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RESUMEN 

 

Los líquenes consisten en asociaciones simbióticas entre un hongo (micobionte) y 

uno o dos organismos fotosintéticos (fotobionte/s) que pueden ser un alga verde y/o 

una cianobacteria. Además, se ha descrito la presencia de una microbiota 

estrechamente asociada al talo liquénico, que podría ser reclutada desde el 

ambiente o transmitida verticalmente a través de propágulos vegetativos, y cuya 

diversidad está influenciada por factores intrínsecos (e.g. identidad de los 

simbiontes) y/o extrínsecos (e.g. hábitat) de los líquenes. La microbiota bacteriana 

cumple diversas funciones que son fundamentales para el funcionamiento del 

holobionte, entre ellas la solubilización de fósforo (P). En esta tesis se propuso 

evaluar los mecanismos mediante los cuales los líquenes podrían adquirir al gremio 

solubilizador de P, y cómo se relaciona el rango de distribución de los micobiontes 

con la selectividad hacia dichos microorganismos. Para esto se analizó la 

composición y abundancia del gremio en talos, sustratos y suelos aledaños, de dos 

especies de líquenes del género Peltigera, una endémica y una circumpolar, 

provenientes de un bosque de lenga de la Isla Navarino (Región de Magallanes y 

de la Antártica Chilena). Planteamos como hipótesis que parte del gremio es 

reclutado desde el ambiente, siendo la especie endémica, P. frigida, más selectiva 

que la especie con distribución circumpolar, P. fuscopraetextata. La identidad de los 

simbiontes principales fue corroborada utilizando marcadores moleculares, 

confirmando que se trataba de las especies P. frigida y P. fuscopraetextata, ambas 

acompañadas del fotobionte Nostoc sp. haplotipo C02. Luego, se evaluó el potencial 

de la microbiota para solubilizar P mediante 5 genes marcadores que fueron 
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cuantificados por qPCR y se caracterizó el gremio bacteriano por secuenciación 

masiva del marcador 16S, utilizando partidores que excluyen cianobacterias, y 

posterior predicción de funciones presentes en los metagenomas con PICRUSt2. 

Se encontró que el gremio solubilizador de P presente en talos fue menos diverso y 

contuvo una composición taxonómica diferente a la de sustratos y suelos aledaños. 

Sin embargo, no se observaron diferencias en la capacidad para llevar a cabo esta 

función entre los microambientes. Por otra parte, se encontró que la solubilización 

de P en líquenes estaría siendo llevada a cabo principalmente mediante fosfatasas 

alcalinas y fosfonatasas, y un gran porcentaje del gremio solubilizador de P tendría 

el potencial para llevar a cabo ambas actividades. Finalmente, el análisis de la 

abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes en los tres microambientes 

demostró que hubo un ~40% de ASVs más abundante en suelos que en talos, lo 

que sugiere que estos ASVs serían excluidos por el liquen; un ~30% fue más 

abundante en talos que en suelos, los que podrían estar siendo reclutados desde el 

ambiente; y un ~20% se encontró presente solo en talos, por lo que se propagarían 

con el liquen. Estos resultados sugieren que, si bien una parte del gremio estaría 

siendo seleccionada desde el ambiente, otra parte sería transmitida verticalmente 

durante la reproducción asexual de los líquenes. A pesar de que en ambas especies 

de líquenes el gremio asociado a talos fue distinto que el de sustratos y suelos, P. 

frigida presentó ligeramente mayores diferencias que P. fuscopraetextata. Esto, 

sumado a que en P. frigida se encontraron menos ASVs reclutados desde el 

ambiente, muestra una tendencia de que P. frigida sería más selectiva por el gremio 

solubilizador de P que P. fuscopraetextata.  
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ABSTRACT 

Lichens are symbiotic associations between a fungus (mycobiont) and one or two 

photosynthetic organisms (photobiont/s) which can be a green alga and/or a 

cyanobacterium. In addition, it has been described the presence of a microbiota 

closely associated with the lichen thallus, which could be recruited from the 

environment or vertically transmitted through vegetative propagules, and whose 

diversity is influenced by intrinsic (e.g. symbiont identity) and/or extrinsic (e.g. 

habitat) factors. The bacterial microbiota fulfills various functions that are essential 

for the holobiont, including the phosphorus (P) solubilization. In this thesis, it was 

proposed to evaluate the mechanisms in which lichens acquire the P solubilizing 

guild, and how the distribution range of mycobionts is related to selectivity for these 

microorganisms. For this, we analyze the composition and abundance of the guild in 

thallus, substrates, and surrounding soils of two species of Peltigera lichens, one 

endemic and one circumpolar, from a lenga forest on Navarino Island (Magallanes 

Region and the Chilean Antarctic). We hypothesize that part of the guild is recruited 

from the environment, being the endemic specie, P. frigida, more selective than the 

circumpolar specie, P. fuscopraetextata. The identity of the main symbionts was 

corroborated using molecular markers, confirming that they were the species P. 

frigida and P. fuscopraetextata, both accompanied by the photobiont Nostoc sp. 

haplotype C02. Then, we evaluated the potential from the microbiota to solubilize P 

using 5 marker genes that were quantified by qPCR and we characterized the 

bacterial guild by massive sequencing of the 16S marker, using primers that exclude 

cyanobacteria, and the subsequent prediction of functions present in the 
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metagenomes with PICRUSt2. It was found that the P solubilizing guild present in 

thallus was less diverse and contained a different taxonomic composition than that 

of substrates and the surrounding soils. However, no differences in the ability to carry 

out this function were observed between the microenvironments. On the other hand, 

it was found that the P solubilization in lichens would be carried out mainly by alkaline 

phosphatases and phosphonatases, and a large percentage of the P solubilizing 

guild would have the potential to carry out both activities. Finally, the analysis of the 

relative abundance of the 50 most abundant ASVs in the three microenvironments 

showed that ~40% of ASVs were more abundant in soils than in thallus, suggesting 

these ASVs would be excluded by the lichen; ~30% were more abundant in thallus 

than in soils, which could be recruited from the environment; and ~20% were present 

only in thallus, which would be co-dispersed during the lichen reproduction. These 

results suggest that, although a part of the guild would be selected from the 

environment, another part would be transmitted vertically during the asexual 

reproduction of lichens. Even though in both lichen species the guild associated with 

thallus was different from the guild associated with substrates and soils, P. frigida 

presented slightly greater differences than P. fuscopraetextata. Also, were found 

fewer ASVs recruited from the environment by P. frigida, showing a trend that P. 

frigida would be more selective for the P solubilizing guild than P. fuscopraetextata. 
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1.    INTRODUCCIÓN 

1.1.    Líquenes 

Los líquenes han sido definidos clásicamente como asociaciones simbióticas entre 

un hongo, denominado micobionte, y un organismo fotosintético, denominado 

fotobionte, el cual puede ser un alga verde (clorobionte), y/o una cianobacteria 

(cianobionte). Se han descrito aproximadamente 20.000 especies de líquenes, las 

cuales se clasifican de acuerdo con la identidad del hongo liquenizado. La mayoría 

posee a un ascomicete como micobionte, y en cuanto a su fotobionte, la mayoría 

posee un alga verde (~85%), mientras que un 10% posee una cianobacteria, y solo 

un 2-4% contiene a ambos fotobiontes (Grimm et al., 2021; Honegger, 2001).  

La liquenización es una estrategia nutricional muy exitosa, donde un organismo 

heterótrofo (i.e. micobionte) proporciona un hábitat adecuado y una exposición 

controlada a la luz para un organismo autótrofo (i.e. fotobionte) que, a su vez, provee 

de carbono fijado fotosintéticamente como fuente de energía para el sistema (Nash, 

2008), y en caso de ser una cianobacteria, además aporta nitrógeno, fijándolo desde 

la atmósfera (DePriest, 2004). El resultado evolutivo de esta simbiosis es una 

estructura estable y específica conocida como el talo liquénico, capaz de tolerar 

condiciones extremas y colonizar casi todos los ambientes terrestres, incluyendo 

zonas con climas polares, tropicales, desérticos, zonas de gran altitud, entre otras 

(Nash, 2008).  

El talo liquénico puede crecer en distintos tipos de sustratos, como suelo, rocas, 

plantas, e incluso se pueden encontrar en corrientes de agua dulce y zonas 
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intermareales, y en varias superficies de material artificial (Aschenbrenner et al., 

2016). En cuanto a la reproducción de los líquenes, estos han desarrollado diversas 

estrategias, entre ellas la reproducción sexual por liberación de esporas del hongo, 

en la cual el micobionte debe encontrar un nuevo fotobionte para poder reestablecer 

la simbiosis, y la reproducción asexual, ya sea por fragmentación del talo o por 

propágulos vegetativos, donde ambos simbiontes son dispersados en conjunto 

(Bowler & Rundel, 1975). 

En los últimos años se ha descrito que además de los componentes clásicos de la 

simbiosis liquénica (i.e. micobionte y fotobionte), existe una diversa microbiota 

asociada, conformada por bacterias, hongos, levaduras, protozoos y virus que 

actúan a distintos niveles tróficos (Grimm et al., 2021). Recientemente, Hawksworth 

& Grube (2020) han propuesto redefinir a los líquenes como ecosistemas complejos 

y autosostenibles, donde se establecería una red de interacciones bióticas entre sus 

componentes. La microbiota bacteriana asociada al talo liquénico ha cobrado gran 

importancia, ya que se ha evidenciado que esta se encuentra estructuralmente 

integrada a la simbiosis liquénica, y que alberga una gran diversidad funcional, la 

cual estaría implicada en la capacidad que tienen los líquenes de actuar como 

colonizadores primarios, creciendo en zonas extremadamente pobres en nutrientes 

(Grimm et al., 2021; Sadila et al., 2021; Sargsyan et al., 2021).  

Se ha descrito que la microbiota bacteriana asociada al talo liquénico forma 

estructuras similares a biopelículas (Grube et al., 2012), con una abundancia que 

puede llegar a superar las 108 células por gramo de peso fresco y con una 

predominancia de bacterias de la clase Alphaproteobacteria (Grube et al., 2009; 



3 
 

Leiva et al., 2021). En cuanto a la adquisición de la microbiota bacteriana, se ha 

sugerido que cierta proporción podría ser transmitida verticalmente durante la 

reproducción asexual de los líquenes (Aschenbrenner et al., 2014), mientras que 

otros grupos con funciones específicas, se perderían en este proceso y serían 

reclutados desde el ambiente nuevos microorganismos mejor adaptados a las 

condiciones locales que cumplan las mismas funciones (Cardinale et al., 2012a). 

Entre las diversas funciones que llevan a cabo las comunidades bacterianas 

asociadas al talo liquénico, se ha sugerido que estas tendrían un rol importante en 

la solubilización y suministro de fósforo para el holobionte (Almendras, 2022; Grube 

et al., 2009; Liba et al., 2006; Pezoa, 2021; Serey, 2022; Sigurbjörnsdóttir et al., 

2014; Valenzuela et al., 2022; Veas-Mattheos, 2022), nutriente que ha mostrado ser 

limitante para el crecimiento de los líquenes (McCune & Caldwell, 2009).  

1.2.    Ciclo del fósforo en el suelo 

El fósforo (P) es un elemento que se encuentra en la naturaleza en forma de 

fosfatos, y es un nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de los seres 

vivos ya que forma parte de moléculas orgánicas como ácidos nucleicos, ATP, 

fosfolípidos, proteínas, entre otros, que intervienen en diversas funciones 

fisiológicas, tales como la división celular, fotosíntesis, transferencia de energía y 

regulación de vías metabólicas. La biodisponibilidad de P depende del tipo de suelo, 

normalmente el P biodisponible para ser utilizado por la biota no supera un 0,1% del 

P total (Alori et al., 2017), siendo considerado un macronutriente primario ya que 

limita el crecimiento de ésta (Elser, 2012).  
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El ciclo del P en el suelo es un sistema dinámico y complejo que involucra su 

acumulación en la biomasa (microorganismos, plantas y animales), y en 

compuestos orgánicos e inorgánicos (Figura 1). El P, al contrario del carbono, 

nitrógeno y azufre, no forma compuestos volátiles, por lo que este elemento no 

puede ser traspasado a la atmósfera y su movilidad en el suelo está muy restringida 

(López, 2010). El ingreso de P al suelo está dado por el desgaste de minerales 

primarios provenientes de la roca madre (Pierzynski et al., 2005), descomposición 

de residuos vegetales y animales, y en menor medida precipitaciones atmosféricas 

(Kruse et al., 2015) (Figura 1, recuadros verdes), mientras que su salida del sistema 

está dada por la asimilación de éste por plantas y microorganismos, y procesos 

como la erosión, el escurrimiento y la lixiviación (Kruse et al., 2015) (Figura 1, 

recuadros rojos).  

El P en el suelo puede encontrarse como P orgánico (Po) y P inorgánico (Pi), siendo 

una pequeña fracción de este último el P soluble o biodisponible (Ps) en forma de 

iones de ortofosfato H3PO4, H2PO4
-, HPO4

2-, PO4
3-, los cuales son asimilados 

rápidamente por las plantas y microorganismos por lo que deben ser reabastecidos 

constantemente. La concentración de Ps en el suelo se ve afectada por diferentes 

procesos de transformación (Figura 1, recuadro azul) tales como 

disolución/precipitación y sorción/desorción, que controlan la transferencia de Pi 

entre la solución de suelo y la fase sólida de este, regulando el equilibrio de Pi y Ps; 

y mineralización/inmovilización, que permite el equilibrio entre el Po y Ps (Figura 1, 

en morado). Como la mayoría de las fuentes de P son insolubles para los 

organismos, estos deben recurrir a distintas estrategias para poder adquirir este 
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nutriente, como la liberación de enzimas, sustancias ácidas y/o quelantes 

(Raghothama, 1999) y la asociación con microorganismos solubilizadores de P 

(Jones & Oburger, 2011). 

Figura 1. Ciclo del fósforo en el suelo (Adaptado de Kruse et al., 2015 y Sims & Pierzynski, 2005). 
En verde: fuentes de ingreso de P al suelo; en azul: diferentes reservorios de P en el suelo y las 
principales reacciones involucradas en su transformación; en morado: procesos en los cuales están 
involucrados los microorganismos solubilizadores de P y, en rojo: diferentes formas en que se puede 
perder P del suelo. P: fósforo, Pi: fósforo inorgánico, Po: fósforo orgánico.  

1.3.   Microorganismos solubilizadores de fosfato 

Los microorganismos juegan un rol fundamental en el ciclo del P en el suelo, ya que 

permiten convertir el Pi y Po en formas solubles que pueden ser aprovechadas por 

la biota (Frossard et al., 2000; Sharma et al., 2013). Los microorganismos 

solubilizadores de Pi llevan a cabo la liberación de compuestos de disolución 

mineral (e.g. ácidos orgánicos), mientras que los microorganismos solubilizadores 

de Po producen diversas enzimas extracelulares o ancladas a membrana (Jones & 

Oburger, 2011).  
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1.3.1.    Microorganismos solubilizadores de Pi  

El principal mecanismo utilizado por los microorganismos para solubilizar el Pi es la 

producción de ácidos orgánicos (Figura 2), que pueden actuar de diversas maneras: 

(i) acidificación del medio; (ii) quelación de cationes unidos al P (intercambiando el 

grupo aniónico del ácido por el grupo ortofosfato); e (iii) intercambio con el P 

adsorbido a las partículas de suelo (Patiño-Torres & Reyes, 2014). Un ejemplo de 

estos ácidos es el ácido glucónico, producido por bacterias Gram-negativas 

mediante oxidación directa de la glucosa, reacción catalizada por la enzima glucosa 

deshidrogenasa dependiente del cofactor pirroloquinolina quinona (PQQ). El ácido 

glucónico es esencial para la acidificación del medio, lo que permite la disolución de 

los minerales de fosfato poco solubles (Goldstein, 1995).   

1.3.2.    Microorganismos solubilizadores de Po  

La solubilización de Po es llevada a cabo por los microorganismos a través de 

diversas enzimas extracelulares o ancladas a membrana (Figura 2). Se clasifican 

según el sustrato que utilizan en: (i) fosfatasas no específicas, que llevan a cabo la 

desfosforilación de grupos fosfoéster unidos a la materia orgánica y que, según su 

pH óptimo, se clasifican en fosfatasas ácidas (predominan en suelos ácidos) o 

fosfatasas alcalinas (predominan en suelos neutros y alcalinos) (Nannipieri et al., 

2011); (ii) fitasas, que catalizan la hidrólisis del fitato (principal reservorio de P en 

semillas y polen de plantas) liberando de forma secuencial hasta seis grupos 

ortofosfatos libres y; (iii) fosfonatasas y C-P liasas, que permiten la ruptura del 

enlace C-P de los organofosfonatos. Las enzimas que presentan mayor actividad 
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en el suelo son las fosfatasas ácidas y fitasas debido a que sus sustratos son 

predominantes (Rodríguez et al., 2006).  

 
Figura 2. Mecanismos de solubilización de Pi y Po por microorganismos del suelo. GDH: Glucosa 
deshidrogenasa dependiente del cofactor pirroloquinolina quinona (PQQ). AppA: Proteína 6-fitasa. 
PhnX: Fosfonatasa fosfoacetaldehído hidrolasa. PhoN: Fosfatasa ácida clase A. PhoD: Fosfatasa 
alcalina. Pi: Fósforo inorgánico. Po: Fósforo orgánico (Basado en Bergkemper et al., 2016a; Martín 
& Liras, 2021; Murphy et al., 2021). 

1.4. Gremio de bacterias solubilizadoras de fosfato en líquenes 

La contribución de la microbiota bacteriana a la simbiosis liquénica en el 

metabolismo de P ha sido estudiada mediante diversas aproximaciones. En un 

comienzo, utilizando técnicas dependientes de cultivo, se reportó la presencia de 

diversas bacterias involucradas en la solubilización de P en distintas especies de 

líquenes (Grube et al., 2009; Liba et al., 2006; Sigurbjörnsdóttir et al., 2014). Este 

tipo de estudios, si bien permiten medir directamente la actividad de interés, 

subestiman la diversidad bacteriana, ya que solo entre 0,1% y 10% de los 
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microorganismos encontrados en ambientes naturales pueden ser cultivados y 

aislados (Lozada et al., 2004).  

Con el desarrollo de nuevas tecnologías se pudo abarcar mayor parte de la 

diversidad microbiana. El análisis del metagenoma de Peltigera membranacea 

reveló un gran número de contigs bacterianos asociados al metabolismo de este 

nutriente (Sigurbjörnsdóttir et al., 2015), y un estudio que analizó la microbiota 

bacteriana de Lobaria pulmonaria combinando diversas técnicas como 

metagenómica, metaproteómica y ensayos fisiológicos, también dio cuenta de la 

gran relevancia que podrían tener estas bacterias en el suministro de P para el 

holobionte (Grube et al., 2015). Si bien las técnicas “ómicas” representaron un gran 

avance para el estudio de los microorganismos en muestras ambientales, sus 

costos son muy elevados, por lo que han surgido nuevas aproximaciones basadas 

en la predicción de funciones presentes en los metagenomas que, con costos 

considerablemente más bajos, han permitido evaluar de manera preliminar el 

ciclado del P por microorganismos, utilizando una amplia variedad de marcadores 

funcionales (Bergkemper et al., 2016b; Tanuwidjaja et al., 2021). 

En el laboratorio de Ecología Microbiana (LEMi) de la Universidad de Chile se han 

desarrollado diversos estudios para evaluar el gremio solubilizador de fosfato 

presente en líquenes Peltigera del sur de Chile, mediante la predicción de 

metagenomas y funciones asociadas al metabolismo de este nutriente. Así, se ha 

podido evidenciar que gran parte de las comunidades bacterianas asociadas a estos 

líquenes tendrían el potencial para solubilizar P, y que la solubilización en talos 

liquénicos se llevaría a cabo principalmente desde fuentes orgánicas, mediante 
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enzimas como fosfonatasas y fosfatasas alcalinas, sugiriendo que esta sería una 

función importante para la simbiosis liquénica (Almendras, 2022; Pezoa, 2021; 

Serey, 2022; Valenzuela et al., 2022; Veas-Mattheos, 2022). Al comparar el gremio 

solubilizador de P asociado a talos, sustratos y suelos aledaños, se observó que su 

composición es diferente, compartiendo entre sí algunos filotipos. Esto sugiere que 

el gremio asociado al talo liquénico no es una mera extensión de los 

microorganismos presentes en el sustrato donde crecen, si no que los líquenes 

actuarían como filtros ambientales, generando un microambiente que les permitiría 

seleccionar a los grupos bacterianos mejor adaptados a las condiciones locales para 

que cumplan esta función (Almendras, 2022; Pezoa, 2021; Serey, 2022; Veas-

Mattheos, 2022). Finalmente, también se ha reportado que, tanto en talos como en 

sustratos, la identidad del micobionte es el principal factor que influye sobre la 

diversidad de este gremio (Almendras, 2022), y que las vías dominantes de 

solubilización de fosfato estarían determinadas por las condiciones del ambiente 

(Veas-Mattheos, 2022).  

1.6. Cianolíquenes Peltigera 

El género Peltigera comprende más de 150 especies, incluyendo especies putativas 

(Chagnon et al., 2019). Son de tipo folioso y pueden crecer sobre distintos sustratos 

como suelo, turba, o entre musgos; y en ambientes principalmente húmedos y 

sombreados, extendiéndose por todos los continentes (Miadlikowska & Lutzoni, 

2000; Martínez et al., 2003). En Chile se han reportado solo especies bipartitas, 

entre el hongo y una cianobacteria del género Nostoc (cianoliquen). Sin embargo, 
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en el resto del mundo también se pueden encontrar formando simbiosis tripartitas, 

entre el hongo, la cianobacteria y un alga verde del género Coccomyxa.  

Estudios previos del laboratorio han reportado la presencia de las especies Peltigera 

frigida y Peltigera fuscopraetextata en el archipiélago de Tierra del Fuego, y 

específicamente en la Isla Navarino (Región de Magallanes y la Antártica Chilena, 

Chile) (Orlando et al., 2021; Ramírez-Fernández et al., 2013; Zúñiga et al., 2017). 

Ambas especies se han encontrado creciendo principalmente sobre suelos de 

bosque (Almendras et al., 2018; Leiva et al., 2016; Orlando et al., 2021; Zúñiga et 

al., 2015), en donde la descomposición de la hojarasca vegetal permite la 

incorporación de P a la superficie del suelo incrementando su biodisponibilidad en 

comparación a sitios sin cobertura arbórea (Sohrt et al., 2017; Veas-Mattheos, 

2019). Se han reportado especímenes de P. fuscopraetextata en Canadá, Chile y 

Argentina, siguiendo una distribución circumpolar, mientras que para P. frigida solo 

se han reportado especímenes en el extremo sur de América del Sur, siendo una 

especie endémica de esta región (Magain et al., 2018; Orlando et al., 2021). 

Orlando et al. (2015) calcularon un índice de selectividad para estudiar la asociación 

preferencial de distintas especies de micobiontes del género Peltigera con sus 

fotobiontes específicos disponibles durante el proceso de liquenización. Al 

determinar la selectividad de cada micobionte, los resultados mostraron que los 

menos selectivos fueron los más exitosos ecológicamente y, además, se 

relacionaron a especies de Peltigera con un amplio rango de distribución, como P. 

fuscopraetextata. Por el contrario, los micobiontes más selectivos fueron los menos 

exitosos, y se relacionaron a especies con una distribución más restringida, como 
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P. frigida, sugiriendo que selectividades más altas podrían disminuir la capacidad 

de los líquenes de colonizar áreas más amplias. Si bien estos resultados se refieren 

exclusivamente a la selectividad del micobionte por su compañero fotosintético, 

podría esperarse que P. frigida fuera más selectiva que P. fuscopraetextata en la 

selección de su microbiota bacteriana y, específicamente, del gremio solubilizador 

de P. 

Por otro lado, se ha evaluado la selectividad de líquenes P. frigida por su microbiota 

bacteriana, concluyendo que existiría tanto una selección positiva como negativa 

del micobionte por ciertos grupos bacterianos del ambiente (Leiva, et al., 2021). 

Además, se han llevado a cabo análisis comparando la diversidad del gremio 

solubilizador de P en distintas especies de Peltigera con distinto grado de 

distribución, pero sin relacionarla con sus niveles de selectividad por el gremio. 

Estos estudios han mostrado resultados diferentes. Pezoa (2021) no encontró 

diferencias significativas al comparar la diversidad a nivel de filo del gremio 

solubilizador de fosfato asociado a P. antarctica (especie endémica) y P. rufescens 

(especie cosmopolita) en una pradera del Parque Nacional Patagonia; mientras que 

Serey (2022), estudiando estas mismas especies de líquenes en la Isla Navarino, sí 

encontró diferencias en la diversidad del gremio según la especie de liquen. Sin 

embargo, cabe destacar que en este último caso se seleccionó exclusivamente a 

los dos filos bacterianos más abundantes que llevan a cabo cada función dentro del 

ciclo del P. Los resultados de Serey (2022) concuerdan con lo obtenido previamente 

por Almendras (2022), en un análisis que comparó en mayor profundidad el gremio 

solubilizador de fosfato asociado a cuatro especies de líquenes provenientes de la 
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Reserva Nacional Coyhaique: dos endémicas (P. frigida y P. antarctica) y dos de 

amplio rango de distribución (P. fuscopraetextata y P. rufescens). En este análisis, 

realizado a un nivel taxonómico menor, se encontraron diferencias significativas 

entre el gremio de las cuatro especies, siendo el micobionte el principal factor que 

influye en su estructuración.  

Si bien existen diversos estudios sobre la diversidad de las bacterias con potencial 

para solubilizar P en especies de líquenes con distinto rango de distribución, no se 

han evaluado los posibles mecanismos de adquisición del gremio y el grado de 

selectividad por estos microorganismos. Por lo tanto, en esta tesis se propone 

evaluar los patrones de selección de dos especies de líquenes Peltigera por su 

gremio solubilizador de P, una especie endémica (P. frigida) y una circumpolar (P. 

fuscopraetextata). Con este fin, se determinará y comparará la composición y 

abundancia de este gremio en los talos, sustratos y suelos aledaños. 
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2. HIPÓTESIS Y PREDICCIONES 

Hipótesis: “La especie endémica, P. frigida, es más selectiva por su gremio 

solubilizador de fosfato que la especie con distribución circumpolar, P. 

fuscopraetextata”.  

Predicciones: 

P1. P. frigida contiene un gremio solubilizador de fosfato asociado a su talo menos 

diverso que P. fuscopraetextata 

P2. P. frigida recluta un menor porcentaje de bacterias del gremio solubilizador de 

fosfato desde el ambiente que P. fuscopraetextata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

3. OBJETIVOS 

3.1.    Objetivo General: Determinar los patrones de selección de los líquenes P. 

frigida y P. fuscopraetextata por las bacterias con potencial para solubilizar fosfato. 

 

3.2.    Objetivos específicos: 

3.2.1. Identificar molecularmente a los simbiontes de P. frigida y P.  

fuscopraetextata provenientes de un bosque de lenga de la Isla Navarino. 

3.2.2. Determinar la diversidad del gremio de bacterias con potencial para 

solubilizar fosfato asociadas a los talos de P. frigida y P. fuscopraetextata, 

sus sustratos y los suelos aledaños de un bosque de lenga de la Isla 

Navarino. 

3.2.3. Comparar la abundancia de los principales taxa del gremio de bacterias con 

potencial para solubilizador fosfato en talos de P. frigida y P. 

fuscopraetextata, sus sustratos y suelos aledaños de un bosque de lenga de 

la Isla Navarino.  
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4.   METODOLOGÍA 

4.1.    Sitio de estudio 

Las muestras se recolectaron desde un bosque maduro de lenga (Nothofagus 

pumilio) en la ladera norte del Cerro Bandera, ubicado en la zona norte de la Isla 

Navarino (Figura 3). La Isla Navarino forma parte administrativamente de la comuna 

de Cabo de Hornos, perteneciendo a la Provincia de la Antártica Chilena, de la 

Región de Magallanes y de la Antártica Chilena.  

El clima predominante en la zona de estudio, de acuerdo con la clasificación de 

Köppen, corresponde a un clima templado frío con gran humedad, con 

precipitaciones que van entre los 500 a 1000 mm al año (sin presentar 

estacionalidad en la distribución de estas), y con una temperatura media anual 

cercana a los 6ºC, que oscila entre 9,2ºC y 1,2ºC entre los meses más cálidos y 

fríos, respectivamente (Jara, 2011).  Los suelos que se han desarrollado son de tipo 

podzólico, y la cubierta vegetal predominante es la de estepa compuesta por coirón 

y matorrales en los sectores más bajos, mientras que en los sectores más altos y 

con mayores precipitaciones, prosperan los bosques naturales de coigüe, lenga y 

ñirre (IREN, 1967).  

4.2.   Recolección y pre-tratamiento de las muestras 

Las muestras se recolectaron en la campaña de muestreo de febrero de 2020 del 

Laboratorio de Ecología Microbiana (LEMi). Se seleccionaron los talos liquénicos y 

los correspondientes sustratos (i.e. suelo sobre el cual crece el liquen) de P. frigida 

y P. fuscopraetextata mediante reconocimiento de sus estructuras características, 
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utilizando claves taxonómicas (Miadlikowska & Lutzoni, 2000; Martínez et al., 2003), 

y procurando que estuvieran a una distancia de al menos un metro entre ellas para 

evitar recolectar el mismo individuo genético. Además, se recolectaron muestras de 

suelos aledaños sin influencia del liquen cada ~10 metros en los mismos transectos 

donde se tomaron las muestras de líquenes y sustratos. En total se seleccionaron 

16 muestras de talos, 16 muestras de sustratos y 8 muestras de suelos. La 

información de recolección de las muestras y la identificación de los simbiontes se 

muestran en la Tabla 1. En el laboratorio, los talos liquénicos se separaron de los 

sustratos con una espátula y un pincel estéril, y las muestras de sustrato y suelo 

fueron tamizadas. Luego las muestras de talos fueron depositadas en tubos 

Eppendorf y las muestras de sustratos y suelos en tubos Falcon, y todas las 

muestras fueron almacenadas a -20°C hasta ser utilizadas.  

Figura 3. Ubicación del sitio de estudio. A. Ubicación de la Isla Navarino, extremo austral de Chile. 
B. Ubicación del sitio de estudio en un bosque maduro de lenga, ladera norte del Cerro Bandera, 
zona norte de la Isla Navarino (se indica con flecha roja). C. Geolocalización de las muestras 
seleccionadas de P. frigida, P. fuscopraetextata y suelos aledaños. Imagen obtenida desde el 
software Google Earth Pro.  
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Tabla 1. Información de recolección de las muestras seleccionadas e identificación de simbiontes. 

 Código recolección Nombre tesis* Micobionte Cianobionte Latitud (°) Longitud (°) 
P

e
lt

ig
e
ra

 f
ri

g
id

a
 

NAV20-093 
T_fri_1 
S_fri_1 

P. frigida C02 -54,954809 -67,631858 

NAV20-094 
T_fri_2 
S_fri_2 

P. frigida C02 -54,548330 -67,631830 

NAV20-100 
T_fri_3 
S_fri_3 

P. frigida C02 -54,954830 -67,632075 

NAV20-110 
T_fri_4  
S_fri_4 

P. frigida C02 -54,954859 -67,632293 

NAV20-118 
T_fri_5 
S_fri_5 

P. frigida C02 -54,954836 -67,632761 

NAV20-120 
T_fri_6 
S_fri_6 

P. frigida C02 -54,954834 -67,632729 

NAV20-136 
T_fri_7 
S_fri_7 

P. frigida C02 -54,954796 -67,632915 

NAV20-138 
T_fri_8 
S_fri_8 

P. frigida C02 -54,954899 -67,633092 

P
e
lt

ig
e
ra

 f
u

s
c
o

p
ra

e
te

x
ta

ta
 

NAV20-103 
T_fus_1 
S_fus_1 

P. fuscopraetextata C02 -54,954888 -67,632230 

NAV20-107 
T_fus_2 
S_fus_2 

P. fuscopraetextata C02 -54,954863 -67,632231 

NAV20-109 
T_fus_3 
S_fus_3 

P. fuscopraetextata C02 -54,954832 -67,632273 

NAV20-114 
T_fus_4  
S_fus_4 

P. fuscopraetextata C02 -54,954884 -67,632544 

NAV20-125 
T_fus_5 
S_fus_5 

P. fuscopraetextata C02 -54,954811 -67,632809 

NAV20-129 
T_fus_6 
S_fus_6 

P. fuscopraetextata C02 -54,954887 -67,632822 

NAV20-130 
T_fus_7 
S_fus_7 

P. fuscopraetextata C02 -54,954843 -67,632854 

NAV20-133 
T_fus_8 
S_fus_8 

P. fuscopraetextata C02 -54,954845 -67,632948 

S
u

e
lo

 b
o

s
q

u
e
  

NAV20-BS01 Sue_1 - - -54,954789 -67,631569 

NAV20-BS02 Sue_2 - - -54,954872 -67,631768 

NAV20-BS03 Sue_3 - - -54,954882 -67,631981 

NAV20-BS04 Sue_4 - - -54,954885 -67,632251 

NAV20-BS05 Sue_5 - - -54,954895 -67,632536 

NAV20-BS06 Sue_6 - - -54,954865 -67,632737 

NAV20-BS07 Sue_7 - - -54,954868 -67,632927 

NAV20-BS08 Sue_8 - - -54,954899 -67,633185 

*T: talo, S: sustrato, Sue: suelo. 
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4.3.    Extracción de DNA y amplificación de marcadores moleculares 

Para la extracción de DNA se masaron aproximadamente 0,05 g de los talos 

liquénicos y 0,25 g de los sustratos y suelos. Las muestras fueron fraccionadas 

mecánicamente y luego se utilizó el kit “DNeasy Power soil Kit” (Qiagen) de acuerdo 

con el protocolo recomendado por el fabricante. La calidad y cantidad de DNA 

extraído se evaluó por espectrometría, determinando la absorbancia en las 

longitudes de onda de 230 nm, 260 nm y 280 nm con el equipo Epoch™ (BioTeK). 

Las muestras de DNA se almacenaron a -20ºC hasta su posterior uso. 

Para la identificación de los micobiontes se amplificaron por PCR los marcadores 

moleculares 28S, utilizando los partidores LIC24R y LR7 (Miadlikowska & Lutzoni, 

2000), e ITS, utilizando los partidores ITS1F (Gardes & Bruns, 1993) e ITS4 (White 

et al., 1990). Los cianobiontes se identificaron mediante la amplificación del 

marcador molecular 16S específico para cianobacterias, utilizando los partidores 

PCR1 y PCR18 (Wilmotte et al., 1993). Todas las reacciones de PCR se prepararon 

con “GoTaq® Green Master Mix” (GoTaq® DNA polimerasa en amortiguador de 

reacción Green GoTaq® [pH 8,5], 200 µM de cada dNTP y MgCl2 1,5 mM) 

(Promega), 200 nM de cada partidor, BSA 1 mg/ml y agua libre de nucleasas hasta 

completar 25 µL. La amplificación se realizó en un termociclador Biorad T100  

utilizando los programas que se muestran en la Tabla 2. Para algunas muestras de 

mayor complejidad fue necesario modificar ciertas condiciones, como el número de 

ciclos, para obtener una correcta amplificación. El tamaño y la calidad de los 

productos de PCR se determinaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,2% 

(p/v) en buffer TAE 1X y teñidos con GelRedTM (Biotium).  
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Tabla 2. Programas de amplificación de los marcadores utilizados para la identificación de los 
simbiontes. 

Marcador 
molecular 

  
Desnaturalización 

inicial 
  Desnaturalización Hibridación Extensión   

Extensión 
final 

  1 ciclo  30 ciclos  1 ciclo 

28S  94°C 1 min  94°C 30 s 52°C 30 s 72°C 1,5 min  72°C 4 min 

16S   94°C 1 min   94°C 1 min 55°C 1 min 72°C 2 min   72°C 7 min 
  1 ciclo  35 ciclos  1 ciclo 

ITS   94°C 3 min   94°C 45 s 56,4°C 30 s 72°C 1,5 min   72°C 7 min 

 

4.4.    Identificación molecular de los simbiontes  

Los amplicones 28S y 16S se secuenciaron en el sentido del partidor forward, 

mientras que los amplicones ITS se secuenciaron en ambos sentidos. Las 

secuencias fueron revisadas y editadas en Rstudio con el paquete sangeranalyseR 

(Chao et al., 2020). Posteriormente se revisaron y editaron individualmente con el 

programa SnapGene Viewer y se alinearon con la herramienta MUSCLE utilizando 

el programa MEGA v5.0 (Edgar, 2004; Kumar et al., 2016).  

El análisis filogenético de las secuencias de los marcadores 28S e ITS se llevó a 

cabo en la plataforma T-BAS (Carbone et al., 2019), y el árbol obtenido se editó en 

la herramienta online iTOL (Letunic & Bork, 2019). Además, la identificación del 

micobionte se complementó con el análisis de la región hipervariable del espaciador 

ITS1 (ITS1-HR), la cual es utilizada como un poderoso marcador taxonómico, a nivel 

de especie, para toda la sección Peltigera (Magain et al., 2018). 

Las secuencias del marcador 16S se contrastaron con una base de datos que 

incluye secuencias de referencia, propias del laboratorio y obtenidas de la literatura, 

desde cianolíquenes, plantas y cianobacterias de vida libre. Las secuencias fueron 
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alineadas con la herramienta MUSCLE en el programa MEGA v5.0 (Edgar, 2004; 

Kumar et al., 2016). La filogenia se realizó por el método Neighbor-Joining utilizando 

los parámetros sugeridos por el programa (método Kimura 2 con una distribución 

gamma = 2), y el árbol obtenido se editó en iTOL (Letunic & Bork, 2019). 

4.5. Cuantificación de genes bacterianos relacionados al ciclo del fósforo 

El potencial para solubilizar fosfato de las bacterias presentes en talos, sustratos y 

suelos se evaluó mediante la cuantificación por PCR cuantitativo (qPCR) de 5 genes 

marcadores (Tabla 3) involucrados en la solubilización de Pi y Po (Bergkemper et 

al., 2016a). Los marcadores utilizados fueron: (i) para el estudio de la solubilización 

de Pi el gen que codifica para la quinoproteína glucosa deshidrogenasa GDH (gcd) 

(Cleton-Jansen et al., 1990) y; (ii) para la solubilización de Po los genes que 

codifican para las fosfatasas no específicas, fosfatasa alcalina PhoD (phoD) (Eder 

et al., 1996) y fosfatasa ácida clase A PhoN (phoN) (Rossolini et al., 1998), la 

fosfonatasa fosfoacetaldehído hidrolasa PhnX (phnX) (McGrath et al., 2013), y la 

proteína 6-fitasa AppA (appA) (Golovan et al., 1999). 

Las reacciones de qPCR se realizaron en el equipo CFX96 Touch System Real-

Time PCR System (Biorad), y se prepararon con el kit “SsoAdvanced Universal 

SYBR Green Supermix” (BioRad) 1X, BSA 1 mg/ml, DNA 50 ng/µL y agua libre de 

nucleasas hasta completar 20 µL. Las concentraciones de partidores y las 

condiciones correspondientes a cada marcador de interés se muestran en la Tabla 

4. Para cuantificar el número de copias de los genes, se realizaron curvas estándar 

usando diluciones seriadas de plásmidos recombinantes con cada uno de los 
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marcadores moleculares mencionados (Muster, 2019). El número de copias de cada 

gen, en cada una de las muestras, se obtuvo interpolando los valores de ciclo 

umbral (Cq) obtenidos en la ecuación de cada curva estándar (Figura A1). El 

porcentaje de eficiencia de cada curva estándar se determinó usando la expresión: 

Ef (%) = (10-1/pendiente-1)*100. 

Tabla 3. Marcadores funcionales de solubilización de fósforo cuantificados mediante qPCR. 

 Proteína Gen 
Tamaño 
amplicón 

Partidor Secuencia 5' - 3' Referencia 

Fósforo    
orgánico 

Fosfatasa           
Alcalina 

phoD 208 pb 
phoD-FW 

TGT TCC ACC TGG GCG 
AYW MIA THT AYG Eder  

et al., 1996  
phoD-RW 

CGT TCG CGA CCT CGT 
GRT CRT CCC A  

Fosfatasa               
Ácida 

phoN 159 pb 
phoN-FW 

GGA AGA ACG GCT CCT 
ACC CIW SNG GNC A  Rossolini  

et al., 1998  
phoN-RW 

CAC GTC GGA CTG CCA 
GTG IDM IYY RCA  

Fitasa appA 375 pb 
appA-FW 

AGA GGG TGG TGA TCG 
TGA TGM GIC AYG GNR 
T  

Golovan  
et al., 2000  

appA-RW 
GCC TCG ATG GGG TTG 
AAI ADN GGR TC  

Fosfonatasa                
(C-P hidrolasa) 

phnX 147 pb 
phnX-FW 

CGT GAT CTT CGA CTG 
GGC NGG NAC  McGrath  

et al., 2013  
phnX-RW 

GTG GTC CCA CTT CCC 
CAD ICC CAT NGG  

Fósforo 
inorgánico 

Glucosa 
deshidrogenasa 

dependiente             
de PQQ  

gcd 330 pb 

gcd-FW 
CGG CGT CAT CCG GGS 
ITI YRA YRT Cleton-

Jansen, 
1990  gcd-RW 

GGG CAT GTC CAT 
GTC CCA IAD RTC 
RTG  

Nota: R(G/A), W (A/T), Y (T/C), M (A/C), S (C/G), H (A/C/T), D (G/A/T), N (G/A/T/C), I: Inosina. 
PQQ: cofactor pirroloquinolina quinona.  
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Tabla 4. Condiciones de amplificación optimizadas para cada uno de los marcadores relacionados 
con la solubilización de fósforo cuantificados mediante qPCR. Adaptada de Muster (2019). 

 

4.6.    Secuenciación masiva del gen 16S bacteriano  

Para identificar a las bacterias con potencial de solubilizar P primero se identificó el 

microbioma bacteriano completo asociado a cada muestra. A partir de las muestras 

de DNA extraído de los talos, sustratos y suelos, se amplificó por PCR la región V4-

V5 del gen 16S bacteriano, utilizando los partidores 515F (Turner et al., 1999) y 

904RM, modificado de Hodkinson et al. (2009), que excluyen cianobacterias 

(Pezoa, 2021). Las reacciones de PCR se prepararon con "GoTaq® Green Master 

Mix" (GoTaq® DNA polimerasa en amortiguador de reacción Green GoTaq® [pH 8,5], 

200 µM de cada dNTP y MgCl2 1,5 mM) (Promega), 200 nM de cada partidor, BSA 

0,5 mg/ml, 10 ng/µl de DNA y agua libre de nucleasas hasta completar 25 µl. Las 

amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Biorad T100  bajo las 

siguientes condiciones:  desnaturalización inicial de 3 min a 94°C, 30 ciclos de 30 s 

a 94°C, 30 s a 60°C (con una velocidad de rampeo de 0,1°C/s) y 30 s a 72°C, y una 

extensión final de 10 min a 72°C. La calidad y tamaño de los productos de 

Marcador 

molecular 

 

Partidores 

(nM) 

   Programa de amplificación 

   1 Ciclo  40 Ciclos 

    Hot Start   Desnaturalización Hibridación Extensión 

phoD   200   95°C   7 min   95°C   60 s 62°C   60 s 72°C   45 s 

phoN   320   95°C   7 min   95°C   60 s 63°C   90 s 72°C   45 s 

phnX   125   95°C   7 min   95°C   60 s 63°C   60 s 72°C   45 s 

gcd   175   95°C   7 min   95°C   60 s 62°C   60 s 72°C   45 s 

appA  350  95°C   7 min  95°C   60 s 61°C   120 s 72°C   45 s 
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amplificación se visualizó en geles de agarosa al 2% (p/v) y posteriormente se cortó 

la banda de interés desde el gel y se purificó con el kit “Wizard DNA Clean-Up 

System” (Promega). Una vez purificados, los productos de PCR se enviaron a 

secuenciar mediante la plataforma Illumina MiSeq (300 pb x 2) (Macrogen, Corea 

del Sur).  

Las secuencias obtenidas se separaron en 5 set de datos independientes de 

acuerdo con la especie de cianoliquen y su origen: (i) talos de P. frigida, (ii) talos de 

P. fuscopraetextata, (iii) sustratos de P. frigida, (iv) sustratos de P. fuscopraetextata 

y (v) suelos aledaños. Las secuencias se optimizaron y analizaron con el programa 

RStudio utilizando el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016). Primero se 

examinaron visualmente los gráficos de calidad (Figuras A2-A6) y se definió un 

corte, tanto para las secuencias directas como inversas, buscando que el promedio 

de calidad fuera superior a QC 30. Las secuencias directas se cortaron en la base 

287 mientras que las inversas, que tenían una menor calidad, se cortaron en la base 

182. Además, se removieron los partidores, correspondientes a los primeros 19 y 

25 nucleótidos de las secuencias directas e inversas, respectivamente. Posterior a 

ello, se realizó el filtrado, fusión y remoción de quimeras (Figura A7). La asignación 

taxonómica se realizó con la función IdTaxa (Murali et al., 2018) utilizando la base 

de datos de GTDB (Parks et al., 2018). Una vez realizada la asignación taxonómica, 

se generó un archivo utilizando el paquete phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) 

con el cual se realizaron los análisis y visualización de resultados. Finalmente se 

aplicaron filtros para eliminar las ASVs que no pertenecieran al dominio Bacteria y 

aquellas representados por menos de 10 lecturas. 
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Para asegurar una correcta interpretación de los análisis posteriores, se evaluó si la 

profundidad de la secuenciación fue suficiente para obtener una cobertura 

adecuada de las comunidades bacterianas. Se calcularon las curvas de rarefacción 

para cada set de datos (Figura A8), donde se observa que el promedio de ASVs 

aumentó en función a las lecturas obtenidas. Todos los sets de datos alcanzaron el 

plateau, comprobándose que la profundidad de secuenciación fue suficiente para 

describir la mayor parte de la diversidad bacteriana de las muestras (Schöler et al., 

2017). 

4.7. Predicción de funciones presentes en los metagenomas y selección del 

gremio solubilizador de fosfato  

La predicción de los metagenomas y las funciones relacionadas al metabolismo del 

P se realizó a partir de las secuencias del gen 16S con la herramienta PICRUSt2 

(Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved 

States) (Douglas et al., 2020). Para esto, dentro de los genomas se buscaron genes 

marcadores relacionados al ciclo del P basándose en publicaciones previas 

(Almendras, 2022; Martín & Liras, 2021; Pezoa, 2021; Tanuwidjaja et al., 2021; 

Valenzuela, 2020), cuyos códigos de la base de datos KEGG orthology (KO) se 

muestran en la Tabla 5.  

Para la selección del gremio solubilizador de fosfato se procedió a filtrar el objeto 

phyloseq que contenía el microbioma bacteriano obtenido previamente, dejando 

solo las ASVs que contuvieran al menos uno de los genes relacionados a la 

solubilización de P (Tabla 5). Además, el gremio se dividió en cinco grupos 
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funcionales: (i) solubilización de Pi, definido como aquellas ASVs que contuvieran 

el gen que codifica para la enzima glucosa deshidrogenasa dependiente de PQQ 

(gcd), la cual contribuiría a la solubilización de Pi mediante la producción de ácido 

glucónico; (ii) fitasas, definido como aquellas ASVs que contuvieran los genes que 

codifican para las enzimas 4-fitasa (appA) y/o 3-fitasa (phyK), ambas involucradas 

en la solubilización de Po a partir de fitato; (iii) fosfonatasas, definido como aquellas 

ASVs que contuvieran los genes que codifican para las enzimas 2-

aminoetilfosfonato-piruvato transaminasa (phnW), fosfonoacetato hidrolasa (phnA), 

fosfonoacetaldehído hidrolasa (phnX) y/o C-P liasa (phnFGHIJKLMNP), que 

contribuirían a la solubilización de Po a partir de fosfonatos; (iv) fosfatasas alcalinas, 

definido como aquellas ASVs que contuvieran los genes que codifican para las 

enzimas fosfatasa alcalina A (phoA), fosfatasa alcalina D (phoD) y/o fosfatasa 

alcalina X (phoX), que contribuirían a la solubilización de Po a partir de 

fosfomonoésteres en condiciones de pH neutro y alcalino; y (v) fosfatasas ácidas, 

definido como aquellas ASVs que contuvieran los genes que codifican para las 

enzimas fosfatasa ácida de clase A (phoN) y/o fosfatasa ácida de clase C (olpA), 

que contribuirían a la solubilización de Po a partir de fosfomonoésteres en 

condiciones de pH ácido. Así, se generaron 6 objetos phyloseq independientes que 

permitieron realizar los análisis posteriores. 
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Tabla 5. Genes y enzimas relacionados con el ciclo del fósforo analizados con PICRUSt2.  

Reacción general Enzima 
Marcador 
molecular 

Código KO 

Solubilización Pi 

Pi → PO4H3 Quinoproteína glucosa deshidrogenasa gcd / mGDH K00117 

Solubilización Po – Fitasas 

Ácido fítico → Fosfato 
4-Fitasa appA K01093 

3-Fitasa phyK K01083 

Solubilización Po - Fosfatasas ácidas 
 Fosfatasa ácida de clase A phoN K09474 

PO4H2R → PO4H3 Fosfatasa ácida de clase B aphA K03788 

  Fosfatasa ácida de clase C olpA K01078 

Solubilización Po - Fosfatasas alcalinas 

  Fosfatasa alcalina A  phoA  K01077 

PO4H2R → PO4H3 Fosfatasa alcalina D phoD K01113 

  Fosfatasa alcalina X phoX K07093 

Solubilización Po - Fosfonatasas 

  2-amino-1-hidroxietilfosfonato dioxigenasa phnZ K21196 

  2-aminoetilfosfonato dioxigenasa phnY* K21195 

 2-aminoetilfosfonato-piruvato 
transaminasa 

phnW K03430 

  Fosfonoacetato hidrolasa phnA K19670 

  Fosfonopiruvato hidrolasa pphA K19669 

  Fosfonoacetaldehído hidrolasa phnX K05306 

  Fosfonoacetaldehído deshidrogenasa phnY K00206 

  C-P liasa subunidad F phnF K02043 

R-PO3 → PO4 C-P liasa subunidad G phnG K06166 

  C-P liasa subunidad H phnH K06165 

  C-P liasa subunidad I phnI K06164 

  C-P liasa subunidad J phnJ K06163 

  C-P liasa subunidad K phnK K05781 

  C-P liasa subunidad L phnL K05780 

  C-P liasa subunidad M phnM K06162 

  C-P liasa subunidad N phnN K05774 

  C-P liasa subunidad O phnO K09994 

  C-P liasa subunidad P phnP K06167 
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5.    RESULTADOS 

5.1.   Identificación molecular de los simbiontes de P. frigida y P. 

fuscopraetextata  

Para el desarrollo de esta tesis se seleccionaron 8 individuos de P. frigida y 8 de P. 

fuscopraetextata (Figura 4) que contenían el mismo cianobionte, con el fin de 

disminuir las variables involucradas en la selección de la microbiota por parte del 

liquen (Leiva et al., 2016). La identificación molecular del micobionte se llevó a cabo 

mediante el análisis de las secuencias de los marcadores 28S e ITS y posterior 

análisis filogenético en la plataforma T-BAS (Carbone et al., 2019). Se encontraron 

cinco OTUs distintas (Tabla 6), de las cuales cuatro (OTUs 00, 01, 02 y 03) 

agruparon dentro del clado P. frigida / P. patagonica y una (OTU 04) agrupó con el 

clado P. canina (Figura 5).  

La identificación a nivel de especie se confirmó a través de la región hipervariable 

del espaciador ITS1 (ITS1-HR), reconocida como un poderoso marcador 

taxonómico para toda la sección Peltigera (Magain et al., 2018). Las ITS1-HR se 

compararon con las secuencias de referencia disponibles en la literatura para los 

clados correspondientes (Figura 6). Se encontró que las muestras T_fri_1 a T_fri_8 

alinearon con dos haplotipos distintos de la especie P. frigida, mientras que las 

muestras T_fus_1 a T_fus_8 alinearon con un haplotipo de la especie P. 

fuscopraetextata. Con esto se confirmó la identificación a nivel de especie de las 8 

réplicas de P. frigida y P. fuscopraetextata. 
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Figura 4. Fotos de las muestras de líquenes P. frigida y P. fuscopraetextata utilizadas en este 
estudio. 

 

 
Tabla 6. OTUs definidas para el análisis filogenético de los marcadores 28S e ITS en la plataforma 

T-BAS 

OTU Clado Muestras 

00 P. frigida / P. patagonica T_fri_1 / T_fri_4 

01 P. frigida / P. patagonica T_fri_2 / T_fri_3 / T_fri_5 / T_fri_6 

02 P. frigida / P. patagonica T_fri_7 

03 P. frigida / P. patagonica T_fri_8 

04 P. canina 
T_fus_1 / T_fus_2 / T_fus_3 / T_fus_4 /  
T_fus_5 / T_fus_6 / T_fus_7 / T_fus_8  
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Figura 5. Filogenia del género Peltigera, obtenida desde la plataforma T-BAS y editada con iTOL. 
Cada color corresponde a un clado. Las secuencias de los marcadores 28S e ITS correspondientes 
a las 16 muestras seleccionadas se encuentran agrupadas en OTUs (destacadas en letras rojas), y 
agrupan en los clados P. frigida / P. patagonica y P. canina. Los nodos con soporte de bootstrap de 
70% o más se destacan con un círculo celeste. 
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Para la identificación del cianobionte, las secuencias del marcador 16S de las 

muestras se contrastaron con una base de datos que contenía secuencias de 

referencia, propias del laboratorio y obtenidas de la literatura, desde cianolíquenes, 

plantas y cianobacterias de vida libre (Figura 7). Se pudo observar que tanto las 

réplicas de P. frigida (en verde) como las de P. fuscopraetextata (en rosado oscuro) 

alinearon con la secuencia de Nostoc sp. haplotipo C02 de Zúñiga et al. (2015), 

confirmando que las 16 muestras comparten el mismo cianobionte. 

5.2.    Caracterización del gremio solubilizador de fosfato 

El gremio solubilizador de P se caracterizó mediante dos aproximaciones: primero, 

mediante cuantificación de genes marcadores por qPCR, se evaluó el potencial de 

la comunidad bacteriana para llevar a cabo esta función; luego, mediante la 

secuenciación masiva del gen 16S y predicción de funciones relacionadas al 

metabolismo del P presentes en los genomas bacterianos, se seleccionó al gremio 

solubilizador de P y se evaluó su composición y diversidad. 

 

 

 

Figura 7. (imagen en página siguiente) Árbol filogenético de las secuencias del marcador 16S de 
los cianobiontes utilizando el método Neighbor-Joining. El análisis incluyó 81 secuencias de 
nucleótidos, 16 provenientes de las muestras de este trabajo y 65 de referencia. Los nodos con 
soporte de bootstrap de 70% o más se destacan con un círculo celeste en las respectivas ramas. 
Las secuencias provenientes de las muestras de P. frigida se destacan en verde y las de P.  
fuscopraetextata en rosado. 
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Figura 7. (leyenda en página anterior) 
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5.2.1.    Abundancia de genes relacionados con la solubilización de fosfato 

El potencial para solubilizar fosfato de las bacterias presentes en talos, sustratos y 

suelos se evaluó mediante la cuantificación por qPCR de 5 genes marcadores 

involucrados en la solubilización de Pi y Po (Figura 8). Se pudo observar que los 

genes que codifican para fosfonatasas y fosfatasas alcalinas (phnX y phoD) fueron 

los más abundantes y los que contribuyeron en mayor medida al potencial de las 

comunidades para solubilizar fosfato, mientras que los genes gcd (solubilización de 

Pi) y appA (fitasa) fueron los que se encontraron en menor abundancia. 

Por otro lado, la abundancia de los genes en los talos fue igual o mayor a la de los 

sustratos y suelos, excepto para phoN (fosfatasa ácida) donde se observó la 

tendencia contraria. Además, se encontraron mayores diferencias significativas 

entre los talos de P. fuscopraetextata y el ambiente (i.e. sustratos y suelos), que en 

los talos de P. frigida.  

Finalmente, para tener una mirada global del potencial para solubilizar P en los 

distintos microambientes, se sumó el número de copias de todos los marcadores 

moleculares (Figura 8F). En este análisis solo se observaron diferencias 

significativas entre los sustratos de P. fuscopraetextata y el suelo aledaño. 
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Figura 8. Abundancia de los 5 genes marcadores involucrados en la solubilización de fosfato. Se 
muestra la abundancia de los genes medida como logaritmo del número de copias iniciales (Log NC) 
por gramo. (A) gcd: glucosa deshidrogenasa dependiente de PQQ, (B) appA: fitasa, (C) phnX: 
fosfonatasa, (D) phoD: fosfatasa alcalina, (E) phoN: fosfatasa ácida y (F) suma del número de copias 
de gcd, appA, phnX, phoD y phoN. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante la prueba 
ANOVA y Wilcoxon Mann Whitney para la comparación por pares. Las diferencias estadísticamente 
significativas se señalan con asteriscos (*** = P < 0,001; ** = P < 0,01; * = P < 0,1) y las no 
significativas con ‘ns’. 
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5.2.2.    Composición y diversidad del gremio solubilizador de fosfato 

La selección del gremio solubilizador de P se realizó mediante la predicción de los 

genomas bacterianos y funciones relacionadas al ciclado del P, a partir de las 

secuencias del gen 16S, utilizando la herramienta PICRUSt2 (Douglas et al., 2020). 

Para esto se seleccionaron 27 genes que codifican para enzimas involucrados en 

la solubilización de Pi y Po (Tabla 3). Seis genes fueron descartados de los análisis 

posteriores ya que no se encontraron en la base de datos de PICRUSt2 (aphA, 

phnZ, phnY*, pphA y phnY), o no fueron detectados debido a su baja abundancia 

(phnO).  

Del total de 6.344 ASVs encontradas en todas las muestras, un 84,4% (5.355 ASVs) 

contuvo al menos uno de los 21 genes analizados, representando un 94,1% de las 

lecturas totales en talos, un 86,9% en sustratos y un 84,1% en suelos. Para un 

análisis más detallado del gremio, este se subdividió en 5 grupos funcionales de 

acuerdo con la actividad con que estarían contribuyendo a la solubilización de P: (i) 

gremio solubilizador de fosfato (contiene a los 5 grupos funcionales), (ii) 

solubilización de Pi, (iii) fitasas, (iv) fosfatasas ácidas, (v) fosfatasas alcalinas, y (vi) 

fosfonatasas.  

Como un primer acercamiento, se evaluó la contribución de cada ASVs a cada uno 

de los grupos funcionales en que se dividió el gremio solubilizador de P (Figura 9). 

Sin embargo, este análisis no considera la abundancia de cada ASV, sino todas las 

ASVs distintas encontradas en cada grupo de muestras. En las muestras de 

sustratos y suelos hubo mayor número de ASVs distintas que contendrían genes 

relacionados con la solubilización de P (~2.200), en comparación a los talos 
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(~1.500). Además, en todas las muestras se encontró un mayor número de ASVs 

conteniendo genes que codifican fosfatasas alcalinas y fosfonatasas, las que 

representaron el ~80% y ~60% de las ASVs totales, respectivamente (Figura 9). 

Hubo un ~5% de ASVs que contendrían genes de todas las funciones analizadas, 

mientras que la mayoría de las ASVs contendrían, a la vez, genes de fosfonatasas, 

fosfatasas alcalinas y de solubilización de Pi. Por otro lado, cabe destacar que no 

se encontraron ASVs conteniendo exclusivamente genes de fitasas. 

Al comparar entre los 3 microambientes, en las muestras de sustratos y suelos se 

encontró mayor número de ASVs distintas conteniendo genes de enzimas 

involucradas en la solubilización de Pi y fitasas, mientras que en los talos 

predominaron las ASVs conteniendo genes de fosfonatasas (Figura 9).  
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Figura 9. Número de ASVs distintas que conforman cada grupo funcional en que fue dividido el 
gremio solubilizador de fosfato, para cada grupo de muestras. El número de ASVs distintas se 
representa en un mapa de calor que va desde el blanco (menor número de ASVs) al morado (mayor 
número de ASVs), y entre paréntesis se muestra el número total de ASVs correspondientes a cada 
grupo. Fosf. Ác.: fosfatasas ácidas, Fosf. Alc.: fosfatasas alcalinas, Fosfon.: fosfonatasas, Sol. Pi: 
solubilización de fósforo inorgánico.  
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Posteriormente, se determinó la diversidad alfa de cada muestra mediante el índice 

de Shannon, el cual refleja la heterogeneidad de la comunidad considerando tanto 

el número de ASVs presentes como su abundancia relativa (Figura 10). No se 

encontraron diferencias en los niveles de diversidad de las comunidades 

bacterianas asociadas a los sustratos y suelos, para ningún grupo funcional dentro 

del gremio ni para el gremio completo. Sin embargo, sí se encontraron menores 

niveles de diversidad en los talos en comparación a los sustratos y suelos aledaños, 

aunque para el grupo de fosfatasas ácidas la diferencia no fue significativa en los 

sustratos, pero sí en los suelos. Además, estas diferencias tendieron a ser 

ligeramente mayores en las muestras de P. frigida que en las de P. 

fuscopraetextata. 

También se analizó la diversidad beta mediante un análisis de coordenadas 

principales (PCoA) basado en una matriz de distancia UniFrac ponderada, que 

considera tanto las relaciones filogenéticas como la abundancia de las ASVs (Figura 

11). Tanto para el gremio completo, como separado por grupos funcionales, se 

observó una clara separación de las muestras de talos con respecto a los sustratos 

y suelos, lo que fue corroborado mediante un análisis PERMANOVA (Tabla A1).  Si 

bien las muestras de sustratos y suelos agruparon más juntas, también se 

encontraron diferencias significativas entre estos microambientes, excepto para el 

grupo de las fitasas. Además, en general los talos mostraron elipses de menor 

tamaño, lo que indica que las comunidades presentes en talos son más 

homogéneas que las de sustratos y suelos.  
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Figura 10. Gráficos de diversidad alfa para cada set de datos. Se muestran los valores del índice de 
Shannon para los distintos grupos funcionales: (A) solubilización de Pi, (B) fitasas, (C) fosfonatasas, 
(D) fosfatasas alcalinas, (E) fosfatasas ácidas, y (F) para el gremio solubilizador de fosfato. Los 
análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante la prueba ANOVA y Wilcoxon Mann Whitney para 
la comparación por pares. Las diferencias estadísticamente significativas se señalan con asteriscos 
(*** = P < 0,001; ** = P < 0,01; * = P < 0,1) y las no significativas con ‘ns’. 
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Figura 11. Análisis de coordenadas principales (PCoA) a nivel de ASV basado en una matriz de 
distancia UniFrac ponderada para los distintos tipos de muestras. Se incluyen elipses de 95% de 
confianza para una distribución t multivariante para cada grupo de muestras. El análisis se realizó 
para los distintos grupos funcionales: (A) solubilización de Pi, (B) fitasas, (C) fosfonatasas, (D) 
fosfatasas alcalinas, (E) fosfatasas ácidas, y (F) para el gremio solubilizador de fosfato completo. 
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Para visualizar la composición taxonómica del gremio solubilizador de P, se 

agruparon las ASVs a nivel de filo y se calcularon sus abundancias relativas para 

cada set de datos, tanto para el gremio completo como para los distintos grupos 

funcionales definidos previamente (Figura 12). La composición del gremio 

solubilizador de P fue similar entre los tres microambientes, sin embargo, se 

observaron algunas diferencias en la abundancia relativa de filos como 

Proteobacteria, que fue más abundante en los talos, y Acidobacteriota, que fue más 

abundante en los sustratos y suelos. Además, en los sustratos y suelos hubo mayor 

diversidad de filos, destacando algunos como Planctomycetota, Nitrospirota y 

Gemmatimonadota. 

Por otra parte, se pudo observar que los distintos grupos funcionales analizados 

mostraron una composición bacteriana distinta. En todos los grupos se encontró 

Proteobacteria como filo predominante, mientras que Acidobacteriota y Bacteroidota 

estuvieron presentes en todos los grupos, excepto en las fosfatasas ácidas. 

Actinobacteriota se encontró en los grupos de las fosfatasas ácidas y alcalinas, y 

fitasas; Planctomycetota en los grupos de solubilización de Pi, fosfonatasas y 

fosfatasas alcalinas; y Chloroflexotota solo se encontró en el grupo de fosfatasas 

ácidas. Finalmente, al comparar entre los talos de las dos especies de líquenes se 

encontró que en los talos de P. fuscopraetextatata hubo mayor abundancia de 

Acidobacteriota; mientras que en los talos de P. frigida hubo mayor abundancia de 

Proteobacteria. 
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Figura 12. Composición taxonómica del gremio solubilizador de P a nivel de filo. Se muestra el 
promedio de la frecuencia relativa de ASVs asignadas por filo para cada tipo de muestra. El análisis 
se realizó para los distintos grupos funcionales: (A) solubilización de Pi, (B) fitasas, (C) fosfonatasas, 
(D) fosfatasas alcalinas, (E) fosfatasas ácidas, y (F) para el gremio solubilizador de fosfato completo. 
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5.3.    Mecanismos de adquisición del gremio de bacterias con potencial para 

solubilizar fosfato en P. frigida y P. fuscopraetextata 

Para evaluar cómo el gremio solubilizador de P estaría siendo adquirido por los 

líquenes, se seleccionaron las 50 ASVs más abundantes y se comparó su 

abundancia relativa en los tres microambientes. El porcentaje de lecturas cubierto 

por estas ASVs para el gremio completo alcanzó cerca de un 40% en talos, un 25% 

en sustratos y un 20% en suelos (Tabla 7). Se analizó tanto el gremio completo 

(Figura 13), como los distintos grupos funcionales ya definidos (Figuras A9-A13).  

Tabla 7. Porcentaje de lecturas cubiertas por las 50 ASVs seleccionadas para cada grupo. 

 

Al revisar la taxonomía asociada a cada ASV (Figura 13 y A9-A13) se encontró que 

un ~65% de estas no pudieron ser identificadas a nivel de género, ~15% no pudo 

ser identificada a nivel de familia y un ~5% no se pudo identificar a nivel de filo. Si 

bien estos porcentajes fueron similares para todos los grupos estudiados, en el 

grupo de fosfatasas ácidas el número de ASVs no identificadas fueron mayores. No 

se logró identificar un 32% a nivel de familia y un 10% no se identificaron a nivel de 

filo (Figura A13).  

 Talos  Sustratos  Suelo 

 
P. frigida  P. fuscopraetextata  P. frigida   

P. 
fuscopraetextata 

  

Gremio 
completo 

39%  38%  26%  27%  20% 

Solubilización  
Pi 

55%  58%  40%  41%  41% 

Fitasas 72%  69%  40%  38%  37% 

Fosfonatasas 63%  63%  66%  64%  51% 

Fosfatasas 
alcalinas 

46%  45%  24%  26%  23% 

Fosfatasas 
ácidas 

45%  45%  31%  33%  31% 
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De acuerdo con la abundancia diferencial entre los talos, y los sustratos y suelos, 

se encontraron cuatro grupos de ASVs distintos: (i) ASVs cuya abundancia relativa 

fue mayor en talos que en sustratos y suelos, las cuales podrían estar siendo 

reclutadas desde el ambiente, encontrando en el talo mejores condiciones para 

proliferar; (ii) ASVs cuya abundancia relativa fue mayor en sustratos y suelos que 

en talos, las cuales serían excluidas por los líquenes; (iii) ASVs que se encontraron 

presentes en talos pero no en los sustratos y suelos, las que se propagarían con el 

liquen durante su reproducción (transmitidas verticalmente); y (iv) ASVs cuya 

abundancia fue similar en los tres microambientes, las cuales no estarían siendo 

seleccionadas por los líquenes (positiva o negativamente). 

El análisis de las 50 ASVs más abundantes considerando al gremio completo 

(Figura 13) arrojó 22 ASVs que serían excluidas de los líquenes, 16 ASVs que 

serían reclutadas desde el ambiente, 10 ASVs que serían transmitidas durante la 

reproducción de los líquenes y 2 ASVs que no serían seleccionadas positiva o 

negativamente por los líquenes.  

 

 

 

 

Figura 13. (imagen en página siguiente) Abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes del 
gremio solubilizador de fosfato en los tres microambientes. El color de las burbujas representa el tipo 
de muestra, y su tamaño da cuenta del promedio de la abundancia relativa en las distintas réplicas. 
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y Wilcoxon para 
la comparación por pares. Las estrellas indican diferencias significativas (P < 0,05) en las siguientes 
comparaciones: (i) rosada rellena:  talo P. frigida > suelo; (ii) verde rellena: talo P. fuscopraetextata 
> suelo; (iii) rosada vacía: talo P. frigida < suelo; (iv) verde vacía: talo P. fuscopraetextata < suelo; 
(v) amarilla a la izquierda: talo P. frigida > talo P. fuscopraetextata; (vi) amarilla a la derecha: talo P. 
fuscopraetextata > talo P. frigida; y las estrellas negras representan aquellas ASVs presentes en 
talos de P. frigida o P. fuscopraetextata y ausentes en suelos aledaños. 
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Figura 13. (leyenda en página anterior) 
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La mayor parte de las ASVs reclutadas desde el ambiente y transmitidas 

verticalmente durante la reproducción de los líquenes corresponderían al filo 

Proteobacteria, mientras que las ASVs correspondientes al filo Acidobacteriota 

serían principalmente excluidas de los talos liquénicos. A simple vista, se puede ver 

que algunas de las ASVs con mayor representación en el gremio solubilizador de P 

pertenecerían a las familias Acetobacteriaceae, Xanthobacteriaceae, 

Sphingomonadaceae y Rhizobiaceae, destacando además para P. frigida la familia 

Beijerinckiaceae y para P. fuscopraetextata una ASV perteneciente a una familia no 

identificada del filo Proteobacteria (Figura 13). Por otro lado, llaman la atención 

algunas ASVs que contribuirían a la solubilización de P mediante todos los grupos 

funcionales predominantes (i.e. solubilización de Pi, fitasas, fosfonatasas y 

fosfatasas alcalinas) (Figuras A9-A12): ASV0007, que fue identificado en la familia 

Sphingomonadaceae y sería transmitido verticalmente por ambas especies de 

líquenes; y ASV0014, que fue identificado en el género UBA1936 y sería reclutado 

exclusivamente por P. fuscopraetextata. Finalmente, de las ASVs no identificadas a 

nivel de filo destacan: ASV0126, que sería transmitido verticalmente por ambas 

especies de líquenes, y que aportaría a las funciones de solubilización de Pi y fitasas 

(Figuras A9 y A10); y ASV1445, que sería reclutado exclusivamente por P. 

fuscopraetextata desde el ambiente, y aportaría a las funciones de solubilización de 

Pi, fitasas y fosfatasas ácidas (Figuras A9, A10 y A13).  

Para identificar los patrones de selección de cada especie por su gremio 

solubilizador de P, se resumieron los resultados obtenidos de este último análisis 

para cada grupo funcional (Figura 14). En general se encontró que un ~40% de las 
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ASVs serían excluidas por los líquenes, un ~30% serían reclutadas desde el 

ambiente, y un ~20% serían transmitidas verticalmente durante la reproducción 

asexual de estos. Estos porcentajes fueron similares en los distintos grupos 

funcionales estudiados, aunque se observaron algunas diferencias. El grupo de 

fitasas exhibió el mayor porcentaje de ASVs excluidas (~50%), mientras que los 

grupos de las fosfonatasas y fosfatasas alcalinas exhibieron el mayor porcentaje de 

ASVs seleccionadas positivamente (reclutadas desde el ambiente y transmitidas 

verticalmente) (~52%). 

Al comparar la abundancia relativa de las ASVs del gremio completo, entre los talos 

de las dos especies de líquenes, se encontraron diferencias significativas para un 

~30% de las ASVs analizadas. Un 12% fueron más abundantes en P. frigida, 

mientras que un 18% fueron más abundantes en P. fuscopraetextata (Figura 13). 

Para los grupos de fosfonatasas y fosfatasas ácidas también se observó mayor 

porcentaje de ASVs significativamente más abundantes en P. fuscopraetextata, 

mientras que para el resto de los grupos no se observaron diferencias entre las 

especies.  

Por otra parte, al comparar los patrones de selección entre ambas especies de 

líquenes, en todos los grupos funcionales se pudo observar que el número de ASVs 

reclutadas fue ligeramente mayor en P. fuscopraetextata que en P. frigida y, por el 

contrario, el número de ASVs excluidas fue ligeramente mayor en P. frigida que en 

P. fuscopraetextata (Figura 14).  

Si bien los porcentajes de ASVs excluidos, reclutados y transmitidos verticalmente 

fueron similares al comparar entre los talos de P. frigida y P. fuscopraetextata, se 
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pudo observar una selección diferencial de algunas ASVs dependiendo de la 

especie de liquen. Por ejemplo, las ASVs que conforman el grupo funcional de 

fosfatasas ácidas fueron más distintas entre las dos especies de líquenes, ya que 

hubo mayor número de ASVs seleccionados exclusivamente por una de las dos 

especies; mientras que las ASVs que conforman el grupo de las fosfonatasas fueron 

más parecidos entre ambas especies de líquenes porque hubo menor número de 

ASVs seleccionadas exclusivamente por una de las dos especies. Además, P. 

fuscopraetextata reclutaría un mayor número de ASVs pertenecientes a los grupos 

de las fosfatasas ácidas, fosfatasas alcalinas y solubilización de Pi, mientras que P. 

frigida destacó por tener un mayor número de ASVs que serían transmitidas 

exclusivamente por esta especie durante su reproducción vegetativa (Figura 14, 

burbujas centrales de colores).  
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Figura 14. Resumen de los patrones de selección de P. frigida y P. fuscopraetextata por las bacterias 
del gremio solubilizador de fosfato. Se señala para cada grupo funcional: el patrón de selección de 
ambas especies por las 50 ASVs más abundantes (gráficos de torta); y el número de ASVs que 
serían seleccionadas, ya sea de forma positiva o negativa, exclusivamente por una de las dos 
especies (burbujas centrales de colores). Basado en las figuras 13 y A9-A13.  
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6.     DISCUSIÓN 

En esta tesis se estudió el gremio de bacterias solubilizadoras de fosfato asociado 

a líquenes Peltigera, evaluando las formas en que este podría ser adquirido y la 

relación que existe entre el rango de distribución de los líquenes con su selectividad 

hacia estos microorganismos. Para esto se caracterizó el microbioma bacteriano de 

los talos de dos especies de líquenes, ambas provenientes de un mismo ambiente, 

pero con distinto rango de distribución, sus sustratos y los suelos aledaños; y se 

realizó una predicción de funciones relacionadas con la solubilización de P. 

6.1.    Identificación molecular de los simbiontes 

Se ha descrito que la microbiota bacteriana de los líquenes se ve influenciada por 

diversos factores, siendo los principales la identidad del micobionte y del fotobionte, 

y el ambiente donde estos crecen (Bates et al., 2011; Cardinale et al., 2012a; 

Cardinale et al., 2012b; Grube et al., 2009; Leiva et al., 2016). Para disminuir las 

variables involucradas en la adquisición de la microbiota por parte de los líquenes, 

se seleccionaron individuos que compartieran el mismo cianobionte y crecieran en 

el mismo ambiente. Estudios previos del laboratorio han reportado la presencia de 

líquenes del género Peltigera en la Patagonia chilena, mostrando además que 

existe una distribución característica de las distintas especies en bosques y 

praderas (Orlando et al., 2021; Zúñiga et al., 2015). Con base en estos 

antecedentes, se decidió trabajar con P. frigida y P. fuscopraetextata ya que ambas 

crecen preferentemente en bosques, pero poseen distinto rango de distribución 

global, seleccionando 8 individuos de cada especie para contar con las réplicas 

necesarias para un análisis estadístico robusto. 
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Para la selección de los individuos primero se realizó un muestreo dirigido a las 

especies de interés mediante la identificación de características morfológicas. Se 

ha descrito la presencia de especies crípticas en líquenes (Crespo & Lumbsch, 

2010; Crespo & Pérez-Ortega, 2009; Lumbsch & Leavitt, 2011), es decir, especies 

poco diferenciadas en su morfología y que son difíciles de distinguir entre sí. 

Spribille (2018) propone que las biopelículas formadas en la corteza liquénica 

podrían estar implicadas en la morfología final del liquen. Así, líquenes que 

comparten el mismo micobionte, pero cuya microbiota es distinta, podrían tener 

morfologías diferentes; por el contrario, se podría homogenizar la morfología de 

líquenes con distinto micobionte y microbiota similar. Esto dificulta la correcta 

identificación de las especies por observación de sus estructuras, por lo que es 

importante confirmar la identidad del micobionte mediante técnicas moleculares 

(Miadlikowska et al., 2018).  

La confirmación de la identidad del micobionte se llevó a cabo utilizando dos 

marcadores moleculares: 28S e ITS. Estos marcadores permiten la identificación a 

nivel de especie en la mayoría de los casos y, además, el gran número de copias 

por célula permite trabajar con bajas cantidades de DNA o con muestras 

degradadas (Porras-Alfaro et al., 2014). Para la identificación a nivel de clado, las 

secuencias concatenadas de los marcadores 28S e ITS se ingresaron a la 

plataforma T-BAS (Carbone et al., 2019), la cual contiene filogenias previamente 

curadas por liquenólogos con experiencia en la definición de especies del género 

Peltigera realizada en base a 7 loci (ITS, b-tubulina, RPB1, 28S, COR1b, COR3 y 

COR16). La identidad del micobionte se corroboró mediante el análisis de la región 
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ITS1-HR, reconocida como un poderoso marcador taxonómico para toda la sección 

Peltigera (Magain et al., 2018), pudiendo distinguir incluso entre haplotipos dentro 

de una misma especie.  

En cuanto al cianobionte, en estudios previos del laboratorio se vio que el hábitat 

influye en la distribución de los genotipos de Nostoc asociados a especies del 

género Peltigera, mostrando que una gran parte de los líquenes que crecen en un 

mismo ambiente, independiente de la especie, comparten al mismo compañero 

fotosintético (Almendras, 2022; Muster, 2019; Pezoa, 2021). Sin embargo, debido a 

que el fotobionte ha sido reportado como un factor importante en la estructuración 

de las comunidades bacterianas asociadas al liquen (Hodkinson et al., 2012; Leiva 

et al., 2016), se corroboró su identidad mediante el análisis del marcador 16S. En 

concordancia con los antecedentes del laboratorio, se obtuvieron individuos de 

ambas especies asociados con un mismo genotipo de Nostoc, correspondiente al 

haplotipo Nostoc sp. C02 de acuerdo a Zúñiga et al. (2015). 

6.2.    Caracterización del gremio solubilizador de fosfato asociado a talos de 

P. frigida y P. fuscopraetextata, sus sustratos y los suelos aledaños 

Al estudiar el microbioma bacteriano de líquenes del género Peltigera se debe tener 

en consideración que, al ser cianolíquenes, hay una gran abundancia de 

cianobacterias en el talo liquénico. Así, la amplificación de cianobacterias podría 

enmascarar gran parte de la diversidad bacteriana asociada al talo, por lo que es 

necesario utilizar partidores que las excluyen. Para este trabajo se utilizaron los 

partidores 515F (Turner et al., 1999) y 904M, modificado de 904R (Hodkinson & 

Lutzoni, 2009) por Pezoa (2021). Esta pareja de partidores ya ha sido utilizada en 
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estudios previos del laboratorio (Almendras, 2022; Pezoa, 2021, Veas-Mattheos, 

2022), donde las cianobacterias representaron cerca de un 2% de la abundancia 

relativa obtenida en muestras de talo. Esto da cuenta de una baja amplificación de 

cianobacterias en comparación con estudios que han utilizado partidores 

universales, donde su abundancia relativa alcanzó hasta un 25% (Sierra et al., 

2020). 

Para la predicción de funciones relacionadas con la solubilización de P se utilizó la 

herramienta bioinformática PICRUSt2. Si bien se ha visto que, incluso en muestras 

ambientales, PICRUSt2 entrega predicciones confiables con respecto a los 

resultados obtenidos por metagenómica, esta herramienta podría estar 

subestimando la diversidad metabólica de las comunidades (Toole et al., 2021). 

Posibles explicaciones para esto son su dependencia con las bases de datos 

existentes, por lo que podría existir una baja representatividad de grupos 

bacterianos en ambientes poco estudiados, y que la base de datos KEGG no se 

encuentra actualizada (Douglas et al., 2020). En relación con esto último, en este 

trabajo hubo 5 genes que no se encontraron en las tablas de funciones de 

PICRUSt2, y por ende tuvieron que ser descartados de los análisis.  

En esta tesis el gremio solubilizador de P se definió como aquellas ASVs que 

contuvieran al menos uno de los 21 genes analizados (Tabla 3), encontrándose que 

gran parte de la comunidad tendría la capacidad de solubilizar P, la cual alcanzó 

cerca de un 95% de las lecturas totales en talos, sugiriendo que esta función sería 

esencial para el holobionte. Cabe destacar que para la solubilización de Pi se 

analizó exclusivamente la vía del ácido glucónico (a través del gen gcd) ya que, a 
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pesar de que existen otros ácidos orgánicos capaces de solubilizar Pi como los 

ácidos málico, láctico, cítrico y oxálico (Sharma et al., 2013), estos estarían 

involucrados en diversos procesos metabólicos intracelulares, lo que dificultaría la 

evaluación del gremio de bacterias especializadas en la solubilización de P (Grafe 

et al., 2018). 

Tal como fue reportado previamente por Almendras (2022), los análisis por qPCR 

mostraron que los genes más abundantes en los tres microambientes fueron phnX 

y phoD, que codifican para fosfonatasas y fosfatasas alcalinas, respectivamente. 

Cabe destacar que estos grupos funcionales fueron también los que contribuyeron 

con mayor número de ASVs al gremio solubilizador de P, mostrando que con ambas 

aproximaciones utilizadas (i.e. qPCR y predicción de funciones con PICRUSt2) se 

observan tendencias similares, lo que sugiere que estas funciones serían relevantes 

para el suministro de P para el holobionte. En otros estudios se ha reportado que la 

fosfatasa alcalina D (phoD) además de desfosforilar enlaces fosfomonoéster, 

tendría actividad fosfodiesterasa contra ácidos teicoicos y fosfolípidos (Rodríguez 

et al., 2014), lo que podría explicar su mayor abundancia debido a que podría actuar 

sobre una mayor diversidad de sustratos. Por otra parte, los fosfonatos son 

comúnmente producidos por microorganismos, y se ha descrito que algunos con 

propiedades antibióticas serían excretados, mientras que otros se encontrarían 

formando parte de las membranas (Horsman & Zechel, 2017). De esta forma es 

esperable encontrar una gran abundancia de fosfonatos en el talo liquénico al ser 

un ambiente colonizado por un gran número de microorganismos.  
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Al comparar el número de copias de cada marcador en los distintos microambientes 

se encontró que para gcd, appA, phnX y phoD la abundancia en talos fue igual, o 

incluso mayor, que en sustratos y suelos. Por otra parte, al calcular el índice de 

diversidad de Shannon, se observó que estos grupos funcionales (solubilización de 

Pi, fitasas, fosfonatasas y fosfatasas alcalinas) presentaron una menor diversidad 

en talos. Esto mismo se observó para el gremio completo (suma de los 5 

marcadores), dando cuenta de que el potencial para solubilizar P en talos no 

disminuiría a pesar de tener una menor diversidad de microorganismos que 

pudiesen llevar a cabo esta función. Si bien los resultados fueron similares para la 

mayoría de los grupos funcionales analizados, cabe destacar que para el grupo de 

las fosfatasas ácidas se observó un comportamiento opuesto, es decir, la 

abundancia del gen phoN fue significativamente menor en talos que en sustratos y 

suelos y, sin embargo, no hubo una gran disminución de la diversidad en talos para 

este grupo. Por otra parte, el análisis de la diversidad beta mostró que tanto el 

gremio completo, como los distintos grupos funcionales analizados, son diferentes 

en talos, sustratos y suelos, tal como ha sido reportado para las comunidades 

bacterianas asociadas a líquenes en general, y para este gremio en particular 

(Almendras, 2022; Bates et al., 2011; Leiva et al., 2016; Pezoa, 2021; Ramírez-

Fernández et al., 2014, Serey, 2022; Veas-Mattheos, 2022). Estos resultados en 

conjunto sugieren que los líquenes estarían filtrando y seleccionando ciertos grupos 

bacterianos para llevar a cabo la solubilización de P mediante las funciones de 

fosfonatasas, fosfatasas alcalinas, fitasas y solubilización de Pi. Los mecanismos 

tras este filtrado y selección son aún desconocidos, sin embargo, se ha planteado 

que el micobionte podría modular las comunidades bacterianas mediante la 
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producción de metabolitos secundarios (Hodkinson et al., 2012; Leiva et al., 2016), 

así como por las diferencias morfológicas de cada especie, que darían origen a 

distintos microambientes en el talo liquénico (Aschenbrenner et al., 2016). 

Para poder caracterizar de mejor manera al gremio solubilizador de P, así como a 

los distintos grupos funcionales que contribuyen a este, se revisó la composición 

taxonómica a nivel de filo, con lo que se logró confirmar que, a pesar de que el 

potencial para solubilizar fosfato es similar en los distintos microambientes (i.e. 

talos, sustratos y suelos), las bacterias que estarían llevando a cabo estas funciones 

serían diferentes. Los filos predominantes en el gremio asociado a talos liquénicos 

fueron Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota, Cyanobacteria y 

Acidobacteriota, que ya han sido reportados como filos dominantes en distintas 

especies de líquenes (Almendras, 2022; Aschenbrenner et al., 2014; Bates et al., 

2011; Cardinale et al., 2012b; Grube et al., 2012; Hodkinson et al., 2012; Sierra et 

al., 2020; Sigurbjörnsdóttir et al., 2015; Veas-Mattheos, 2022). En suelos hubo una 

gran abundancia de Acidobacteriota comparado con los talos liquénicos y, además, 

se encontró mayor riqueza de filos, confirmando lo observado previamente 

mediante el índice de diversidad de Shannon, medido a nivel de ASVs. Con relación 

al filo Cyanobacteria, es importante mencionar que, a pesar de utilizar partidores 

que excluyen cianobacterias, no se lograron excluir completamente y se detectó un 

pequeño porcentaje que correspondería, probablemente, al compañero 

fotosintético. Si bien en este caso el cianobionte estaría cumpliendo una función 

principal relacionada con el aporte de carbono y nitrógeno al holobionte, también se 
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ha descrito que cianobacterias del género Nostoc podrían participar en el 

metabolismo del P (Dong et al., 2019; Whitton et al., 1991).  

6.3.    Adquisición del gremio solubilizador de fosfato por cianolíquenes 

Peltigera 

Aschenbrenner et al. (2014), reportaron la presencia de algunos grupos bacterianos 

en los propágulos vegetativos de Lobaria pulmonaria sugiriendo que, si bien una 

parte de la microbiota bacteriana es reclutada desde el ambiente, existiría una 

“comunidad iniciadora” que sería transmitida verticalmente durante la reproducción 

vegetativa de los líquenes. Además, Leiva et al. (2021) proponen que factores como 

la presencia de atrayentes/repelentes, niveles crecientes/decrecientes de 

nutrientes, o microambientes favorables/desfavorables podrían llevar a una 

selección positiva o negativa de ciertos grupos bacterianos en P. frigida. En 

concordancia con lo anterior, los resultados de esta tesis revelan que una parte del 

gremio solubilizador de P asociado a P. frigida y P. fuscopraetextata sería 

transmitido verticalmente durante la reproducción vegetativa de los líquenes, y que 

otra parte sería seleccionada desde el ambiente, ya sea de forma positiva o 

negativa.  

Debido a la complejidad de los análisis realizados, para esta tesis se trabajó con las 

50 ASVs más abundantes de los tres microambientes al momento de evaluar las 

potenciales formas de adquisición del gremio solubilizador de P por los líquenes. Si 

bien estas ASVs representaron un alto porcentaje de las lecturas totales (~40% en 

talos, ~25% en sustratos y ~20% en suelos), no se analizaron todas las ASVs que 

componen cada gremio, y es algo que se debe tener en consideración al interpretar 
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estos resultados. Teniendo esto en cuenta, gran parte de las ASVs que serían 

reclutadas y co-dispersadas durante la reproducción vegetativa de los líquenes 

corresponden al filo Proteobacteria, reportado por diversos estudios como uno de 

los más abundante en talos (Almendras, 2022; Grube et al., 2009; Leiva et al., 2021 

Pezoa, 2021; Veas-Mattheos, 2022). Por otra parte, el filo Acidobateriota sería 

excluido de los líquenes, contribuyendo a la solubilización de P principalmente en 

suelos. La mayoría de las ASVs pudieron ser identificadas solo hasta nivel de 

familia, lo que sugiere una alta novedad taxonómica en estos ambientes poco 

estudiados. Entre las ASVs que más contribuirían a la solubilización de P en talos 

liquénicos (i.e. mayor abundancia relativa), destacan varios miembros de la familia 

Sphingomonadaceae, algunos de los cuales serían reclutados desde el ambiente y 

otros co-dispersados durante la reproducción de los líquenes. Esta familia ha sido 

reportada previamente en líquenes (Almendras, 2022; Leiva et al., 2021; Pezoa, 

2021; Sierra et al., 2020; Veas-Mattheos 2022) y se ha descrito como la familia de 

alfaproteobacterias más abundante en los propágulos vegetativos (Aschenbrenner 

et al., 2014). Otra familia que contribuiría a esta función es Xanthobacteraceae, sin 

embargo, algunos grupos serían reclutados por los líquenes, mientras que otros 

serían excluidos, sugiriendo que existiría una distribución preferencial de ciertos 

grupos de esta familia en cada microambiente. De las ASVs identificadas a nivel de 

género que contribuirían al gremio destacan: Sphingomonas, que sería co-

dispersado en los propágulos vegetativos; y Terriglobus, Bosea y UBA1936 que 

serían reclutados por los líquenes. Sphingomonas ha sido reportado previamente 

como un grupo que podría ser co-dispersado en propágulos vegetativos, y el más 

abundante en talos de P. frigida (Leiva et al., 2021). Además, se ha descrito que 
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bacterias de este grupo son capaces de degradar materia orgánica y compuestos 

recalcitrantes, por lo que se ha sugerido que su presencia en la zona central de los 

talos liquénicos estaría relacionada con la degradación de las partes viejas del talo 

y el reciclaje de nutrientes (Aschenbrenner et al., 2017; Cardinale et al., 2012a; 

Leiva et al., 2021; Mushegian et al., 2011). Terriglobus ha sido reportado en 

ambientes con baja disponibilidad de nutrientes, y miembros de este género se han 

caracterizado por tener capacidad formadora de biopelículas y un rol importante en 

el ciclado de nutrientes (Eichorst et al., 2007). Además, se ha reportado su 

presencia en talos de líquenes Peltigera, donde cumpliría un rol importante en el 

ciclado de P (Pezoa, 2021; Veas-Mattheos, 2022). Bosea ha sido reportado 

previamente en talos de P. frigida, donde también estaría siendo reclutado 

positivamente por los líquenes (Leiva, 2019).  

Al comparar los patrones de selección de líquenes Peltigera por los distintos grupos 

funcionales estudiados, se encontró que el número de ASVs transmitidas 

verticalmente fue similar en todos, mientras que el número de ASVs reclutadas 

desde el ambiente fue mayor para los grupos funcionales de fosfonatasas y 

fosfatasas alcalinas, que de acuerdo a los resultados discutidos previamente, 

también fueron los más abundantes y los que contribuirían en mayor medida a la 

solubilización de fosfato en estos líquenes. Estos resultados sugieren que la 

“comunidad iniciadora”, transmitida verticalmente durante la reproducción asexual 

de los líquenes, tendría el potencial para utilizar distintas fuentes de P, lo que les 

permitiría a los líquenes adaptarse a distintas condiciones ambientales. Sin 

embargo, esta comunidad se enriquecería en ciertos grupos bacterianos, que serían 
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reclutados desde su entorno, dependiendo de las fuentes de P disponibles en cada 

ambiente en particular. 

6.4.   Selectividad de P. frigida y P. fuscopraetextata por el gremio 

solubilizador de fosfato  

Si bien en los últimos años la microbiota asociada a los líquenes ha despertado gran 

interés, siendo objeto de numerosos estudios, poco se ha investigado acerca de la 

selectividad que tendrían los líquenes por sus comunidades bacterianas. Teniendo 

en cuenta que estas comunidades cumplen roles esenciales para el holobionte, 

como la solubilización de P, resulta interesante estudiar si la selectividad de los 

líquenes por estos microorganismos pudiera ser un factor determinante para su 

rango de distribución global. Con este fin, para esta tesis escogimos dos especies 

de líquenes con distinto rango de distribución (Peltigera frigida, con un rango de 

distribución restringido, y Peltigera fuscopraetextata, con un rango de distribución 

amplio), y evaluamos las diferencias en sus patrones de selección por el gremio 

solubilizador de P. 

En cuanto a la diversidad del gremio solubilizador de P, a grandes rasgos se 

obtuvieron resultados similares para ambas especies de líquenes, sin embargo, 

cabe destacar algunas diferencias. En P. fuscopraetextata el número de copias de 

los genes appA, phnX y phoD fue significativamente mayor en talos que en sustratos 

y suelos aledaños, mientras que para P. frigida no se encontraron diferencias 

significativas. Esto sugiere que P. fuscopraetextata tendría un mayor potencial para 

solubilizar P, lo que podría relacionarse, en parte, a su mayor capacidad de 

adaptarse a distintos ambientes y su amplio rango de distribución global.  
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Por otro lado, para la mayoría de los grupos funcionales analizados se observó que 

la abundancia del filo Acidobacteriota (abundante en sustratos y suelos) fue menor 

en los talos de P. frigida que en los talos de P. fuscopraetextata, lo que sugiere un 

menor reclutamiento desde el ambiente de este grupo bacteriano en el caso de P. 

frigida. Junto con esto, se encontró que la diferencia en los niveles de diversidad de 

Shannon entre el gremio presente en los talos con respecto a los sustratos y suelos 

fue ligeramente mayor para P. frigida. Esto podría sugerir que P. frigida sería más 

selectiva por su gremio que P. fuscopraetextata, ya que en los talos se encontró 

menor diversidad. 

Al comparar la abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes del gremio 

solubilizador de P, entre talos de ambas especies, encontramos diferencias 

significativas para un 30% de las ASVs, lo que sugiere que la identidad del 

micobionte estaría influyendo en la diversidad del gremio solubilizador de fosfato, 

tal como ha sido reportado por Almendras (2022). Cabe destacar que la mayor parte 

de estas ASVs (18% vs. 12%) fue significativamente más abundante en talos de P. 

fuscopraetextata que en talos de P. frigida, lo que se relacionaría con lo discutido 

anteriormente, confirmando que P. fuscopraetextata tendría un mayor potencial 

para solubilizar P que P. frigida. Finalmente, al comparar los patrones de selección 

de ambas especies, por el gremio solubilizador de P y los distintos grupos 

funcionales analizados, se encontró un mayor número de ASVs reclutadas por P. 

fuscopraetextata, mientras que, por el contrario, el número de ASVs excluidas desde 

el ambiente fue ligeramente mayor para P. frigida. Estos resultados muestran una 

tendencia acorde a lo esperado, es decir, que P. frigida sería más selectiva por el 
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gremio solubilizador de P, lo que probablemente influiría en su capacidad de 

colonizar diversos ambientes y, por ende, determinaría su rango de distribución más 

restringido. En este sentido, se comprobaría parcialmente la hipótesis planteada 

para esta tesis, ya que se encontraron algunas diferencias en la diversidad y 

patrones de selección del gremio solubilizador de fosfato entre ambas especies, 

pero serían necesarios futuros estudios que permitan cuantificarla, por ejemplo, 

mediante el cálculo de índices de selectividad. 
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7.     CONCLUSIONES 

La solubilización de fosfato en líquenes Peltigera estaría siendo llevada a cabo 

principalmente por la acción de fosfatasas alcalinas y fosfonatasas, y un gran 

porcentaje de las comunidades bacterianas asociadas a los talos tendrían el 

potencial para llevar a cabo ambas actividades. 

Una parte del gremio solubilizador de fosfato sería adquirida mediante transmisión 

vertical durante la reproducción de los líquenes. Sin embargo, otra parte sería 

reclutada desde el ambiente, dependiendo de las fuentes de fósforo disponibles en 

cada ambiente particular. 

La especie endémica (P. frigida) muestra una tendencia a ser más selectiva que la 

especie circumpolar (P. fuscopraetextata) en la selección del gremio solubilizador 

de fosfato, lo que se relaciona también con un menor potencial para solubilizar este 

nutriente. Esto podría disminuir la capacidad de P. frigida de adaptarse a distintos 

ambientes y, por ende, contribuir a que su distribución sea más restringida. 
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Figura 15. Resumen de las principales conclusiones obtenidas de este trabajo. P: fosfato. 
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9.    ANEXOS 

 

Figura A1. Curvas estándar de la cuantificación de los genes gcd, phnX, phoD, phoN y appA. Se 
muestra el ciclo umbral (Cq) con relación al Log10 del número de copias iniciales (NC). Además, 
para cada gen se informa el coeficiente de determinación (R2) y la eficiencia. 
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Figura A2. Gráficos de calidad de las secuencias directas (A) e inversas (B) de talos de P. frigida. 
La línea verde indica la calidad promedio para cada base y la línea naranja indica la calidad del 75% 
de las bases. 
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Figura A3. Gráficos de calidad de las secuencias directas (A) e inversas (B) de sustratos de P. 
frigida. La línea verde indica la calidad promedio para cada base y la línea naranja indica la calidad 
del 75% de las bases. 
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Figura A4. Gráficos de calidad de las secuencias directas (A) e inversas (B) de talos de P. 
fuscopraetextata. La línea verde indica la calidad promedio para cada base y la línea naranja indica 
la calidad del 75% de las bases. 
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Figura A5. Gráficos de calidad de las secuencias directas (A) e inversas (B) de sustratos de P. 
fuscopraetextata. La línea verde indica la calidad promedio para cada base y la línea naranja indica 
la calidad del 75% de las bases. 
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Figura A6. Gráficos de calidad de las secuencias directas (A) e inversas (B) de suelos de bosque 
de lenga. La línea verde indica la calidad promedio para cada base y la línea naranja indica la calidad 
del 75% de las bases. 
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Figura A7. Secuencias remanentes luego de los principales pasos de la tubería DADA2 para cada 
set de datos: a) número de secuencias iniciales, b) número de secuencias filtradas (remoción del 
ruido), c) número de secuencias luego de la fusión de lecturas directas e inversas, d) número de 
secuencias finales, posterior a la remoción de quimeras. Cada color representa a un set 
independiente de datos: talo P. frigida, sustrato P. frigida, talo P. fuscopraetextata, sustrato P. 
fuscopraetextata y suelo. 
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Figura A8. Curvas de rarefacción. Se muestra el promedio de ASVs para cada set de datos (talo P. 
frigida, sustrato P. frigida, talo P. fuscopraetextata, sustrato P. fuscopraetextata y suelo) en función 
del número de lecturas obtenidas. 
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Tabla A1. PERMANOVA del análisis de coordenadas principales para los distintos tipos de muestras 
a nivel de ASV. 

  Pares F model R2 valor p p ajustado 

S
o

lu
b

il
iz

a
c

ió
n

 P
i Talo P. frigida vs Sustrato P. frigida 44,181 0,759 0,001 0,010 

Talo P. frigida vs Suelo 31,166 0,690 0,001 0,010 

Sustrato P. frigida vs Suelo 08,796 0,386 0,001 0,010 

Talo P. fuscopraetextata vs Sustrato P. fuscopraetextata 56,342 0,801 0,001 0,010 

Talo P. fuscopraetextata vs Suelo 36,537 0,723 0,001 0,010 

Sustrato P. fuscopraetextata vs Suelo 09,564 0,406 0,001 0,010 

S
o

lu
b

il
iz

a
c

ió
n

 P
o

 

F
it

a
s

a
s

 

Talo P. frigida vs Sustrato P. frigida 71,226 0,836 0,001 0,010 

Talo P. frigida vs Suelo 36,744 0,724 0,001 0,010 

Sustrato P. frigida vs Suelo 02,928 0,173 0,064 0,640 

Talo P. fuscopraetextata vs Sustrato P. fuscopraetextata 67,956 0,829 0,001 0,010 

Talo P. fuscopraetextata vs Suelo 39,120 0,736 0,001 0,010 

Sustrato P. fuscopraetextata vs Suelo 05,377 0,277 0,012 0,120 

S
o

lu
b

il
iz
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c
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n

 P
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F
o

s
fo

n
a
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Talo P. frigida vs Sustrato P. frigida 45,189 0,763 0,001 0,010 

Talo P. frigida vs Suelo 32,394 0,698 0,001 0,010 

Sustrato P. frigida vs Suelo 06,099 0,303 0,003 0,030 

Talo P. fuscopraetextata vs Sustrato P. fuscopraetextata 37,855 0,730 0,001 0,010 

Talo P. fuscopraetextata vs Suelo 29,771 0,680 0,001 0,010 

Sustrato P. fuscopraetextata vs Suelo 07,964 0,363 0,001 0,010 

S
o
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iz
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c
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n

 P
o
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o

s
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s

a
s

 a
lc

a
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s
 

Talo P. frigida vs Sustrato P. frigida 49,656 0,780 0,001 0,010 

Talo P. frigida vs Suelo 31,887 0,695 0,001 0,010 

Sustrato P. frigida vs Suelo 07,621 0,352 0,002 0,020 

Talo P. fuscopraetextata vs Sustrato P. fuscopraetextata 44,468 0,761 0,001 0,010 

Talo P. fuscopraetextata vs Suelo 31,777 0,694 0,001 0,010 

Sustrato P. fuscopraetextata vs Suelo 09,338 0,400 0,001 0,010 
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 Talo P. frigida vs Sustrato P. frigida 37,410 0,728 0,001 0,010 

Talo P. frigida vs Suelo 14,919 0,516 0,002 0,020 

Sustrato P. frigida vs Suelo 09,648 0,408 0,002 0,020 

Talo P. fuscopraetextata vs Sustrato P. fuscopraetextata 49,665 0,780 0,001 0,010 

Talo P. fuscopraetextata vs Suelo 25,120 0,642 0,001 0,010 

Sustrato P. fuscopraetextata vs Suelo 06,371 0,313 0,003 0,030 
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Talo P. frigida vs Sustrato P. frigida 55,676 0,799 0,001 0,010 

Talo P. frigida vs Suelo 35,849 0,719 0,001 0,010 

Sustrato P. frigida vs Suelo 10,042 0,418 0,002 0,020 

Talo P. fuscopraetextata vs Sustrato P. fuscopraetextata 49,143 0,778 0,002 0,020 

Talo P. fuscopraetextata vs Suelo 35,838 0,719 0,002 0,020 

Sustrato P. fuscopraetextata vs Suelo 10,868 0,437 0,001 0,010 
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Figura A9. Abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes del grupo funcional de solubilizadores de 
Pi en los tres microambientes. Las estrellas indican diferencias significativas (P < 0,05) en las siguientes 
comparaciones: (i) rosada rellena:  talo P. frigida > suelo; (ii) verde rellena: talo P. fuscopraetextata > suelo; (iii) 
rosada vacía: talo P. frigida < suelo; (iv) verde vacía: talo P. fuscopraetextata < suelo; (v) amarilla: talo P. frigida 
vs. talo P. fuscopraetextata; y las estrellas negras representan aquellas ASVs presentes en talos de P. frigida o 
P. fuscopraetextata y ausentes en suelos aledaños. 
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Figura A10. Abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes del grupo funcional de fitasas en los tres 
microambientes. Las estrellas indican diferencias significativas (P < 0,05) en las siguientes comparaciones: (i) 
rosada rellena:  talo P. frigida > suelo; (ii) verde rellena: talo P. fuscopraetextata > suelo; (iii) rosada vacía: talo 
P. frigida < suelo; (iv) verde vacía: talo P. fuscopraetextata < suelo; (v) amarilla: talo P. frigida vs. talo P. 
fuscopraetextata; y las estrellas negras representan aquellas ASVs presentes en talos de P. frigida o P. 
fuscopraetextata y ausentes en suelos aledaños, 
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Figura A11. Abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes del grupo funcional de fosfonatasas en los 
tres microambientes. Las estrellas indican diferencias significativas (P < 0,05) en las siguientes comparaciones: 
(i) rosada rellena:  talo P. frigida > suelo; (ii) verde rellena: talo P. fuscopraetextata > suelo; (iii) rosada vacía: 
talo P. frigida < suelo; (iv) verde vacía: talo P. fuscopraetextata < suelo; (v) amarilla: talo P. frigida vs. talo P. 
fuscopraetextata; y las estrellas negras representan aquellas ASVs presentes en talos de P. frigida o P. 
fuscopraetextata y ausentes en suelos aledaños. 
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Figura A12. Abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes del grupo funcional de fosfatasas alcalinas 
en los tres microambientes. Las estrellas indican diferencias significativas (P < 0,05) en las siguientes 
comparaciones: (i) rosada rellena:  talo P. frigida > suelo; (ii) verde rellena: talo P. fuscopraetextata > suelo; (iii) 
rosada vacía: talo P. frigida < suelo; (iv) verde vacía: talo P. fuscopraetextata < suelo; (v) amarilla: talo P. frigida 
vs. talo P. fuscopraetextata; y las estrellas negras representan aquellas ASVs presentes en talos de P. frigida o 
P. fuscopraetextata y ausentes en suelos aledaños 
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Figura A13. Abundancia relativa de las 50 ASVs más abundantes del grupo funcional de fosfatasas ácidas 
en los tres microambientes. Las estrellas indican diferencias significativas (P < 0,05) en las siguientes 
comparaciones: (i) rosada rellena:  talo P. frigida > suelo; (ii) verde rellena: talo P. fuscopraetextata > suelo; (iii) 
rosada vacía: talo P. frigida < suelo; (iv) verde vacía: talo P. fuscopraetextata < suelo; (v) amarilla: talo P. frigida 
vs. talo P. fuscopraetextata; y las estrellas negras representan aquellas ASVs presentes en talos de P. frigida o 
P. fuscopraetextata y ausentes en suelos aledaños. 


