el diametro celular (10,83 um). E) Filamentos ramificados de Cladophora cf. sp.
con células de distintas longitudes (8,45 um y 9,68 um), dispuestas en forma cilindrica. F) Recuadro de (E) que
muestra en detalle los cloroplastos en las células de un filamento ramificado. G) Imagen MEB que muestra
filamentos de Cladophora sp. embebidos en una matriz de yeso (Gyp). H) Filamentos ramificados de
Cladophora cf. sp. observados mediante microscopia 6ptica, con cloroplastos bien definidos dispuestos a lo

largo de la periferia celular.

Oocystis sp. en LB4 y LS -01: Oocystis es una microalga verde unicelular que se
encuentra tipicamente en ambientes de agua dulce, incluyendo lagos, estanques y
sistemas eutréficos. La morfologia de las células de Oocystis sp. observadas en las
muestras coincide con la descrita por Tsarenko et al. (2011): células solitarias, de forma
variable entre fusiforme y esférica, con una pared celular lisa y un Unico cloroplasto parietal.
Este género fue identificado con éxito mediante microscopia electrénica de barrido (MEB)

como la Unica microalga con esta morfologia presente en la muestra LB4.

Ademds, en LB4 se aislaron otros generos como Chlorella, Phormidium, Plectonema y
Leptolyngbya. Sin embargo, en el caso de las cianobacterias filamentosas, las imagenes
obtenidas por MEB no permitieron una identificacién morfoldgica, ya que estos organismos
presentan una vaina que impide observar con claridad la forma y el tamafio de los tricomas
filamentosos. El género Oocystis sp. fue identificado exitosamente mediante MEB aplicado

directamente sobre el medio liquido BBM con las muestras cultivadas (Figura 1-6 F).
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Figura 1-6. Fotografias en microscopio 6ptico y MEB de Oocystis sp. en BBM liquido de LB4.

A) Fragmento de LB4 cultivado en medio liquido BBM.
B) Imagen MEB del area observada en (A), que revela estructuras biolégicas embebidas en la matriz mineral.
C) Imagen MEB a gran aumento que muestra estructuras organicas incrustadas en las capas internas del
cristal. D) Detalle de filamentos observados en cavidades del yeso. E) Microfotografia éptica de Oocystis cf.
sp., con células de forma fusiforme a eliptica, con una célula por cenobio, de aproximadamente 5,571 5,96 um
de longitud. F) Imagen MEB de células individuales de Oocystis cf. sp. obtenidas directamente de un cultivo
liguido en BBM. G) Microfotografia optica de células de Oocystis cf. sp. a diferentes aumentos, mostrando

morfologia y dimensiones celulares similares entre (F) y (G) (4,301 6,54 um).

Phormidium sp. en LB4: Phormidium es una cianobacteria filamentosa que, bajo
condiciones hidrolégicas y ambientales favorables, forma tapetes cohesivos capaces de

cubrir amplias areas del sustrato, como suelos, rocas humedas y plantas acuaticas
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(McAllister et al., 2016; Koméarek & Anagnostidis, 2005). Este género fue aislado
exitosamente en las muestras LB4, ChT-01 y ChT-03.

Los filamentos observados en LB4 no presentaban ramificaciones y estaban envueltos por
vainas tubulares e incoloras, cada una conteniendo un solo tricoma. Los tricomas eran
isopolares, levemente rectos u ondulados, y las células, de forma cilindrica a ligeramente
barrilada, no mostraban aerétopos visibles. Phormidium sp. fue detectado con éxito en la
matriz mineral de ChT-01, ya que es la Unica cianobacteria filamentosa cultivada a partir
de esta muestra (Figura 1-9 B, Cy E).

Chlorella sp. en LB4 y ChT -01: Chlorella es una microalga verde unicelular ampliamente
distribuida en ambientes de agua dulce. Sus células esféricas varian en tamafio entre 2 y
10 um y presentan una estructura simple, sin flagelos, con un Unico cloroplasto parietal.
Chlorella sp. es conocida por su rapido crecimiento y su potencial en aplicaciones
biotecnoldgicas, como la produccion de biocombustibles y alimentos.

El morfotipo 2B, observado en la muestra LB4, presentd células esféricas u ovaladas,
aisladas o agrupadas en colonias, con un unico cloroplasto parietal y sin vaina
mucilaginosa (Figura 1-7) (Krauss & Shihira, 1965). Células individuales de Chlorella sp.
fueron detectadas exitosamente en la muestra ChT-01 mediante MEB (Figura 1-10 G y J).

Plectonema sp. en LB4: Plectonema es una cianobacteria filamentosa que prospera en
habitats himedos y variados, como suelos, rocas, y aguas estancadas o corrientes. Puede
formar redes densas de filamentos y tolerar condiciones ambientales extremas, incluyendo

ambientes &ridos y subterraneos (Komarek & Anagnostidis, 2005).

La cepa aislada de LB4 (morfotipo 5C) forma filamentos isopolares, solitarios o agrupados,
rodeados por una vaina mucilaginosa firme e incolora (Figura 1-7 B, C, D, E). Los
filamentos son uniseriados, cilindricos y presentan constricciones visibles en las paredes
transversales. Las células no poseen aerdtopos y ocasionalmente presentan contenido
granular. La reproduccion ocurre por medio de hormogonios: fragmentos cortos y moviles

que se desprenden del filamento principal para facilitar su dispersion.
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Figura 1-7. Fotografias en microscopio 6ptico y MEB de Plectonema sp., Phormidium sp. y Chlorella sp. en la
muestra LB4.

A) Imagen MEB que muestra una red de filamentos embebida en la matriz de yeso (Gyp). B y C) Imagenes
6pticas (1000X) de Plectonema cf. sp., con tricomas cilindricos y formacién de necridios. Di F) Variaciones en
el ancho de las células de Plectonema cf. sp., con medidas entre 3,92 umy 8,66 pm. En (E) se muestra tincion
diferencial con azul de metileno. Gi H) Filamentos de Phormidium cf. sp. observados en azul, con células
cilindricas no restringidas de entre 2,22 um y 3,24 um de ancho. Ii K) Células esféricas y subesféricas de

Chlorella cf. sp., con didmetros entre 3,22 pmy 4,65 pm, observadas mediante microscopia 6ptica.
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Leptolyngbya sp. en LB4 y LS-01: El género Leptolyngbya se encuentra cominmente en
ambientes de agua dulce y en superficies rocosas expuestas al aire (Komarek &
Anagnostidis, 2005). Las muestras de LB4 y LS-01 mostraron cianobacterias filamentosas
caracterizadas por filamentos largos, delgados e isopolares. Estos filamentos se
presentaban de forma solitaria o agrupados en tapetes finos. Estaban rodeados por vainas
delgadas, firmes e incoloras, abiertas en el extremo apical. Las células eran cilindricas, sin
aerétopos, con contenido celular homogéneo y granulos de cianoficina (Figura 1-8). El
proceso reproductivo se producia mediante hormogonios liberados desde los extremos de

los filamentos (Komarek & Anagnostidis, 2005).

En el andlisis por MEB de la muestra LS-01, se observaron mdltiples estructuras
filamentosas embebidas en la matriz endolitica, probablemente atribuibles a Leptolyngbya
sp., aungue no se detectaron células con morfologia similar a Oocystis sp. Es destacable
la presencia de morfologias similares a levaduras dentro de la microestructura porosa de

la muestra (Figura 1-8 Cy D).
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Figura 1-8. Fotografias en microscopio 6ptico y MEB de Leptolynbya sp. la muestra en la muestra LS-01.
(A) Imagen estereomicroscépica de un cristal de yeso con colonizacién endolitica de biomasa verde en la
muestra LS-01. (B) Imagen MEB de la region mostrada en (A), donde se observan estructuras filamentosas

embebidas en la matriz mineral. (C) Imagen MEB que muestra una acumulacion de estructuras microbianas
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de tipo cocoide dentro de la porosidad del yeso. (D) Detalle de (C), donde se aprecian células esféricas de tipo
cocoide. (E) Imagen de microscopia Optica con tincién de azul de metileno que muestra filamentos no
ramificados de Leptolyngbya sp., con tricomas isopolares y células cilindricas a ligeramente barriladas. (F)
Acercamiento de un filamento individual de Phormidium sp. (G) Asociacion entre filamentos de Leptolyngbya
sp. y células ovoides con cloroplastos parietales de Oocystis sp. (H) Imagen MEB de una célula compatible
con Oocystis sp. obtenida a partir de un cultivo de LB4 en BBM. (I) Imagen MEB que muestra filamentos con
terminaciones esféricas embebidos entre las capas del cristal de yeso. (J) Imagen 6ptica con tincién de azul
de metileno que muestra filamentos con terminaciones esféricas, similares a las observadas en (l). (K) Vista
general por MEB del interior del cristal de yeso, con evidencia de colonizacién biolégica. (L) Acercamiento de
(K), donde se observan estructuras celulares densamente agregadas.

Tolypothrix sp., Scytonema sp. y Symploca sp. en ChT-03: Tolypothrix es una
cianobacteria filamentosa que se encuentra cominmente en ambientes terrestres, como
suelos, rocas y superficies himedas. Forma falsas ramificaciones que generalmente se
originan a partir de heterocistos basales. Los filamentos son heteropolares, uniseriados y
estan encerrados en una vaina delgada; la reproduccién ocurre por medio de hormogonios
(Koméarek & Komarkova, 2003).

Scytonema es una cianobacteria filamentosa de amplia distribucion, presente en
ambientes subaerdéfitos como rocas humedas, madera, musgos y suelos. Forma falsas
ramificaciones mediante células necridicas y presenta filamentos isopolares con
heterocistos intercalares. Los filamentos tienen vainas firmes y también se reproducen

mediante hormogonios (Komarek & Komarkova, 2003).

Symploca es una cianobacteria colonial que suele encontrarse en habitats terrestres
haumedos, donde forma tapetes planos en etapas tempranas que evolucionan a haces de
filamentos verticales. Estos filamentos son ligeramente torcidos, cilindricos y siempre

rodeados por vainas delgadas y firmes (Koméarek & Komarkova, 2003).

La muestra ChT-03 presentd exclusivamente morfologias filamentosas, atribuidas a
Tolypothrix cf. sp., Scytonema cf. sp. y Symploca cf. sp. Estos filamentos estaban

ampliamente distribuidos a lo largo de la matriz mineral, aunque su identificacion fue dificil
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debido a las similitudes morfoldgicas entre los taxones (
Figural-9C, E, G, I, J, L, O).
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Figura 1-9. Fotografias en microsocopio optico y MEB de Scytonema sp., Tolypothrix sp. y Symploca sp. la
muestra ChT-03.

A) Imagen MEB de un cristal de yeso elongado con estriaciones paralelas, tipicas del yeso fibroso, mostrando
exfoliacion evidente que facilita la colonizacion endolitica. B) Imagen estereomicroscopica del panel A antes
del recubrimiento con oro para MEB, donde se observa colonizacion fototréfica en el centro. C) Ampliacién del
area delimitada en A, que muestra una red de cavidades y estructuras filamentosas dentro del yeso. D) Imagen
MEB que muestra una red compleja de filamentos cianobacterianos embebidos en cavidades y canales del
sustrato de yeso, indicando un patrén de colonizacion endolitica. E) Ampliacion del area delimitada en D,
destacando estructuras perforadas del yeso utilizadas por los filamentos como nichos de crecimiento. F)
Imagenes de microscopia 6ptica de cultivos del mismo morfotipo cianobacteriano, que muestran tricomas
multicelulares con constricciones bien definidas y heterocistos, caracteristicas tipicas de Scytonema cf. Gi H)
Filamento ramificado, posiblemente Scytonema cf. o Tolypothrix cf., visualizado mediante MEB y microscopia
optica (H), con presencia de heterocistos. |7 K) Estructuras filamentosas largas de Scytonema sp. atravesando
capas de yeso. J) Ampliacién del area delimitada en I. Li M) Filamentos atribuidos a Tolypothrix cf., con células
heterocisticas observadas tanto por MEB como por microscopia 6ptica. N) Imagen de cultivo de la misma
especie. Oi P) Filamentos delgados identificados como Symploca cf., con imagenes de cultivo que muestran

células dispuestas en hileras rectas dentro de una vaina.



Comunidades fototréficas endoliticas enriquecidas en carotenoides en yesos

colombianos.

/”

Cup-like
Chloroplasts

Figura 1-10. Fotografias en microsocopio 6ptico y MEB de Chlorella sp. y Phormidium sp. en la muestra ChT-
01.

A) Imagen estereomicroscopica que muestra el cristal de yeso parcialmente cubierto por un tapete microbiano
verde. B) Imagen MEB de yeso cristalino (Gyp) con estructuras microbianas en la zona colonizada. C) Vista
general por MEB de la comunidad microbiana embebida en el yeso, con cianobacterias filamentosas
identificadas como Phormidium cf. sp. (ver recuadro D: imagen de microscopia 6ptica mostrando tricomas). E,
F) Imagenes MEB en detalle que resaltan la morfologia de los filamentos de Phormidium cf. sp. entre los
cristales de yeso. G) Imagen MEB de algas verdes cocoides (Chlorella cf. sp.) con cloroplastos en forma de
copa caracteristicos. Recuadros H e |: imagenes de microscopia éptica de células de Chlorella observadas en
cultivos. J) Imagen MEB que muestra una célula bien conservada de Chlorella cf. sp. sobre la superficie del
yeso. Recuadros Ky L: células de Chlorella tefiidas. K) Imagen de microscopia de campo claro y L) referencia

de tamafio.

1.6 Discusion

Este estudio presenta el primer reporte de microorganismos endoliticos en yesos de zonas
ecuatoriales, revelando adaptaciones ambientales contrastantes con regiones de alta
latitud. Los resultados obtenidos de los tres afloramientos colombianos (Los Santos,
Sachica y Chaparral, (Figura 1-3) demuestran que las comunidades fotosintéticas
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endoliticas han desarrollado estrategias especificas para enfrentar la intensa radiacion UV

del trépico.

A continuacién, examinaremos las estrategias de supervivencia desarrolladas por estas
comunidades, seguido de un analisis de la relacion entre diversidad taxondmica y
producciéon de carotenoides fotoprotectores. Posteriormente, abordamos los desafios
metodolégicos, para finalmente contextualizar nuestros hallazgos dentro del marco mas

amplio de la exploracion exobiolégica.

1.6.1 Adaptaciones especificas de comunidades endoliticas

ecuatoriales

El analisis de muestras provenientes de tres afloramientos de yeso en Colombia (Los
Santos, Sachica y Chaparral), permitié identificar diversos carotenoides fotoprotectores (b-
caroteno, licopeno, cantaxantina, astaxantina y luteina) mediante espectroscopia Raman,
con firmas espectrales distintivas enlasv i b r a ¢ ¢(@=@)estre B5091 1524 cmdd. Las
vibraciones asociadas a pigmentos (negros, verdes, amarillos y rojos) y a taxones
fotosintéticos, confirma la hip6tesis inicial sobre los mecanismos adaptativos basados en
pigmentos para la fotoproteccion en ambientes ecuatoriales. Estos carotenoides actlian
reduciendo la generacién de especies reactivas de oxigeno inducidas por UV (Eichler et
al., 2002; Vitale et al., 2010), mientras que la matriz de yeso proporciona un refugio optico

adicional que potencia este efecto protector.

1.6.2 Relacion entre diversidad taxonémica y produccion de

carotenoides

Los cultivos y el andlisis por MEB revelaron una la presencia de géneros de microalgas
eucariotas como Cladophora, Oocystis, Chlorella, y cianobacterias como Phormidium,
organizados dentro del yeso como biopeliculas o células aisladas. Los analisis mostraron
una relacién compleja entre la diversidad taxonomica y los perfiles de carotenoides.
Particularmente notable es el caso de las comunidades monoespecificas de Cladophora

en |l a muestra SGM, que presentar on-camtgriotyi pl es sef
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posible astaxantina), contrastando con la muestra més diversa taxondmicamente (LB4)
gue mostré Unicamente licopeno. Esta aparente paradoja sugiere adaptaciones
especificas al nicho microbiano, donde la especializacion puede compensar la baja

diversidad taxondmica a través de una mayor versatilidad bioguimica.

La pr es e rcardtemo cdneo cdrotenoide principal en Cladophora concuerda con lo
reportado por Munir et al. (2019), quienes identificaron este pigmento junto con clorofilas a
y b como los principales fotopigmentos del género. Los ensayos Raman en esta muestra
arrojaron vibraci og@EsC) abeespendi¢nies a findaretanb en Ias
pigmentos rojos y negros (1517,3 cmud), y a astaxantina en los pigmentos rojos y amarillos
(1512,9 cmdd). Sin embargo, la posible deteccién de astaxantina representa un hallazgo
intrigante, ya que este carotenoide no ha sido previamente reportado en Cladophora,
aungue si en otros géneros de algas verdes como Haematococcus pluvialis (Orosa et al.,
2005). La posible presencia de astaxantina inferida a partir del analisis espectral de la
muestra SGM (Figura 2-4 C, espectros rojo y amarillo) podria atribuirse a la presencia de
otros géneros en la muestra que no lograron cultivarse. Por ejemplo, se ha reportado que

especies de Chlorella pueden producir astaxantina (Razzak, 2024).

1.6.3 Desafios metodoldgicos para la identificacion de

carotenoides

La identificaciébn precisa de carotenoides mediante espectroscopia Raman presenta
desafios significativos debido a la superposicién de bandas y la similitud estructural entre
compuestos. Por ejemplo, la presencia de sefiales mixtas en la misma matriz endolitica
( e j-caroténo y astaxantina en la muestra con Cladophora), puede atribuirse a la
presencia de carotenoides con longitudes de cadena conjugada similares, los cuales
pueden mostrar | igeros dedepdoavadanionesedractralesn | a b a
sutiles, interacciones con el entorno y efectos de conjugacion electrénica (de Oliveira et
al., 2010). Estos desplazamientos, que suelen ser de solo unos pocos cmad, son dificiles
de distinguir mediante espectroscopia Raman debido a los limites de resolucién espectral
y a la superposicion de picos (de Oliveira et al., 2010). En sistemas orgénicos, las sefales

Raman pueden verse influenciadas por biomoléculas circundantes como proteinas o
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lipidos de membrana, cuyas interacciones pueden modificar las propiedades fisicas y
guimicas del compuesto, como su conformacion, generando desplazamientos en el
namero de onda ( Jehl i | ka, Edwar ds, O s Otor desafiohen Va§ , et al
identificacion de carotenoides es que muchos comparten bandas caracteristicas comunes.
En otras palabras, el efecto de resonancia de los carotenoides (excitados a longitudes de
onda cercanas a los 500 nm) puede potenciar la sefial y generar superposicién con otros

compuestos pigmentarios( NDmel|l kovs8 et al ., 2020)

A pesar de estos desafios, la integracion de datos espectrales con informacion taxonémica
permite proponer con mayor fiabilidad la presencia de carotenoides especificos. Por
ejempl o, | a -daeotemocert Lieptatyngblya (mbestra LS-01) concuerda con los
reportes de Pagels et al., (2021),qui enes i d eardtend yiegquaenona coimo los
principales carotenoides en Leptolyngbya antarctica. Leptolyngbya fue aislada con éxito en
las muestras LB4 y LS-01 de este estudio, donde se detect6 un pico Raman a 1516,4 cm@d
correspondiente al b-caroteno. Similarmente, la asignacién de licopeno a Chlorella en la
muestra LB4 se apoya en estudios previos que documentan la produccién de este

pigmento por diversas especies del género (Renju et al., 2013).

Otro desafio en la identificacion de carotenoides es que muchos comparten bandas

caracteristicas comunes. Estudios como el de Tschirner et al. (2008) han demostrado que

i ncl us-carotend - cbhnsiderado un estandar - muestra complejidad estructural al
descomponer su [g@524cantd)en domporemes & 1589 cmddy 1526 cmtd

( NDmel| kov 8§ e Estaalmnhigiiedad espextjal se manifiesta en nuestro analisis

espectral de la muestra SGM, donde las sefiales atribuidas tentativamente a astaxantina

(Figura 2-4 C, espectros rojo y amarillo). Esto podria atribuirse a la presencia de otros

géneros en la muestra que no lograron cultivarse como ciertas cepas de Chlorella

conocidas por sintentizar astaxantina (Razzak, 2024). Esta limitacion subraya la necesidad

de complementar los datos espectroscopicos con técnicas de cultivo avanzadas o

metagendmica para una asignacion precisa de pigmentos( NNDme | kov§ et al ., 2020;
et al., 2021). Otra limitacion técnica se evidencia en la muestra LB4, donde se detecté un

Unico pico a 1509,7 cmd en un pigmento negro. Esta banda ha sido asociada con licopeno,

deinoxantina o espirilloxantina ( Jehl i | k a, Edwar ds, OstS%r rot hov §,

embargo, entre los seis géneros identificados en esta muestra, no se encontré evidencia
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de Deinococcus radiodurans, la Unica especie conocida que produce deinoxantina (Lemee
et al., 1997). De manera similar, la espirilloxantina se asocia comunmente con bacterias
fototréficas purpuras como Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides y
Rubrivivax gelatinosus (Takaichi, 2009), ninguna de las cuales fue detectada en esta

muestra.

Los géneros presentes en LB4 incluyen cianobacterias (Phormidium, Leptolyngbya,
Plectonema) y algas (Cladophora, Chlorella, Oocystis). Entre ellos, la produccion de
licopeno solo ha sido reportada en Chlorella (Renju et al., 2013), lo que sugiere que
Chlorella podria haber sido el género dominante en la muestra. Ademas, el estudio indica
gue el licopeno es un pigmento rojo oscuro, lo cual podria explicar su apariencia negra en

las muestras observadas.

Las intensidades de sefial en 720 y 962 cmud$ encontradas en LB4 podrian indicar una
mezcla de sefales de carotenoides y clorofilas. Otros picos asociados con la clorofila se
superponen con los de luteina en este espectro. Asimismo, la muestra LB4 presenta un
par de bandas anchas en 1290 y 1317 cmw que coinciden con la forma de la sefial

caracteristica de la gloeocapsina.

1.6.4 Influencia de las condiciones ambientales en la diversidad

microbiana

Los resultados revelan un patrén complejo en la relacién entre exposicion a radiacion solar
y diversidad microbiana. En Chaparral, la muestra ChT-03, recolectada en un ambiente
altamente expuesto a radiacion solar, presenté mayor diversidad que ChT-01, obtenida de
un afloramiento sombreado y con alta humedad. En principio, las condiciones de ChT-01
favorecerian el crecimiento de algas y cianobacterias. Sin embargo, solo se encontraron
dos géneros, el alga verde Chlorella y la cianobacteria Phormidium. Diversas especies del
género Chlorella han sido reportadas como productoras de carotenoides, especialmente
luteina, y en algunos casos también b-caroteno, como lo documenta Razzak, (2024). En
la muestra ChT-01 se detectb unpicoRamanen | a banda de(Ce3alb2d
cmd, lo cual es consistente con la presencia de luteina y/o b-caroteno. La coincidencia

entre los géneros aislados y las bandas espectrales observadas sugiere que los

ami

ent
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carotenoides presentes en ChT-01 fueron producidos predominantemente por Chlorella.
En contraste, la mayor diversidad en condiciones de alta radiacion en ChT-03 se
correlaciona con | a i denti ficaci - n -calogeno
(Phormidium, Scytonema, Tolypothrix y Symploca), (Jiang et al., 2024; Rodriguez-Meizoso
et al., 2008; Silva et al., 2024), sugiriendo que estos organismos estan especificamente
adaptados a condiciones de estrés luminico. Este patrén sugiere que, en ciertos casos,
una mayor irradiacién puede asociarse con una mayor diversidad microbiana, y que la
produccién de b-caroteno podria ser una estrategia suficiente para enfrentar el exceso de

radiacion.

Sin embargo, el patrén no se replica consistentemente en la region de Sachica, donde el
afloramiento completamente expuesto (SGM) mostré baja diversidad dominada por
Cladophora, mientras que el afloramiento menos expuesto (LB4) presentd la mayor
diversidad del estudio. Estas observaciones sugieren que el estrés ambiental moderadod
como la exposicion parcial a radiacion solard podria representar un punto 6ptimo que
favorece la diversidad microbiana en habitats endoliticos, siguiendo el modelo de

perturbacion intermedia propuesto en (ecologia (Razzak, 2024).

La deteccién de carotenoides mediante espectroscopia Raman (b-caroteno, licopeno,
cantaxantina y astaxantina) aporta informacién clave sobre las interacciones pigmentoi
mineral, las cuales influyen directamente en la preservacion de biomarcadores en sistemas
evaporiticos. En entornos ecuatoriales con alta radiacion UV, las comunidades
fotosintéticas endoliticas alojadas en yeso parecen depender de los carotenoides como
mecanismo de fotoproteccién, al reducir la generacion de especies reactivas de oxigeno
inducidas por UV (Eichler et al., 2002; Vitale et al., 2010). Se plantea la hip6tesis de que la

matriz de yeso actia también como un refugio Optico, lo cual potencia este efecto protector.

1.6.5 Limitaciones de las técnicas de caracterizacion morfolégica

El analisis mediante microscopia electrénica de barrido (MEB) aport6 informacion adicional
sobre la distribuciobn espacial de los microorganismos endoliticos, revelando su
organizacion como biopeliculas o células aisladas dentro de la matriz mineral. Aunque se

observaron numerosas algas filamentosas, su identificacion resulto dificil debido a que solo

m¥%l tipl es
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eran visibles las vainas externas, sin estructuras celulares internas como los cloroplastos,
los cuales son fundamentales para la caracterizacion taxonomica (Komarek &
Anagnostidis, 2005; Parra, 2006). No obstante, en las muestras ChT-01 y SGM fue posible
detectar de forma confiable, in situ, los géneros Chlorella (Figura 1-10 G, L), Phormidium
(Figura 1-10 B, Cy E) y Cladophora (Figura 1-5 B, C y G), ya que fueron los Unicos taxones
aislados e identificados en dichas muestras.

La limitacién en la caracterizacion morfolégica fue especialmente evidente en la muestra
LB4, donde se observaron exclusivamente morfologias filamentosas, lo que dificulto
realizar identificaciones individuales. Sin embargo, esta observacion concuerda con la
abundancia general de filamentos detectados a lo largo de la muestra (Fig. 6 B, C, D y Fig.
7A). Esto contrasta con las muestras ChT-01 y SGM donde fue posible detectar de forma
confiable géneros especificos como Chlorella, Phormidium y Cladophora. Esto demuestra
el valor del MEB para detectar endolitos fotosintéticos in situ, aunque también resalta la
necesidad de aplicar técnicas complementarias para lograr una clasificacion taxonémica

mas precisa.

1.6.6 Adaptaciones a microhabitats minerales y limitaciones in

situ

El notable aumento de biomasa observado en los cultivos liquidos BBM (para algas) y
BG11l (para cianobacterias) sugiere que estos microorganismos estan adaptados a
microhabitats minerales, donde las condiciones extremas del entorno probablemente
limitan la produccion de biomasa in situ. Esta adaptacién a condiciones oligotroficas y de
estrés multiple (radiacion UV, desecacion, limitacion de nutrientes) representa una
estrategia evolutiva para la supervivencia en ambientes extremos. Ademas, es una
limitacion que no necesariamente implica ausencia de microorganismos, sino que refleja
la dificultad para observar estructuras organicas cuando los organismos estan presentes
en concentraciones extremadamente bajas. Esta observacion tiene implicaciones
importantes para el disefio de estrategias de deteccion de vida en ambientes extremos

terrestres y extraterrestres.
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1.6.7 Implicaciones para la exploracion exobioldgica

Nuestros resultados ofrecen nuevos enfoques para el estudio de la vida en ambientes
extremos. Al combinar espectroscopia Raman con MEB y microscopia Optica para
identificar el microhabitat endolitico, proponemos una metodologia que podria aplicarse en
futuras misiones de exploracion exobiolégica, particularmente en Marte, donde se ha
detectado yeso en superficie (Edwards et al., 2005; Fishbaugh et al., 2007; Massé et al.,
2012) y que podria funcionar como objetivo para la busqueda de biofirmas de vida pasada

o presente enotrosplanetas( Jehl i | ka et al ., 2024b)

Este primer reporte de comunidades endoliticas ecuatoriales abre mdltiples lineas de
investigacion que merecen exploracion futura. La caracterizacion molecular detallada de
las comunidades mediante técnicas de secuenciacién masiva permitiria una comprension
mas completa de la diversidad microbiana y sus relaciones filogenéticas. Asimismo,
estudios experimentales controlados podrian esclarecer los mecanismos especificos de

interaccion pigmento-mineral y su efecto en la preservacién de biomarcadores.

1.7 Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que la espectroscopia Raman es una herramienta
altamente confiable para la identificacion de carotenoides, especialmente con el laser de
53 2 n mcarotéro destacé como el pigmento fotoprotector predominante en los yesos
analizados a diferentes altitudes, aunque también se detectaron otros carotenoides
especializados d como cantaxantina, astaxantina y licopenod , lo que sugiere que los
microorganismos fototréficos emplean un repertorio diverso de pigmentos para enfrentar

el estrés por radiacion UV caracteristico de los ambientes ecuatoriales.

Sin embargo, los ensayos iniciales con microscopia electronica de barrido (MEB) no
lograron evidenciar biomasa endolitica, a pesar de que los yesos mostraban pigmentos
visibles en campo. Esto indica que las condiciones ambientales restrictivas, como la
intensa radiacion UV y la limitada radiacion fotosintéticamente activa (RFA), reducen la
acumulacion de biomasa hasta niveles indetectables por MEB. En contraste, la

espectroscopia Raman fue capaz de detectar sefiales organicas en forma de carotenoides,
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confirmando su sensibilidad para identificar biomarcadores aun cuando la biomasa es

extremadamente baja.

Un avance clave de este estudio fue el cultivo directo de fragmentos pigmentados de yeso
en medios como BBM y BG11, lo que permitié que la biomasa creciera sobre los mismos
puntos donde previamente se habian observado pigmentos. De este modo, la MEB pudo
revelar estructuras microbianas de alta resolucién que no eran visibles antes del cultivo.
Esta estrategia innovadora cierra la brecha entre la deteccibn molecular de la
espectroscopia Raman y los requerimientos de biomasa que demanda la MEB,
constituyéndose en un flujo de trabajo replicable para el estudio de comunidades

endoliticas en matrices minerales.

La MEB resulté especialmente util para observar la interaccion entre microorganismos y
minerales, aunque su dependencia del recubrimiento metélico limité la resolucién interna
de las células. Aun asi, permiti6 identificar géneros como Cladophora, Chlorella,
Phormidium y Oocystis, tanto en muestras cultivadas como en algunas directamente
procesadas. Esto confirma que la ausencia de estructuras en las muestras sin cultivar

obedece mas a limitaciones técnicas que a una verdadera ausencia de vida.

En conjunto, estos hallazgos subrayan la necesidad de integrar distintas metodologias
para estudiar los habitats endoliticos. La espectroscopia Raman se perfila como la técnica
mas eficaz para detectar pigmentos en concentraciones muy bajas, aunque requiere
apoyarse en microscopia y cultivos para complementar la informacién taxondémica y
espacial. Asimismo, la influencia de la matriz mineral sobre la preservacion y deteccién de

pigmentos debe considerarse cuidadosamente en la interpretacion de resultados.

De cara a futuras investigaciones, en especial aguellas orientadas a analogos planetarios,
este trabajo resalta el potencial de la espectroscopia Raman como técnica no destructiva
y portétil para la busqueda de biomarcadores. Al mismo tiempo, pone en evidencia que los
ambientes extremos pueden albergar comunidades con biomasa por debajo de los limites
convencionales de deteccion, pero que aun conservan huellas moleculares detectables.
Esta combinacién de enfoques amplia significativamente las posibilidades de identificar

vida en contextos donde la biomasa es escasa, pero su firma bioquimica persiste.
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2.1 Resumen

Este trabajo se enfoca en comprender la relacién entre las propiedades geoquimicas y la
diversidad de comunidades microbianas endoliticas en muestras de yeso recolectadas en
Sachica, Chaparral y Los Santos. Se combinaron andlisis petrogréficos y geoquimicos
(DRX, FRX, EMPA) con un andlisis metagendmico a partir de ADN extraido de cultivos.
Este analisis permiti6 diferenciar dos sistemas diagenéticos contrastantes en las
evaporitas: los yesos de la Formacion Paja se formaron durante diagénesis temprana-
media marina uniforme y los yesos del Grupo Gualanday se forman bajo historia policiclica
compleja que involucra diagénesis continental, reactivacion tectonica y alteracion
superficial tardia. La comparacion entre la geoquimica y la diversidad microbiana mostré
qgue el incremento en el contenido de arcillas se asocia con una disminuciéon en la
diversidad, lo que sugiere que estas impurezas pueden actuar como un factor limitante
para el crecimiento endolitico. Se identific6 una asociacion de varios géneros de
Pseudomonadota, Bacteroidota, Planctomycetota, Actinomycetota y Verrucomicrobiota,
vinculados con comunidades de Cyanobacteriota y Chlorophyta. Ademas, se reclasifico
con precision a Coccomyxa subellipsoidea, previamente identificada como Oocystis,
mediante la comparacion de secuencias con cultivos previos. En todas las localidades se

detectaron genes relacionados con la reparacion celular frente al exceso de radiacion UV

en

y con |l a s2ntesis de c acaotnm,asiaxamtms licépend, tuiginaot ect or

y esferoidenona). Estos resultados sugieren que la diversidad endolitica esta condicionada
por las impurezas presentes en los yesos y que, en ambientes tropicales, los

microorganismos desarrollan estrategias de supervivencia adicionales a la colonizacion
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mineral, reforzando su potencial como analogo terrestre para la biusqueda de vida en

Marte.

2.2 Introduccion

Los microorganismos endoliticos suelen encontrarse en una gran variedad de sustratos
rocosos y son considerados como el ultimo refugio para la vida en desiertos calidos y frios
alrededor del mundo (Omelon, 2008; Walker & Pace, 2007; Wierzchos et al., 2012). A la
capacidad de un sustrato rocoso para sostener la vida se le conoce como bioreceptividad,
la cual esta determinada por sus propiedades fisicas y quimicas, que incluyen la porosidad,
permeabilidad, translucidez, composicion mineral y presencia de componentes quimicos
entre otras (Wierzchos et al., 2012). En conjunto estas propiedades proveen proteccion
contra la radiacion solar dafiina, mejora la captura y retencion agua, mitiga las
fluctuaciones térmicas y provee estabilidad fisica a las comunidades microbianas
(Friedmann, 1980; Walker & Pace, 2007; Wierzchos et al., 2012). Sin embargo, la relaciéon
entre las propiedades del sustrato y la diversidad de las comunidades alin permanece poco
entendida. Tradicionalmente, laroca se ha considerado una matriz inerte que no contribuye
significativamente como fuente de nutrientes para los microorganismos que la habitan
(Walker & Pace, 2007). Sin embargo, los minerales pueden liberar oligoelementos
esenciales mediante procesos de meteorizacion, lo que sugiere que tanto las propiedades
fisicoguimicas del sustrato como los factores ambientales externos (e.g. radiacion solar),

determinan el éxito de la colonizacion endolitica.

El yeso es un mineral de origen evaporitico frecuentemente colonizado por
microorganismos endoliticos, cuya colonizacién es favorecida principalmente para
microalgas y cianobacterias que aprovechan la translucidez del mineral para realizar la
fotosintesis ( J e h | i | ka .eAdemad, debido 2 Qu2 ge)ha identificado en el crater
Jezero y en otras regiones de Marte, es un objetivo ideal para buscar posibles biofirmas
existentes o extintas en el planetarojo( Edwar ds et al ., 201 2.:Sin
embargo, aun se conoce poco sobre la influencia de la geoquimica del yeso en la
colonizacién endolitica. El origen de este mineral esta controlado por factores ambientales
gue, a su vez, determinan su morfologia y propiedades geoquimicas, condicionando asi la
colonizacién microbiana. En ambientes evaporiticos, el yeso se forma cuando aguas
sobresaturadas en calcio y sulfato alcanzan las condiciones fisicoquimicas necesarias para

la nucleacion mineral. En sistemas lacustres o marinos restringidos, esta sobresaturacion
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puede originarse por evaporacion intensa, mezcla de aguas con distinta composicién
iGnica o aportes hidrotermales. Bajo estas condiciones, los cristales de yeso se precipitan
en la columna de agua y posteriormente se acumulan en el fondo como depoésitos
laminados o masivos. La morfologia final depende del grado de sobresaturacion, la tasa
de nucleacion y el tiempo disponible para el crecimiento, lo que explica la diversidad de

texturas observadas en secciones delgadas y muestras de mano (Warren, 2016).

Para evaluar cémo las propiedades mineralégicas y geoquimicas de los yesos afectan la
distribucion y diversidad microbiana, se recolectaron muestras de yeso en tres localidades
de Colombia: Los Santos (Santander, 4001 800 m s.n.m.), Sachica (Boyaca, ~2200 m
s.n.m.) y Chaparral (Tolima, 4001 700 m s.n.m.), y se realiz6 un analisis integral mediante
petrografia, fluorescencia de rayos X (FRX), difraccion de rayos X (DRX) y microsonda.
Paralelamente, se llevd a cabo una identificacion taxondmica detallada mediante cultivos
selectivos, extraccion y secuenciacion de ADN, analisis bioinformatico y reconstruccion de
rutas metabdlicas, con el fin de correlacionar los perfiles geoquimicos del sustrato con la

diversidad de los microorganismos endoliticos presentes.

La caracterizacion mineraldgica y geoquimica reveld diferencias significativas entre las
localidades: los yesos de Chaparral presentan cristales euhedrales de 1i 3 mm y texturas
fibrosas asociadas a precipitacion primaria y recristalizacion tardia con caolinita dentro de
la estructura, mientras que los yesos de Sachica y Los Santos muestran evidencias de
origen postsedimentario y mayor inclusién de arcillas, como illita, montmorillonita, clorita y
caolinita. Estas variaciones en tamafio de grano, microporosidad y composicion elemental
parecen influir directamente en la disponibilidad de microhabitats y, por ende, en la

colonizacién endolitica.

A partir de los analisis metagenémicos en muestras compuestas se logré obtener el
genoma completo de algunos géneros fotosintéticos previamente identificados por claves
taxondmicas. e.g. Oocystis, un género de microalgas eucaridticas encontrado en Loma
Blanca (LS) y en Los Santos (LS) (muestras LB4 y LS-01, respecivamente) se reclasifico
como Coccomyxa subellipsoide, cuyas morfologias son muy similares. Los géneros de
cianobacterias cuyo ADN se obtuvo (Fischerella, Kovacikia minuta) no coincidieron con las
morfologias observadas mediante claves taxondmicas (Phormidium, Leptolyngbya,
Plectonema, Scytonema, Tolypothrix, Symploca), lo que refleja que algunas cianobacterias

filamentosas presentan paredes celulares resistentes que dificultan la extraccion de ADN
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y su cultivo. Este hallazgo explica por qué los cultivos y la observacion morfolégica no
capturan toda la diversidad microbiana presente. De hecho, el andlisis molecular revel6 la
presencia de otros filos microbianos en las muestras compuestas: en la muestra C1 se
identificaron Actinomycetota, Pseudomonadota, Bacteroidota y Cyanobacteriota; en Loma
Blanca (L2) se encontraron Pseudomonadota, Planctomycetota, Verrucomicrobiota,
Cyanobacteriota y Chlorophyta; y en Los Santos (S3) se detectaron Pseudomonadota,
Bacteroidota y Chlorophyta. Esto evidencia que la diversidad filogenética real,
especialmente en Los Santos, es mayor de la que podria inferirse Gnicamente a partir de

morfologias o cultivos.

Estos hallazgos sobre la diversidad filogenética, revelados mediante el andlisis de ADN,
permitieron identificar géneros y filos que no eran evidentes a partir de la morfologia de los
cultivos, mostrando que la composicion microbiana de los yesos en latitudes bajas podria
ser mas compleja de lo que sugieren los métodos tradicionales. Por medio del andlisis
metagendmico se identificaron genes asociados tanto a la producciéon de carotenoides
como a la reparacién de ADN mediante el mecanismo de escision de nucleétidos, lo que
permitié correlacionar los espectros Raman previamente detectados e inferir que los
microorganismos de cada zona emplean diferentes mecanismos de adaptacién ante
distintos niveles de irradiacién. Las comunidades fot6trofas y bacterianas endoliticas
descritas en este estudio muestran un alto potencial astrobioldgico, ya que los yesos del
ecuador albergan comunidades endoliticas que, al estar expuestas a intensos niveles de
radiacion, favorecen la sintesis de diferentes combinaciones de carotenoides para
proteccion celular y, adicionalmente, cuentan con genes de reparacion del ADN. Por ello,
microorganismos con estas capacidades podrian sobrevivir en la subsuperficie marciana

rica en sulfatos.

En conjunto, estos resultados sugieren que la estructura cristalina y la composicion
geoquimica del yeso son los factores mas decisivos en la configuracion de las
comunidades endoliticas fotosintéticas, mas alla de variables climaticas o altitudinales.
Esta hipétesis, que vincula directamente las propiedades fisicoquimicas del sustrato con la
presencia y adaptaciones funcionales de los microorganismos, sera explorada y discutida

en mayor detalle en el siguiente capitulo.
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2.1. Area de estudio y tipos de yeso

La zona de estudio abarca tres localidades en Colombia, donde afloran diferentes

formaciones geolégicas asociadas con depdsitos de yeso.

El primer punto de estudio se ubica al norte del municipio de Villanueva, muy cerca de la
confluencia entre los rios Juarez y Chicamocha, dentro de la Formacion Rosablanca
(Figura 1-1 A). Esta formacion presenta caracteristicas de una secuencia facial que puede
interpretarse como generada en tres ambientes principales contiguos: submareal,
intermareal y supramareal. La distribucion y repeticion de las distintas facies dentro de la
sucesion litolégica indican un avance progresivo del mar hacia el este, con breves
oscilaciones de retroceso. La facies yesifera muestra atributos similares a los de un
moderno Sabkha persa (Etayo-Serna & Pava, 1985). La formacién esta compuesta
principalmente por calizas de tonalidades grises claras y azulosas, ricas en fosiles, que se
alternan con lutitas y lutitas arenosas. En la parte inferior de la formacion, a unos 16 metros
del contacto con la Formacion Tambor, se encuentra una secuencia de entre 12 y 15
metros de espesor que contiene estratos de yeso con espesores entre 0.30 y 2.20 m
intercalados con capas de calizas y lutitas grises. Estos estratos de yeso tienden a
transformarse lateralmente en calizas arcillosas, adoptando una morfologia lenticular
(Cruz-Montoya, 2018). Sin embargo, a través de toda la secuencia de las Formaciones
Paja y Rosablanca se pueden encontrar costras, rellenos de fisuras y capas concordates
de yeso fibroso y yeso masivo (Cruz & Vargas, 1972). Las variedades principales de yeso
gue afloran en los Santos son selenita, yeso fibroso y yeso masivo. La variedad selenita
se encuentra principalmente en las arcillas de la Formacion Paja. El yeso fibroso se
presenta en forma de pequefios cuerpos tabulares algunas veces siguiendo los planos de
estratificacion y en otras ocasiones rellenando fracturas o costras superficiales. La muestra
LS-01 (abreviacién de Los Santos, LS) se recolectd a partir de varios yesos variedad
selenita de la Formacion Rosablanca que rellenan principalmente fracturas y costras
superficiales. La muestra LS-03 se recolecté a partir de yeso variedad selenita que se
encuentra intercalado entre las arcillas de la Formacién Paja. Dentro de la formacion
Rosablanca se encuentran frecuentemente estructuras fenestrales y ojo de pajaro,
microgrietas de desecacion; estructuras criptoalgaceas y nddulos, laminas y venas de
yeso. Estas caracteristicas sugieren que las condiciones de sedimentacion ocurrieron en

un ambiente de alta salinidad, con un clima célido y seco, tipico de las llanuras
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supramareales. La alta salinidad queda respaldada por la total ausencia de fauna fésil y la
escasa presencia de estructuras de desecacion. En todos los niveles de yeso, es comuln
encontrar nddulos subredondeados y alargados de color gris claro, con didmetros entre 1
y 4 mm. Estos nédulos pueden presentarse aislados o en bandas de hébito botrioidal,
paralelas a la estratificacion. Estas estructuras son similares a las formaciones enteroliticas
de anhidrita que actualmente se originan en las llanuras salinas del Golfo Pérsico (Etayo-
Serna & Pava, 1985). Las dos formas de presentacién del yeso dentro de estos niveles
permiten establecer dos procesos diagenéticos diferentes. Las estructuras nodulares de
yeso que se originan por la hidratacion in situ, a partir de anhidrita de naturaleza nodular.
Por otro lado, hay estructuras de relleno originadas a partir de soluciones saturadas de

sulfato de calcio (Etayo-Serna & Pava, 1985).

El segundo punto de muestreo se encuentra en la Formacion Paja, que aflora ampliamente
en las regiones de Villa de Leyva y Séachica (Figura 1-1 B). Esta formacion es una
secuencia gruesa de shales negros a varicoloreados con abundantes concreciones
calcareas e intercalaciones de yeso. En la parte suroccidental del anticlinal de Arcabuco,
se encuentran afloramientos de yeso que varian en espesor de 2 a 5 mm y estan
intercalados con otras formaciones como lodolitas y arcillolitas. La Formaciéon Paja se
dividi6 en tres unidades por (Etayo-Serna, 1968), la unidad intermedia denominada

formal mente Amiembros de arcill olAptarmsEsambdi garr adas

secuencia de arcillolitas con cristales, nédulos, laminas y vetas de yeso evaporitico e
interestratificaciones delgadas calcareas con estructuras criptoalgaceas. La presencia de
estos rasgos sugiere que la sedimentacion de esta unidad en llanuras salinas de marea
(Etayo-Serna & Pava, 1985). Desde la parte intermedia del miembro, en sentido
ascendente se observan las siguientes variaciones faciales: Un aumento gradual del
contenido del yeso. El yeso se origind por precipitacién evaporitica en los poros del
sedimento; su forma varia desde cristales lenticulares microscépicos en la base del
miembro, caracteristicos de llanuras salinas intermareales bajas, hasta cristales
macroscopicos y nodulos en su parte intermedia, tipicos de llanuras marinas
supramareales. En la parte superior del miembro, el yeso y las estructuras criptoalgaceas
disminuyen gradualmente hasta desaparecer en el tope, lo que indica la desaparicion de
condiciones hipersalinas. Ademas, aumenta la cantidad y variedad de fésiles marinos
acumulados mecéanicamente, lo que se interpreta como un aumento en la comunicacion

con el mar libre. En Villa de Leyva, la distribucion lateral y vertical de las diversas formas
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de yeso permite reconocer sectores similares a los que (Butler, 1969) diferencio en las
llanuras salinas (Sabkha) intermareales y supramareales actuales de Abu Dhabi (Golfo
Pérsico), los cuales estan determinados por la frecuencia de inundaciones de marea por
la naturaleza de los minerales evaporiticos, indicativos de clima calido con evaporacion
intensa y salinidad alta. La parte media del miembro, que se menciond arriba, esta dividida
en 4 segmentos que cuentan con niveles de yeso. Sin embargo, el segmento con mayor
contenido de yeso es el segmento lll. Aqui el yeso es mas abundante hacia el oriente y se
presenta como venas que forman un reticulo (20% de volumen de arcillolita) y como
cristales lenticulares microscopicos (<2 mm) o macroscopicos (>2 mm). También hay
nodulos escasos de yeso o anhidrita con estructura en forma de intestino-enterolitica. Los
lentes de calcita fibrosa son abundantes, asi como las intercalaciones de micrita con
laminas criptoalgaceas en estratos continuos o en interdigitaciones con la arcillolita. El yeso

se presenta de 3 maneras en esta secuencia de arcillolitas abigarradas:

1) Cristales de yeso de entre microscépicos (0.05 mm a 2mm) hasta macroscépicos (2mm

a 8 cm) y de forma lenticular. Algunos cristales de aspecto poliquitico contienen inclusiones
diminutas de anhidrita y muy pocos estan maclados, segun las denominadasmaclas fApunt a
de | anzado y <cola de golondrina. En gener al e
laminacion de la arcillolita. 2) N6dulos de yeso o anhidrita: son masas terrosas blandas,
deleznables, de color blanco, de 1Imm a 3 cm de diametro, con héabito botroidal a reniforme;

estan alineados dentro de la arcillolita de color café pélido. 3) Venas de yeso fibroso dentro

de la arcillolita: son oblicuas a la laminacién y predominantemente forman &angulos
pequefios con esta; donde el yeso es abundante, la roca contiene hasta el 25% de yeso

en volumen y las venas forman reticulo. La presencia esporadica de venas con cristales
lenticulares de yeso o estrechamente asociadas con nddulos de anhidrita sugiere que las

venas fueron el resultado de la cristalizacion diagenética de yeso y de nddulos de anhidrita.

West, (1965) estudid venas de yeso fibroso en rocas antiguas y concluyd que, durante la
diagénesis, cristales de anhidrita fueron hidratados a yeso, el cual rellend fisuras y originé

venas.

El tercer punto de muestreo se localiza en el grupo Gualanday en los alrededores de
Chaparral, Tolima (Figura 1-1 C). El Grupo Gualanday marca el inicio del levantamiento de
la Cordillera Central de los Andes colombianos. Los sedimentos que conforman este grupo

fueron transportados hacia el este desde la Cordillera Central. La mayor parte, si no todo,
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de este material clastico provino de la erosion de los estratos cretécicos que cubrian el sitio
de la cordillera en ascenso. El chert cretacico aport6 clastos gruesos a los conglomerados,
siendo el espesor de los estratos y el tamafio de los bloques de fractura del chert los que
controlaron el tamafio de los clastos. Las lutitas suministraron abundante caolinita detritica
a las lutitas del Gualanday. Con el aumento de la profundidad de la erosion a lo largo del
tiempo, la parte cuarzosa inferior de la secuencia creticica aporté una mayor cantidad de
detritos a los conglomerados y areniscas de la parte superior del Grupo Gualanday. La
Cordillera Central se levant6 en tres pulsos, cada uno de los cuales expuso nuevo chert
cretacico estratificado a la erosion y dio lugar a la depositacion de una de las tres unidades

principales de conglomerado del Grupo Gualanday (Anderson, 1972).

En esta Formacion, los depdsitos de yeso tienen un espesor de entre 5y 10 cm, que se
divide en tres miembros: conglomerados polimicticos en el inferior, arcillolitas rojas en el
medio, y conglomerados y areniscas en el superior. El yeso del grupo Gualanday es fibroso
y de color rosado y se formé por evaporacion de aguas saladas o semisaladas (Daza &
Osorio, 1972). En el afloramiento donde se recolecté la muestra ChT-01 el yeso es
cristalino y se presenta en bandas de 1 cm de espesor en la parte central y de 3 cm de
ancho en la parte izquierda. Es yeso secundario, bandeado, posiblemente hidrotermal,
pues las bandas no tienen una orientacion preferencial ni coinciden con la estratificacion
del afloramiento. Algunas de las venas de yeso son perpendiculares entre si. El
afloramiento donde se recolect6 la muestra ChT-03 presenta fragmentos fibrosos de yeso
de hasta 33-55 cm de largo, 30-35 cm de ancho y de 5-8 cm de espesor. Posee una
exfoliacibn muy marcada paralela a la direccion de estratificacion y se encuentran

dispuestos aleatoriamente sobre una secuencia de arcillas meteorizadas in situ.

2.3 Métodos

La geoquimica se hizo con el fin de caracterizar los minerales que sirven como microhabitat
endolitico y poder establecer si hay diferencias importantes en la composicién de aquellos
gue albergan cianobacterias y algas con aquellos en las que no se aprecian estas

colonizaciones.
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2.3.1 Petrografia

La caracterizacion petrografica de las muestras de yeso se realizé para determinar la
microestructura, la composicion mineraldgica y las relaciones texturales entre las fases
presentes (e.g. Barnett, 1991). Las muestras se prepararon en el Laboratorio de Técnicas
Petrogréficas (Lab. 118) del Departamento de Geociencias de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Bogota. Los fragmentos de roca seleccionados fueron impregnados con
resina Epoxicure™ y endurecedor Epoxicure™ de la marca Buehler, cortados y pulidos
hasta alcanzar ~30 um de espesor, siguiendo los protocolos estandar (Adams A. E. et al.,
1984).

La observacion cualitativa de las secciones delgadas se llevé a cabo en laboratorio
Microscopia Optica (Lab. 236) utilizando un microscopio petrografico de luz polarizada
(OlymmusBX51) equipado con objetivos de 2x, 4x, 10x, y 40x. Se utilizaron tanto luz
polarizada plana (PPL) como luz polarizada cruzada (XPL) para identificar minerales
basandose en sus propiedades 6pticas (Kerr. & Hall, 1978). Este analisis permitio describir
la textura general de la roca (e.g., masiva, fibrosa, euhedral), estimar la abundancia relativa
de los minerales principales y accesorios, y cartografiar la distribuciéon espacial de las fases
minerales y la porosidad.

2.3.2 Difraccion de rayos X

Los ensayos se realizaron en el laboratorio Litogeoquimica (salén 106 A) del Departamento
de Geaociencias de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota, donde se utiliz6 un
equipo Bruker D2 Phaser, que cuenta con un catodo de cobre (== 1,5406 A). Para realizar
este ensayo las muestras de yeso se trituraron en un mortero de agata hasta dejarlas a un
tamafio de particula de 75 um y se evaluaron con un barrido entre 5° y 90° con un tamafio
de paso de 0,02°/s (Bunaciu et al., 2015). La identificacién de fases se realizé con el
software DIFFRAC.EVA utilizando la base de datos ICDD PDF-4+, y la cuantificacién se

obtuvo mediante refinamiento de Rietveld (Bruker, 2018).

Para la identificacion de las arcillas presentes en los yesos se aplicO la metodologia
propuesta por Thorez (1977), con modificaciones menores en el proceso de secado
descritas por Bonilla Osorio et al. (2011) y una adaptacion adicional en la preparacion de
las muestras orientadas. De acuerdo con el procedimiento original de Thorez (1977), la

suspension de arcillas debe dejarse en reposo durante 5 minutos para su decantacion. Sin
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embargo, se observo que incluso en este lapso las particulas tienden a sedimentarse por
completo, debido a que las arcillas son mas densas que los yesos, lo que limita la deteccién
de arcillas en el analisis por DRX. Por este motivo, el tiempo de decantacion fue reducido
a 30 segundos, lo que permitié obtener informacién mas confiable acerca de las arcillas

presentes en la estructura de algunos de los yesos analizados.

2.3.3 Fluorescencia de rayos X

Las tres muestras de yeso fueron trituradas hasta dejar a tamafio 100 um de tamizaje. 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 37 mm de didmetro (1.121 kN/cm?), que fue medida
en un espectrometro de fluorescencia de rayos X, MAgixPro PW-2440 Philips, equipado
con un tubo de Rodio, potencia maxima de 4KW., con tres detectores (Flujo, Centelleo y
Duplex) de Longitud de Onda dispersiva (WDXRF) y 5 cristales analizadores: PE. PX1,
LIF200, LIF220, y Ge.

El analisis semicuantitativo se realizé con el software SEMIQ-2007, haciendo 11 barridos,
con el fin de detectar todos los elementos presentes en la muestra, excluyendo H, C, Li,

Be, B, N, Oy los elementos transuranicos.

La estabilidad del equipo es controlada diariamente mediante la medicién de una muestra

patrén.

2.3.4 Microsonda

El analisis de composicién elemental de los yesos (elementos mayores, menores y trazas)
se realizé utilizando un equipo de microsonda electrénica (EPMA) JEOL JXA 8230, con
detectores simultdneos de longitud de onda dispersiva (WDS - Wavelength Dispersive
Spectrometry), ubicada en el laboratorio Microsonda Electronica EPMA (lab. 106B) del
Departamento de Geociencas. Las muestras fueron previamente recubiertas con una fina
capa de grafito por evaporacién, con el fin de asegurar la conductividad eléctrica y prevenir

acumulacion de carga durante el analisis.
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Las condiciones operativas para todos los analisis fueron modificadas para dar una
condicion de impacto suave y evitar el deterioro de los yesos. Las condiciones utilizadas
fueron: Potencial de 10 kV y corriente de emisién de 5 nA y desenfoque del haz de
electrones para generar un spot de 20 um de diametro. De esta manera se evita el
sobrecalentamiento de las fases analizadas y se obtiene un balance entre resolucién

espacial y estabilidad de la sefial.

Las imagenes de electrones retrodispersados (COMPQO) se adquirieron para seleccionar
areas homogéneas en cada grano mineral, optimizando asi la precisién del andlisis
puntual. Los espectros y analisis elementales se realizaron utilizando los cristales de
difraccion PETJ (Pentaerythritol) y LIF (Lithium Fluoride).

Para la cuantificacion de los elementos, se utilizaron los siguientes materiales de referencia

(estdndares primarios):
SOF: Barita (BaSOW
CaO y SrO: Anhidrita (CaSOW
BaO: Barita (BaSOW
FeO: Hematita (FeFOF)
SiOFy PRO4: Apatito (Ca%POWF(F,Cl,OH))
KFO: Ortoclasa (KAISIFOW)

Cada elemento fue cuantificado con un tiempo de conteo de 10 segundos en el pico (peak)
y 5 segundos en el fondo (background) por cada lado del pico, siguiendo una correcciéon
ZAF para compensar efectos de absorciéon y fluorescencia. Los datos fueron procesados
con el software PC-EPMA 1.19.0.1, permitiendo obtener concentraciones elementales

expresadas en 6xidos ponderados y normalizados.



84 El rol de las propiedades geoquimicas en la diversidad endolitica

2.4 |dentificacion taxondmica

2.4.1 Cultivo s selectivos

El ADN de los microorganismos cultivables se extrajo a partir de cultivos agrupados. Es

decir, se combinaron pares de muestras provenientes de la misma localidad en un Unico

tubo con medio | 2quido BBM, constituyehyyo un Opoc
ChT-03, 0 LS-01 y LS-03). Esto permitié optimizar la recuperacion de material genético y

representar de manera integral la diversidad microbiana de cada region.

2.4.2 Extraccion de ADN

Luego, 15 mL de cultivo fue centrifugado a 6000 rpm por 10 min, el sobrenadante se
descartd y la biomasa se resuspendié en 700 uL de buffer de lisis (CTAB al 3%, NaCl 3M,
EDTA 20 mM y 1% de 2-mercaptoetanol) y 3,5 pL de proteinasa K (20 mg/mL),
posteriormente se pasé a un tubo tipo eppendorf de 2 mL con microesferas de circonio y
para realizar la ruptura fisica de las paredes en un disruptor Mini-bead beater por 1,30 min,
finalmente para la ruptura quimica de las membranas se incubaron a 65°C durante 60 min
mezclando por inversion cada 15 min, para obtener el ADN libre en solucién acuosa junto
con residuos de diferentes componentes de las células. Para purificar este material se
adicion6 un volumen 700 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezcldé por
inversién durante 20 min, se centrifugd a 13.000 rpm por 20 min, la fase acuosa se transfirid
a un tubo nuevo de 2 m. Para la precipitacion del ADN se adicion6 la décima parte del
volumen de acetato de sodio 3M y un volumen de isopropanol, se mezclé por inversion
durante 20 min y se preserv a -20°C por 12 horas. La remocién de impurezas polares se
realiz6 centrifugando el tubo de 2 mL a 13.000 rpm, descartando el sobrenadante y el pellet
obtenido se lavo con 400 uL de etanol al 70% durante 5 min. Posteriormente se centrifugé
a 13.000 rpm por 10 min, se descartd el sobrenadante y el exceso se dejo evaporar a
temperatura ambiente, finalmente el pellet se fue suspendido de nuevo en 100 pL de Buffer
TE estéril. Se adicion6 1uL de ARNasa (20 mg/mL), se incubé a 37 °C por una hora (Inglis
et al., 2018; Stirling, 2004). La integridad del ADN se evalué mediante electroforesis en gel

de agarosa al 1% con buffer TAE 1X a 5 V/cm (Figura 2-1). La pureza del ADN se evalu6
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mediante espectrofotometria utilizando un equipo Nanodrop de TermoFisher Scientificy la
cantidad total de ADN fue medida mediante fluorometria utilizando un equipo Qubit de
TermoFisher Scientific y el kit dSDNA BR Assay Kit; los resultados de esta evaluacion se
presentan en la Tabla 2-1. Las muestras de ADN total fueron liofilizadas para su
preservacion hasta su secuenciacion mediante la plataforma Novaseq6000 (Novogene Co,
Ltd). La construccion de librerias se llevé a cabo mediante tagmentacién, proceso en el
cual se fragmento6 el ADN y se insertaron los adaptadores de secuenciacién mediante la

enzima transposasa.

ADN

Figura 2-1. Gel de agarosa al 1% con ADN extraido.
1. Muestra de Chaparral, 2. Muestra de Los Santos, 3. Muestra de Sachica, 4. ADN comercial de fago lambda
100 ng, 5. ADN comercial de fago lambda 50 ng. Electroforesis en buffer TAE 1X, 5 V/cm durante 30 min.

Tabla 2-1. Cuantificacion de DNA extraido por muestra para posterior secuenciacion.

Concentracién pot
Lugar de Muestra de ADN  fluorometria Relacion 260/280 Total,.de ADN
muestreo obtenido (ng)
(ng/uL)
Chaparral C1 29 1,82 1450
Los Santos L2 10 1,67 500
Sachica S3 41 1,87 2050

2.4.3 Analisis Bioi nformatico de las Secuencias de ADN

La reconstruccion de MAGs (Metagenome-Assembled Genomes de bacterias y archaeas)
se realiz6 a partir de las secuencias pareadas de cada una de las tres librerias usando el
flujo de trabajo bioinformatico propuesto por Chivian et al. (2023) en la plataforma
bioinformatica Kbase (https://www.kbase.us/). La calidad de las secuencias antes y

después de la limpieza se verificé con FastQC - v0.12.1 (Andrews, 2010), el recorte de
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bases y eliminacion de adaptadores se realizé con Trimmomatic V0.39 (Bolger et al., 2014)
aceptando una calidad minima Q25 (Tabla 2-2). El meta-ensamblaje se realiz6 con
metaSPAdes - v3.15.3 (Nurk et al., 2017) utilizando la restriccion de contigs con un minimo
de 2000 pb. La reconstruccion de bins se realizd utilizando tres programas de
agrupamiento de contigs: MaxBin2 - v2.2.4 (Wu et al., 2016), MetaBAT2 Contig Binning -
v1.7 (Kang et al., 2019) y CONCOCT - v1.1 (Alneberg et al., 2014), posteriormente con
DAS Tool - v1.1.2 (Sieber et al., 2018), se gener6 un grupo Unico de bins no redundantes,
MAGs con 95% de completitud y 2% de contaminacién fueron seleccionados con CheckM
- v1.0.18 (Parks et al., 2015). Para la asignacion taxondémica de los MAGs obtenidos de
cada una de las librerias se realizdé previamente la anotacion de cada uno mediante
RASTtk (v1.073) y posteriormente la herramienta GTDB-Tk - v2.3.2 (Chaumeil et al., 2020).
A partir de los tres metaensamblajes obtenidos por software metaSPAdes - v3.15.3. Los
contigs asociados a eucariotas fueron extraidos mediante software EuKRep (P. T. West et
al., 2018), la asignacion taxondémica de los contigis se realizé6 mediante el software Blast
(Altschul et al., 1990).

Tabla 2-2. Total, de lecturas obtenidas mediante secuenciaciéon por Plataforma Novaseq6000 para las tres
muestras

Porcentaje
Total, Total. lecturas Total,lecturas de
Muestra| Plataforma | Tipo | lecturas por ’ pareadas después d{ lecturas
: . pareadas S
libreria la limpieza pareadas
limpias
C1 Paired 49,386,696 | 24,693,348 22,611,341 91.6%
L2 | Novaseq6000 ;:3 47,365,932 | 23,682,966 22,366,216 94.4%
S3 53,182,506 | 26,591,253 24,843,924 93,40%

2.4.4 Reconstruccion y visualizacion de rutas metabdlicas

La anotacion de los metagenomas se realizé utilizando el software PROKKA (v.1.14.5)
(Seemann, 2014). La reconstruccion y visualizacion de rutas metabdlicas se obtuvo a
través del uso de las herramientas GhostKOALA y KEGG mapper que permiten la
comparacion de las secuencias genéticas contra secuencias reportadas y almacenadas en
bases de datos (Kanehisa et al., 2016, 2022; Kanehisa & Sato, 2020).
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2.5 Resultados

2.5.1 Descripcion petrogréfica de los yesos

Se realizaron secciones delgadas a partir de las muestras mas representativas de cada
localidad de estudio: Los Santos, Sachica y Chaparral. A continuacion, se presenta la
interpretacion general a partir del andlisis petrografico:

Los cristales de yeso observados en las secciones delgadas presentan un relieve negativo
caracteristico. En la mayoria de los casos, la extincién es paralela a la exfoliacién, como
es esperable en minerales del sistema monoclinico. Sin embargo, esta relacién no se
cumple en todos los casos. Por ejemplo, en las muestras LB7 y SGM (ambas provenientes
de Séchica), se observaron angulos de extincion del orden de 19-20°, que resultan
mayores a 14° (valor tipico del yeso), y la linea de Becke no indica un relieve negativo
claro, lo que sugiere una posible alteracién, impureza o crecimiento anémalo de los

cristales.

El angulo de extincion del largo lento en la mayoria de los cristales de yeso fue medido en
aproximadamente 14°, como se espera para este mineral. Al aplicar una cufia de
compensaci- -n & (lambda pl ate) se observ: un ¢
confirma que se trata de una sustraccion (coincidencia entre el rayo rapido del mineral y el
rayo rapido de la lamina). Esta observacion permite concluir que la muestra presenta una
figura de interferencia biaxial positiva, coherente con la dptica del yeso. En aquellos
cristales donde se midieron angulos de extincion de 19i 20°, superiores al valor
caracter2stico del yeso (~14A), 1l a aplicaci - -n d
gue no corresponden claramente ni a sustraccion ni a adicién. Esto indica que la
orientacion de los ejes 6pticos (largo lento y largo rapido) no coincide con la esperada para
el yeso. Tales variaciones podrian estar asociadas a procesos de alteracion parcial hacia
anhidrita, a la presencia de impurezas en la red cristalina 0 a crecimientos anémalos

durante la recristalizacion.

LS-01:Predominan fragmentos de yeso de aproxi mada/
observan algunos de m8s de 1 mm. Los cristales
presentan extincion individual y aparentan estar conformados por agregados de cristales
mas pequenos, lo que sugiere posibles sobrecrecimientos. Uno de los fragmentos muestra

una estructura de crecimiento esferoidal. La mayoria de los cristales de yeso presentan
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multiples fracturas, las cuales podrian facilitar el desarrollo de comunidades endoliticas
(Figura 2-2 A, B, C).

LS-03: Los cristales de yeso presentan exfoliacion paralela a la extincioén, la cual ocurre a
14A. Algunos cristales, de casi 1 mm de ancho, mu
del cristal, visibles como planos de exfoliacion. Se identificaron fragmentos de arcilla
embebidos dentro del yeso, asi como minerales opacos que en luz polarizada paralela
(PPL) muestran tonalidades cafés. La muestra exhibe una alternancia de lineas de cristales
muy finos y fragmentados, c¢on noavamentedihose kosgr andes (
cristales pequefos, de entre 50 y 100 & m, par ecet
mayores. Se observaron cristales maclados y caracteristicas tipicas de un yeso de origen
postsedimentario. El andlisis por microsonda permitié detectar cristales de yeso con
fragmentos de arcilla bordeando el cristal (Figura S 3-17), esto se corrobor6 porque los
fragmentos de arcilla arrojaban sefial de feldespato alcalino, con picos en K, Al y Si.

Ademas, esta es la Unica muestra que contiene apatitos, aunque son muy pocos y de

tamafio muy reducido. La mayoria de los cristales son grandes y presentan exfoliacion bien
desarrollada (Figura 2-2 D, E, F).

Figura 2-2. Microfotografias en seccion delgada de yeso de las muestras LS-01 (Ai C) y LS-03 (Di F).

A) I magen con cufa de compensaci-n de & que nmasfergidara un gran f
y fracturas internas B) Misma imagen en luz polarizada paralela (PPL), donde se observan detalles internos

del cristal con menor contraste. C) Imagen en luz polarizada cruzada (XPL), resaltando la extincién individual

de los fragmentos grandes y las texturas internas que sugieren sobrecrecimiento. D) Imagen de la muestra LS-

03 con cufa de @&, evidenciando cr i st adagysprespncea decariflas.c on exf ol i a
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E) Imagen en PPL donde se identifican fragmentos de yeso con bordes irregulares y minerales opacos de
tonalidad café. F) Imagen en XPL que destaca la extincion a 14°, las maclas y la textura interdigitada entre

cristales grandes y fragmentados.

LB7: La muestra LB7 fue recolectada en un afloramiento de yeso asociado a procesos de

removilizacion sedimentaria. Presenta una textura heterogénea dominada por yeso en

agregados elongados y masi vos, con tamafos

En la seccién se observan cristales de yeso orientados preferencialmente, lo que sugiere
un control estructural asociado a la laminacién primaria del depdsito. Se identifican
estructuras de deformacién interna en algunos cristales, indicando que estos han sido

afectados por procesos tecténicos o reacomodacion sedimentaria.

Las bandas verticales de birrefringencia indican zonacion o crecimiento por pulsos. Hay
deformacién interna en algunos cristales, lo que sugiere una posible removilizacién o

compactacion post-deposicion Figura 2-3

El contacto con fragmentos de arcilla y 6xidos de hierro embebidos en la matriz de yeso,
asi como su disposicion cortada por los cristales, también sugiere un origen post-
sedimentario. El crecimiento de los cristales de yeso parece estar guiado por la laminacion
primaria de la arcillolita huésped, y se observan zonas donde los cristales se pliegan o
cambian de orientacion, acompafiados por variaciones en tamafio y forma (Figura 2-3 A,
B, C)

Adem8s, en esta muestra se reconocen i ncl

distribuidas dentro de los cristales de yeso, lo que podria indicar condiciones reductoras

locales durante la formacién del mineral.

SGM: La muestra SGM fue recolectada en el municipio de Sachica (Boyaca), en una mina
de yeso abandonada. En lamina delgada, se observa una matriz dominada por cristales
masivos de yeso, con tamafios que superan 1 mm en algunas areas, y zonas con cristales
m8§s finos y alargados de aproxi madament e
negativo y, en muchos casos, muestran maclas bien definidas, tipicas del yeso (Figura 2-3
D, E, F).

A lo largo de la seccion, se identifican fragmentos elongados de arcilla con 6xidos de hierro

embebidos dentro de la matriz de yeso. Segun la relacién de corte de Charles Lyell, este

que
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rasgo indica que el crecimiento del yeso es post-sedimentario, ya que incluye clastos
preexistentes dentro de su estructura. La disposicion preferencial de los cristales sugiere

gue su crecimiento estuvo controlado por la laminacién primaria del sedimento original.

Ademas, se evidencia una transicion textural desde cristales mas pequefios hacia cristales

de mayor tamafio, lo cual puede interpretarse como un crecimiento progresivo del yeso

dentro de un espacio poroso limitado por la estratificacion del depdsito original.

Figura 2-3. Microfotografias de las secciones delgadas de yeso de las muestras LB7 y SGM. Muestra LB7 (Al

C) y muestra SGM (Di F).

Ay D fueron capturadas conAxullmagen coompeocsfai de &e donde
interferencia de colores intensos y estructuras internas asociadas a cristales de yeso parcialmente deformados.

B) Imagen en luz polarizada paralela (PPL), mostrando la textura masiva y homogénea del yeso con inclusiones

opacas. C) Imagen en luz polarizada cruzada (XPL), donde se aprecia orientacion preferencial de cristales y

evidencias de maclas. D) Il magen con cufa de @&, evi devivasiemaristabes i nt er f er enc
elongados de yeso, junto con fragmentos de 6xidos de hierro. E) Imagen en PPL, que permite identificar la

disposicion general del yeso masivo y los contactos entre fases minerales. F) Imagen en XPL, donde se

distinguen los cristales de yeso con diferentes orientaciones 6pticas.

ChT-01: Los cristales de yeso en esta seccion son euhedralesdehasta 4 mm de | ar go
bien formados, con bordes rectos y planos cristalinos definidos y en ocasiones un habito
tabular, presentan un clivaje perfecto en una direccién y la birrefringencia es baja a

moderada. No presentan una textura microcristalina y, en general, se ven muy limpios y
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algunos muestran maclas bien definidas. La presencia de cristales tan grandes indica

condiciones favorables con espacio y tiempo suficientes para su crecimiento.

En una esquina de la ldmina se identifican al menos tres generaciones de yeso: 1) Yeso
fibroso con orientacion horizontal. 2) Una vena de yeso, formada por fragmentos de que
corta al anterior. 3) Cristales euhedrales de mayor tamafio.

Ademads, se observa yeso microcristalino embebido como una linea dentro de una matriz
de cristales alargados mas grandes, los cuales también contienen cristales euhedrales adn
mayores. Entre las filas de cristales alargados aparecen zonas oscuras, que podrian

corresponder a porosidad, fases opacas o impurezas (Figura 2-4 A, B, C).

ChT-03: La mayoria de los fragmentos en esta muestra son euhedrales y tienen mas de

1 mm de | argo, aunque | os m8s pequefos rondan

tenga un tamafio de grano relativamente homogéneo en comparaciéon con las
anteriormente descritas. Destaca un fragmento gigante con una macla bandada recta y
repetitiva, similar a las maclas poliespéticas de las plagioclasas (Figura 2-4 D, E, F), sin
embargo, al ser un yeso, estas estructuras pueden ser particiones internas o planos de
exfoliacion como resultado de las tres direcciones de exfoliacion del cristal: {010}
(perfecta), {100} (buena) y {011} (imperfecta).

Los cristales pequefios son alargados, deformados y presentan bordes irregulares.
Al gunos alcanzan hasta 3 mm de | ongitud

observa un fragmento de yeso embebido dentro de un cristal mas grande, el cual
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desaparece en PPL, lo que podria indicar una orientacion distinta del eje 6ptico o un
proceso de recristalizacion parcial.

TR
¥

Figura 2-4. Microfotografias de las secciones delgadas de yeso de las muestras ChT-01 (Ai C) y ChT-03 (: Di

F).

Ay D fueron capturadas con cufa de compensaci-n de @&. A)
generacion dispuestos de forma vertical, cortados por una vena de yeso horizontal, que a su vez es cortada

por cristales euhedrales de tamafio intermedio. B) Misma imagen en luz polarizada paralela (PPL). C) Imagen

del mismo campo en XPL.

EnChT-03, |l o0os cristales son de tamafo m8s homog®neo, el ongados
que muestra un fragmento de 2mm con maclas. E) PPL del mismo campo que (D), con bordes euhedrales. F)

Imagen en XPL que resalta la orientacion de la macla.

La diferencia en el tamafio de los granos entre las muestras del grupo Gualanday
(Chaparral) y las muestras de la Formacion Rosablanca y Paja (Los Santos y Sachica),
aportan informacién importante sobre el origen de los yesos. Los cristales euhedrales y de
mayor tamafio sugieren que los yesos presentes en Chaparral son probablemente de
origen primario. Ademas, el espacio entre los granos podria incrementar la bioreceptividad
de estas muestras, al ofrecer mayores areas disponibles para la colonizacion endolitica

dentro de la matriz. Sin embargo, las fisuras presentes en las muestras de yeso
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secundario, como LS-03 también pueden aportar espacio disponible para la colonizacién
de microorganismos endoliticos (Ver Figura 2-4). Se ampliaran mas detalles de esto en la

seccién Discusion.

2.5.2 Difraccion de rayos X

Los analisis de difraccibn de rayos X (DRX) confirmaron que todas las muestras
recolectadas presentan yeso en proporciones superiores al 95%, con excepcién de la
muestra LB6 que tuvo un porcentaje cercano al 60%. El andlisis petrografico permitié
identificar la presencia de arcillas en la estructura de algunos yesos. En las muestras SGM
y ChT-01 se realiz6 una separacion fisica del yeso y la arcilla, mientras que en LB6 se
modificé el tiempo de decantacion para los preparados orientados. Considerando que las
arcillas presentan densidades superiores a la del yeso 8 montmorillonita (2,07 3,0 g/cm3,
segun el grado de hidratacién), caolinita (2,68 g/cm3) e illita (2,61 2,9 g/cm3), frente a los
2,31 2,35 g/cm? del yesod , se dejé decantar solo durante 1 minuto con el fin de concentrar
la fraccion arcillosa respecto al yeso. Posteriormente, la muestra fue extraida con pipeta
para su andlisis. A partir de preparados orientados, tratados con etilenglicol y
posteriormente calcinados, se identificd en la muestra SGM una importante variedad de
arcillas, incluyendo illita, montmorillonita y clorita. lllita/Clorita, ortoclasa, pyrofilita e illita en
la muestra LB6 y caolinita y esmectita en la muestra ChT-01. A pesar de que los yesos
probablemente han sufrido procesos de deshidratacién, no se identificaron picos

correspondientes a bassanita o anhidrita.



94 El rol de las propiedades geoquimicas en la diversidad endolitica

J 1 SGM_2 raw (Sirip ka2) (Smooth) (X-Offset)
5 1 Gypsum, syn 15,0 %
| Kaclinite 6.9 %
- | SiO2 Quartz 38,8 %
5.000— CaCO3 Calcite 7,0 %
1 Montmorillonite (bentonite) 8,8 %
il 1 KAI(Si ANBO10{OH)4 4H2O Ilite-montmorillonits 7.7 %
2 Chlorite, chramian 0,7 %
] Tlite 18,1 %
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Figura 2-5. Difractograma de la muestra SGM
Verde: muestra en polvo; negro: muestra orientada; azul: muestra orientada + etilenglicol; rojo: muestra

calcinada.

El analisis con la metodologia modificada en la muestra SGM (Figura 2-5) permitié
identificar al yeso como una fase presente, aunque no dominante dentro del conjunto
mineraldgico, representando aproximadamente el 15 % de la muestra. La fase mayoritaria
correspondi6é al cuarzo (36,8 %), con reflexiones intensas en 2 d 26,6° y otros picos

secundarios de menor intensidad.

En cuanto a los minerales arcillosos, se detectd illita (19,1 %), caracterizada por sefiales
en 2d 8#8°y 17,7° las cuales se mantuvieron tras el tratamiento con etilenglicol,
confirmando su presencia. La caolinita (9,6 %) fue identificada a partir de sus picosen 2 d
=12,3°y 24,9°, que desaparecieron luego de la calcinacién. La montmorillonita (6,8 %) se
encuentra en baja proporcion, presenté un claro corrimiento de su pico basal tras la
exposicion al etilenglicol, lo que corroboré su diagnéstico. Asimismo, se observaron fases
interestratificadas de illitai montmorillonita (7,7 %), evidenciadas por el desplazamiento
parcial de los picos basales con el tratamiento de etilenglicol. También se reconocieron
trazas de clorita (0,7 %), con reflexiones débiles entornoa 2 @,2°y 12,5°. Finalmente,

se identifico calcita (7,0 %), reflejada en picos menores, en particularen 2 d 2%4°.
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CHTO01
1 CHT-01_N
| CHT-01_C
9000 | CHT-01 &
E 1 CHT-01
E 1 Quartz 66,6 %
El Gypsurn 25.9 %
8.000—= 1 Kaolinite 3.4 %
| Smectite 4,1 %
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Figura 2-6. Difractograma de la muestra CHT-01.
Verde: muestra en polvo; negro: muestra orientada; azul: muestra orientada + etilenglicol; rojo: muestra

calcinada.

El andlisis con la metodologia modificada en la muestra CHT-01 evidencié una
composicion mineralégica dominada por cuarzo (66,6 %), identificado principalmente por
su intensa reflexion en 2 d=~26,6°, acompafiada de picos secundarios bien definidos. En
segundo lugar, se detect6 yeso (25,9 %), con reflexiones caracteristicas en 2 d=11,6°,
20,7°y 29,1°. En el difracto grama obtenido a partir de la muestra calcinada, se observa

un pico en 2 25,49 que corresponde con anhidrita.

Respecto a las fases arcillosas, se reconocio caolinita (3,4 %), con reflexionesen 2 £12,3°
y 2 d= 24,9°, las cuales desaparecieron tras el proceso de calcinacién, confirmando su
diagnostico. Asimismo, se identific6 esmectita (4,1 %), cuya presencia fue corroborada por
el corrimiento del pico basal en la muestra orientada tratada con etilenglicol,
comportamiento tipico de este grupo de arcillas. Los picos de mayor proporcion en esta
muestra corresponden a cuarzo (66,6 %) y luego a yeso (25,9 %), lo que implica que el

material arcilloso no es el material dominante en el lodo que se encuentra dentro del yeso.
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JM-6
] 1 IN6.raw (Sirip ka2) (Smooth) (X-Offset)
1 1 Si02 Quartz 14.1%
60001 1 Ca(S04)(H20)2 Gypsum 25,6 %

(Na, KJAI2(SI3AI010)(OH)2 llite B.6 %
1 (Mg5.0Fe0,1Cr0.7AI0.2)(Si3AIO10){OH0.9875)8 Chiorite 1,2 %
1 Al2Si4Q10(0H)2 Pyrophylite 5,8 %

K4AI45i12032 Orthoclase 6,1 %
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Figura 2-7. Difractograma de la muestra LB6.
Verde: muestra en polvo; negro: muestra orientada; azul: muestra orientada + etilenglicol; rojo: muestra

calcinada.

La muestra LB6 presentd una composicion mineraldgica variada, en la que se identificaron
varias fases con proporciones significativas. El yeso constituye una de las fases principales
(25,6 %), con reflexiones caracteristicas en 2 = 11,6°, 20,7° y 29,1°. También se detectd
cuarzo (14,1 %), con un pico intenso en 2 ¢E 26,6° y picos secundarios bien definidas.

Dentro de los minerales arcillosos, se registraron illita (6,6 %), illitai clorita interestratificada
(6,8 %) y trazas de clorita pura (1,2 %). La presencia de illita se confirma por sus reflexiones
en torno a 8,8A y 17, 7A 2denciaen peos débikscerqgaue

a cl

6,2A y 12,5A 2d. Adi cinascodth (828n%).efase i@ comparteo n 0 C i

reflexiones con la illita pero que se distingue por la persistencia de picos caracteristicos

tras los tratamientos aplicados.

Otras fases identificadas incluyen pirofilita (5,8 %), diagnosticada a partir de sus reflexiones
principales alrededor de 8,4A y 20,8A 2d,

2d y otras posiciones secundari as.

Las demas muestras solamente tienen los picos de yeso, por lo tanto, se muestran en el

material complementario.

as?

or i

C

om
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La asociacion mineralégica mixta en la muestra LB6 sugiere un pulso de cristalizacion de
yeso sobre un sustrato detritico/arcilloso, seguido de procesos diagenéticos. El yeso (25,6
%), presente como la principal fase en esta muestra y con textura granular muy fina
(alabastro/masa polvorienta en campo), es interpretado como yeso secundario/diagenético
o hidrotermal mas que como un yeso primario evaporitico, dado que aparece intimamente
asociado y en contacto con fases arcillosas. La observaciéon de arcillas que bordean o
interdigitan con el yeso (illita 6,6 %, illitai clorita interestratificada 6,8 %, clorita traza 1,2 %)
sugiere gque la arcilla estaba presente antes o coetAneamente con la precipitacion del yeso,

implicando precipitacion posterior de yeso que incorporé o arrastré material arcilloso.

2.5.3 Fluorescencia de Rayos X

El andlisis de fluorescencia de rayos X (FRX) permitio establecer la composicién elemental
mayoritaria de las muestras de yeso procedentes de las distintas localidades. En todos los
casos, los elementos dominantes fueron azufre (S) y calcio (Ca), lo que coincide con la
naturaleza del mineral (CaSOX2HFO). No obstante, se evidencian diferencias importantes

en la purezay el grado de impurezas asociadas entre las distintas zonas (Grafica 2-1).
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Grafica 2-1. Composicion quimica de las muestras de yeso determinada por fluorescencia de rayos X (FRX).
Se agrupan los resultados en tres bloques: (i) contenido de yeso (CaO + SOF), (ii) pérdidas por ignicién (LOI),
gue corresponden principalmente al agua de cristalizacion del yeso, y (iii) fraccién de impurezas, integrada por
SiOF, AIFOF, FeFOF y oligoelementos en trazas. El indice de pureza se asigna de forma cualitativa en funcion
de la proporcidn relativa entre la base de yeso y las impurezas.

Las muestras LB-4, ChT-01, ChT-03, LS-01 y LS-03 presentan contenidos elevados y
consistentes de Ca y S (expresados como CaO y SOF), que en conjunto superan el 75 %
en masay se aproximan a la estequiometria del yeso cuando se considera el agua cercana
a un 20 (%wt) por pérdida por ignicion (LOI) asociada al agua en estructura cristalina. Los
elementos restantes (principalmente Si, Al y Fe) se encuentran en niveles del orden de las
trazas (<2 % en total), lo que indica una alta pureza del yeso. En contraste, la muestra LB-
0O6exhi be un enriquecimiento marcado en Fe (a8, 3 %)
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%) y Al (a3,4 %), adem8s de otros ol ifaseel ement
siliciclasticasy / o - xi dos/ hidr - xidos de Fe, disminuyendc
La muestra SGM muestra una composicién intermedia: pese a estar dominada por yeso,
registra contenidos notables de Si injpérdzas8 %) vy
arcillosas. Estos patrones son concordantes con los resultados de DRX, donde SGM y LB-

06 exhiben la mayor contribucién de filosilicatos y fases accesorias.

2.5.4 Microsonda

Por medio del analisis de microsonda se obtuvieron porcentajes en peso de elementos
mayores y menores de los cristales de yeso para cada una de las 6 muestras. Se
analizaron y compararon los cristales de mas de 1000 em con cristales de tamafio medio
entre 200 y 500 em y pequefios <100 em para ver la diferencia composicional entre ellos

y también de los cristales.

Las variaciones azufre y calcio entres todos los cristales de las 6 muestras varia siempre
entre 40 y 42% para el azufre y 35 a 38% para el calcio. Por lo que para ver diferencias

significativas nos enfocamos en las diferencias en elementos menores:
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Gréfica 2-2. Boxplots comparando tamafios de cristal contra composicién quimica

A) Tamafio de cristal vs SOz B) Tamario de cristal vs CaO C) Tamaiio de cristal vs SrO D) Tamafio de cristal
vs BaO

La Gréfica 2-2 muestra que con excepcion de CaO los tamafios de los cristales de yesos
agrupan composiciones similares para todos los demas elementos quimicos.
Por ejemplo, los cristales de yeso pequefios (<100 e¢m) tienen niveles de azufre entre 41-
41,7%, los cristales medianos (200-500 em) un porcentaje entre 42-42,5% vy los cristales
grandes (>1000 £m) tienen valores de entre 41,5% hasta 44% de azufre. Mostrando que

son los que mayor variabilidad tienen en la concentracion de azufre.

En cuanto a estroncio (Grafica 2-2 C), los cristales pequefios tienen concentraciones mas
elevadas, entre 0,15%-0,28% mientras que los medianos y grandes tienen valores entre

0-0,12%. Esto puede indicar que los microorganismos presentes los yesos secundarios y
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con cristales de menor tamafio (Sachica y Los Santos), se adaptan mejor a porcentajes
elevados de este elemento.
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Grafica 2-3. Boxplots comparando tamafios de cristal contra  composicion  quimica.
A) Tamafio de cristal vs FeO. B) Tamafio de cristal vs SiO2. C) Tamafio de cristal vs K20.

En cuanto a los 6xidos de hierro, se observa que los cristales grandes son los que mayor
abundancia tienen de este cristal con valores entre 0,2-0,4% mientras que los cristales
medianos y pequefios tienen valores menores a 0.22%. Esto podria explicar la coloracién
rojiza-rosacea en las muestras de Chaparral Tolima, cuyos cristales son en su mayoria

mayores a 800 em, y podria indicar que los géneros aislados de estas muestras requieren
mayores niveles de FeO.
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Figura 2-8. Imagenes en EMPA de Los Santos (A, B). Sachica (C, D) y Chaparral (E, F).

A) LS-01: fisuras en la muestra y cristales de yeso (~100 um) fracturados a partir de cristales de mayor tamafio.
B) LS-03: presencia de cristales de arcilla y apatito. C) LB7: cristales de yeso de ~100 pm.
D) SGM: cristales de yeso rodeados por arcillas. E) ChT-01: cristal euhedral (>1 mm de ancho) embebido en
una matriz de cristales fibrosos. F) ChT-03: cristal euhedral (~400 pm de ancho) incluido en cristales de hasta
2 mm de ancho.
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El andlisis con EMPA permiti6 complementar la informacion obtenida por medio de la
petrografia. En la muestra LS-03 se identificé el apatito como mineral accesorio (Figura 2-8
B). También se identificaron granos de arcilla bordeando los granos de yeso a partir de la
sefal de feldespato alcalino (Si, Al y K). Estos fragmentos de arcilla de aproximadamente
50 0 somyisibles en tonalidades marrones en seccion delgada con nicoles paralelos
PPL. Estos granos presentan apariencia cristalina mas que matricial, lo que sugiere que
podrian corresponder a una alteracion del yeso. Caso contrario a lo que sucede en la
muestra SGM (Figura 2-8 D), donde los fragmentos de arcilla con sefial de feldespato
alcalino aparecen bordeando los cristales de yeso, sin un orden aparente. En las muestras
de Chaparral se puede observar que los cristales son euhedrales y que hay varias

generaciones de yeso en ambas muestras (Figura 2-8 E y F).

2.5.5 Gendmica y Secuenciacid n

A partir de las muestras combinadas de los cultivos obtenidos de Sachica (SGM + LB4),
Chaparral (ChT-01 + ChT-03) y Los Santos (LS-01 y LS-03), se logré obtener el genoma
completo de 37 géneros de diversos filos, incluyendo: Chlorophyta, Cyanobacteriota,
Pseudomonadota, Bacteroidota, Verrumicrobiota, Planctomycetota (Tabla 2-3). Para
mayor informacién sobre las especies identificadas en los perfiles taxonémicos ver los
anexos Tabla S 3-2, Tabla S 3-3y Tabla S 3-4.

Tabla 2-3. Perfil taxonémico de los metagenomas encontrados en Sachica, Chaparral y Los Santos. Datos

agrupados por Phyllum y familias para evidenciar coincidencias en diversidad de las muestras de ADN

SachicaS3) Chaparra(C1) Los Santo$l.2)
Pseudomonadota_Reyral Cyanobacteriota_Leptolyn
llaceae yaceae
Bacteroidota_Catalimong Actinomycetota Nocardioi¢ Pseudomonadota_Legionell
aceae ceae eae
Bacteroidota_Chitinophag Pseudomqnadota_Burkhol Planctomycetota UBA192:
ceae riaceae
Bacteroidota_Chitinopha¢ Bacteroidota_Crocinitomic| Verrucomicrobiota_Opitutac
ceae ceae ae
Bacteroidota_Cyclobact Planctomycetota_Pirellulace
aceae e
Bacteroidota_Flavobacte Pseudomonadota_Sphing Pseudomonadota Unclassif
aceae onadaceae -
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Pseudomonadota_Unclag Pseudomonadota_Caulobi Pseudomonadota_Sphingor|
fed teraceae nadaceae

Bacteroidota_Chitinophagq Pseudomonadota_Sphingor|
eae nadaceae

Cyanobacteriota_ Thermosy!
chococcaceae

Pseudomonadota_Caulo
cteraceae

Bacteroidota_ 172606

Pseudomonadota_Kaistii Cyanobacteriota_Hapalosi
eae honaceae

Pseudomonadota_Legior
laceae
Pseudomonadota_Legior
laceae
Pseudomonadota_Pseuq
monadaceae
Pseudomonadota_Reyra
llaceae
Pseudomonadota_Rhizol
ceae
Pseudomonadota_Sphin
monadaceae

Pseudomonadota_Sphin
monadaceae

Chlorophyta_Coccomyxacea

Pseudomonadota_Xanth
acteraceae

2.5.6 Rutas metabodlicas

En las tres muestras se encontraron genes asociados a la produccion de carotenoides y

de reparacion celular, como se muestra a continuacion:
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CAROTENOID BIOSYNTHESIS
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Figura 2-9. Mapa metabdlico de sintesis de carotenoides en las muestras LS-01 y LS-03 (L2)

A partir del ADN analizado en las muestras de Los Santos (L2) se corroboré que los
géneros identificados, pertenecientes a los filos Pseudomonadota, Planctomycetota,
Verrucomicrobiota, Cyanobacteriota y Chlorophyta, poseen |l a ruta-
caroteno. En el mapa metabdlico (Figura 2-9) se observa que las enzimas CrtL-b y CruA/P
participan en |caa rcoa nevrearosin: Infjuedcenfirma la capacidad de
estas comunidades para sintetizar este pigmento. Asimismo, se identificaron rutas
metabdlicas alternativas, como la CrtF, responsable de la conversion de dimetil-
esferoideoina en esferoideoina. Por otra parte, la enzima codificada por la ruta 1.14.99.63
(crtS) permite la transformacion de equinenona en cantaxantina, la cual puede convertirse

posteriormente en astaxantina mediante la ruta CrtZ. Finalmente, también se evidencio la
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Figura 2-10. Mapa de rutas metabdlicas de reparacion de ADN para L2

En el mapa de rutas metabdlicas (Figura 2-10) evidencia que los microorganismos

presentes en la muestra L2 tienen la habilidad de reparar el ADN a cuando sufre dafios

por radiacién UV excesiva. Los microorganismos involucrados en esta muestra tienen los
genes relacionados con el complejo Holo TFliH: CDK7, XPB, TFIIH1, TFIIH2, TFIIHS,
TFIIH4, XPD y CCNH.
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Figura 2-11. Mapa metabdlico de sintesis de carotenoides en las muestras LB4 y SGM (S3).

El analisis del mapa metabdlico de las muestras de Sachica (S3) (Figura 1-4), evidencid la
presencia de rutas de biosintesis de carotenoides en los filos Pseudomonadota,
Bacteroidota y Chlorophyta. Entre los marcadores identificados destacan 1.3.99.26 (Crtl),
1.3.99.31 (Crtl) y 1.3.5.6 (ZDS), asociados a la sintesis de licopeno a partir de
neurosporeno. Asimismo, se registré la ruta 2.1.1.210, vinculada a la produccién de
spirillixoxantina, adem8s de | os gearadesoyr el aci ¢

astaxantina (gen 1.14.15.24).








































































































































































































































































