N9 =<
- = 55
Yo > T

BL

A

A -
}-ﬂ‘- £ ~\
J

Universidad de Chile

Facultad de Ciencias

DIVERSIDAD DE BACTERIAS FIJADORAS DE
NITROGENO ASOCIADAS A LIQUENES:
POTENCIALES SOCIOS EN LA INTERACCION
SIMBIOTICA

Tesis presentada a la Universidad de Chile en el cumplimiento
parcial de los requisitos para optar al grado de Magister en Ciencias
Bioldgicas.

JAIME ADOLFO GARCIA SOTO

DIRECTORAS DE TESIS

Dra. Julieta Orlando
Dra. Margarita Caru

Santiago-Chile
2017




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE
INFORME DE APROBACION
TESIS DE MAGISTER

Se informa a la escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la

Tesis de Magister presentada por el candidato:

JAIME ADOLFO GARCIA SOTO

Ha sido aprobada por la comisiéon Evaluadora de Tesis como requisito
para optar al grado de Magister en Ciencias Biologicas, en el examen de
defensa de Tesis rendido el dia 27 de abril del afio 2017.

Directora de Tesis: r@-&é
Julieta Orlando B /'S*

Co-directora de Tesis:

Margarita Caru

Comision Evaluadora de Tesis:

Dr. Francisco Chavez

Dr. Jennifer Alcaino




Dedicada a mi niria, Helena.




RESUMEN BIOGRAFICO

—__ Minombre es Jaime Adolfo Garcia Soto, naci el 28 de mayo
de 1989 y fui criado en el Lago Rapel, sexta Regién. Soy hijo
Unico, mi madre se llama Maria Angélica y mi padre Jaime, tengo una hermosa hija
de 1 afio y medio llamada Helena Colomba, junto con Nicole Henriquez.

Estudié la ensefanza basica en una escuela rural, F-114 Republica de Grecia,
posteriormente realicé la ensefianza media en el Liceo Ignacio Carrera Pinto. EI
2008 entré a estudiar pedagogia en quimica y biologia en la Universidad de
Santiago. Desde ese entonces que mi vida ha estado ligada a la educacion e
investigacion, desarrollando mi tesis de pregrado en el laboratorio de Microbiologia
Molecular del Dr. Claudio Vasquez, y actualmente mi tesis de postgrado en el
laboratorio de Ecologia Microbiana, donde siempre encontré apoyo de la Profe
Julieta Orlando y Margarita Caru, y en donde ademas tuve la oportunidad de
conocer y compartir con grandes personas.

He trabajado en varios centros educacionales, desde municipales a privados. Mi
carrera docente se ha formado en grandes colegios, tales como, Colegio Mayor de
Penalolén y Liceo Javiera Carrera, ademas de trabajar como docente por 3 afios en
la Universidad Santo Tomas. Hoy, en una nueva etapa y con una mochila llena de
conocimientos, habilidades y destrezas, me desempefio a tiempo completo en unos

de los mejores colegios de Chile.




AGRADECIMIENTOS

Primero que todo, quisiera agradecer a Dios por darme la posibilidad de
cumplir una de mis metas y por haberme puesto dentro de un equipo de trabajo
con grandes y valiosas personas. Agradezco a la profe Julieta Orlando, por su
inmensa generosidad, amabilidad, sabiduria y acogida, por darme esa palabra
de aliento cuando mas todo se veia oscuro. A la profe Margarita, por creer en
mi y aceptarme en su laboratorio y por esos consejos sabios, que siempre
ampliaban mi conocimiento. A mi comision evaluadora, Dr. Francisco Chavez y
la Dra. Jennifer Alcaino por sus innumerables consejos que pulieron de manera
optima esta tesis. Ademas, quisiera a gradecer a Diego por su incansable
ayuda, e innumerables consejos. También, a mi amiga Marfa Camila por su
ensefianza, su amistad, por sus palabras de aliento y por las largas
conversaciones. A la Juanita, por todo el carifio entregado, v a los
MicroMachines, la Liti, la Stefania, el Kike, la Cata, la Lau, la Ceci y la Vale por
hacer de este tiempo, unos lindos e inolvidables 3 afios. Y por ultimo quisiera
agradecer al [aboratorio de genetica, por prestarme en innumerables ocasiones
el gPCR.

Agradezco a mi familia, mi pequefia saltamontes y la mami Nicole por su
apoyo constante, gracias por confiar en mi. A mi Madre y Padre por su apoyo
incondicional.

De corazdn, muchas gracias.




TABLA DE CONTENIDO

Tabla de Contenido v
Indice de Figuras vii
indice de Tablas ix
Abreviaturas X
Resumen i
Abstract . xiii
1. Introduccién - 1
1.1. Los liguenes 1
1.2. Comunidades bacterianas asociadas a liguenes 3
1.3. Pianteamiento del problema 6
2. Hipdtesis 8
3. Objetivos 8
3.1. Objetivo General ¢ 8
3.2. Objetivos Especificos 8
4. Materiales y Métodos 9
4.1. Toma de muestras 9
4.2. Identificacion molecular de fos liquenes del género Pelftigera y

Cladonia de la Reserva Nacional Coyhaique 10
4.2.1. Amplificacién por PCR de marcadores moleculares para

micobionte 11
4.2.2. Analisis de los productos de PCR 12
4.2.3. Definicion de OTUs y andlisis filogenético de los micobiontes 12
4.3. Determinacion de la estructura de bacterias fijfadoras de nitrégeno

en la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera 'y Cladonia 13
4.3.1. Extraccion del DNA desde el talo y el sustrato asociado a liquenes

del género Peltigera y Cladonia 13
4.3.2. Amplificacién del gen nifH y perfiles de T-RFLP 14

4.4. Determinacién de la abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno 16




en la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera y Cladonia
4.4.1. Clonacioén de genes rRNA 16S y nifH

4.4.2. Curvas de calibracion

4.4.3. Cuantificacion del gen nifH

5. Resultados

5.1. Identificacién molecular de los liquenes del genero Peltigera y
Cladonia de la Reserva Nacional Coyhaique

5.2. Determinacién de la estructura de bacterias fijadoras de nitrégeno
en la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera y Cladonia

5.2.1. Comparacion de la estructura genética de los fijadores de
nitrogeno asociados a Peltigera y Cladonia

5.2.2 Comparacién de la estructura genética de los fijadores de
nitrégeno asociados a los talos de Pelfigera y Cladonia

5.2.3. Comparacién de la estructura genética de los fijadores de
nitrogeno presentes en los sustratos asociados a Peltigera y Cladonia

5.3. Determinacion de la abundancia del gremio de bacterias fijladoras
de nitrogeno en la microbiota de liquenes de los géneros Peftigera y
Cladonia y en la microbiota de sus sustratos asociados

6. Discusidn

6.1. Identificacion molecular de los liquenes del genero Peltigera y
Cladonia de |a Reserva Nacional Coyhaique

6.2. Determinacidn de la estructura de bacterias fijadoras de nitrégeno
en la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera y Cladonia

7. Conclusiones
8. Referencias

17
18
18
20

20

27

30

34

37

40

44

44

46
54
55

vi




[NDICE DE FIGURAS

Figura 1: Sitio de muestreo, fotografias y datos de
georreferenciacion asociados a cada muestra de Peftigera en su
habitat de Coyhaique (n=25)

Figura 2: Sitio de muestreo, fotografias y datos de
georreferenciacion asociados a cada muestra de Cladonia en su
habitat de Coyhaique (n=25)

Figura 3: Arbol filogenético de las OTUs de los micobiontes
Figura 4: Arbol filogenético de las OTUs de Peltigera
Figura 5: Arbol filogenético de los OTUs de Cladonia

Figura 6: Producto de la amplificacion del gen nifH asociado a
liquenes Peltigera

Figura 7: Producto de la ampiificacion del gen nifHd asociado a
liquenes Cladonia

Figura 8: Analisis de componentes principales basado en los
perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de las muestras
de Peftigera

Figura 9: Andlisis de componentes principales basado en los

perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de las muestras
de Cladonia

Figura 10: indices de diversidad de Shannon de las bacterias
fijadoras de nitrégeno en la microbiota liquénica y en la microbiota
de los sustratos asociados

Figura 11: Perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de
las muestras de talo liquénico de Pelfigera y Cladonia

Figura 12: Analisis de componentes principales basado en los

perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de las muestras
de talo liguénico

Figura 13: Perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de
las muestras de sustrato asociado a los liquenes Peffigera y
Cladonia

Figura 14: Andlisis de componentes principales basado en los

perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de las muestras
de sustrato liquénico

21

22
23
26
27

28

29

31

32

33

35

36

38

39

vii




Figura 15: Curvas de calibracién para la evaluacion del ntimero
de copias del gen nifH

Figura 16: Curvas de calibracion para la evaluacion del nGmero
de copias del gen del rRNA 16S

Figura 17: Abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno
expresada como el logaritmo decimal del nimero de copias de
nifH por nanogramo de DNA gendmico

41

42

43

viii




L.

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la
amplificacién de genes

Tabla 2: Analisis de similitud de los perfiles de TRFLP del gen nifH
obtenidos a partir de las muestras de Peffigera

Tabla 3: Andlisis de similitud de los perfiles de TRFLP del gen nifH
obtenidos a partir de las muestras de Cladonia

Tabla 4: Analisis de similitud de los perfiles de TRFLP de! gen nift

obtenidos a partir de las muestras de talo liquénico de Pelfigera y
Cladonia

Tabla 5: Analisis de similitud de los perfiles de TRFLP del gen nifH
obtenidos a partir de las muestras de sustrato asociados a liqguenes
Peltigera y Cladonia

1

32

33

37

40




% (piv)
6-FAM
ANOSIM
ANOVA
DNA
dNTP
GPS
LAR1
NCBI
oTU
PCA
rpm
rRNA
SIMPER
TRFLP

ABREVIATURAS

Porcentaje pesofvolumen
6-Carboxifluoresceina

Analisis de similitud

Analisis de varianza

Acido desoxirribonucleico
Desoxinucledtido trifosfato

Sistema de posicionamiento global
Rizobios asociados a fiquenes 1
Centro nacional para la informacion biotecnoldgica
Unidad taxondmica operacional
Andlisis de componentes principales
Revoluciones por minuto

Acido ribonucleico ribosomal
Porcentaje de similitud

Polimorfismo del largo de los fragmentos de
restriccion terminales




RESUMEN

La simbiosis liquénica ha sido ampliamente estudiada y descrita, sin
embargo, la evidencia reciente sugiere que ésta es compleja y que los
miembros de la comunidad bacteriana que se encuentra asociada al liguen
podria aportar con nuevas funciones a esta. interaccion simbidtica. En este
trabajo se planted como hipétesis que la microbiota de cloroliguenes bipartitos
(Cladonia), en comparacion a la de cianoliquenes bipartitos (Peftigera),
presenta una mayor diversidad de bacterias fijadoras de nitrégeno. En el sitio de
estudio, Reserva Nacional Coyhaique, se encontré un mayor numero de
filotipos del género Cladonia (11) que del género Pelfigera (6), donde ademas,
se registro la presencia de una especie de Cladonia no descrita previamente en
Ameérica del sur.

La .estructura del gremio de fijadores de nifrégeno en la microbiota de los
liquenes y la microbiota de sus sustraios asociados, se determind mediante la
tecnica del polimorfismo en el largo de los fragmentos terminales de restriccion
(TRFLP) del gen. nifH. Los andlisis multivariados muestran que las bacterias
fijadoras de nitrégenc asociadas a ambos tipos de liquen se distinguieron de
aquellas presentes en la microbiota de sus sustratos. Asimismo, la estructura de
las bacterias fijadoras de nitrogeno presenies en la microbiota de los

cianoliquenes fue distinta a la de los cloraliguenes.
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La cuantificacion del gremio de fijadores de nitrogeno mediante PCR en
tiempo real reveld que su abundancia fue considerablemente mayor en la
microbiota asociada a los talos de los cianoliquenes Peltigera que de los
cloroliquenes Cladonia, probablemente debido a la presencia del cianobionte en
los primeros. Sin embargo, la diverside.ld de este gremio bacteriano calculada
mediante el indice de Shannon confirma la propuesta de que los cloroliquenes

presentan una mayor diversidad de bacterias fijadoras de nitrégeno que los

cianoliquenes.
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ABSTRACT

Lichen sy;mbiosis has been extensively studied and described, however,
recent evidence suggests that lichen symbiosis is complex and that members of
the bacterial community associated to the lichen could contribute with new
functions to this symbiotic interaction. In this work, we hypothesized that the
microbiota of bipartite chlordlichens (Cladonia), in comparison to that of bipartite
cyanolichens (Pelfigera), has a greater diversity of nitrogen-fixing bacteria. In the
study site, Coyhaique National Reserve, a higher number of phylotypes of the
genus Cladonia (11) than ﬁf the genus Peltigera (6) was found, and in addition,
a Cladonia species non-previously-described in South America was régistered.

The structure of the nitrogen fixer guild in the lichen microbiota and the
microbiota of its associated substrates was determined by restriction fragment
length polymorphism (TRFLP) of the nifH gene. fhe multivariate analyses
showed that the nitrogen-fixing bacteria associated to both types of lichen were
distinguishable from those present in the microbiota of their subsirates.
Likewise, the structure of the riitrogen-fixing bacteria present in the microbiota of
cyanolichens was different from that of chiorolichens.

The guantification of the nitrogen fixer guild by real-time PCR revealed that
its abundance was considerably higher in the microbiota associated to the thalli
of the Peltigera cyanolychenes than to the Cladonia chlorolichens, probably due

to the presence of the cyanobiont in the farmer. However, the diversity of this

.
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bacterial guild calculated using the Shannon index confirms the proposal that

chlorolichens present a higher diversity of nitrogen-fixing bacteria than

cyanolichens.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los liguenes.

Los liquenes se definen como asociaciones simbidticas entre un hongo
(micobionte) y un socio fotosintético {fotobionte), el cual es un alga verde
(eucariota) o una ciancbacteria (procariota) en el caso de las interacciones
bipartitas, o0 ambas en el caso de las interacciones fripartitas. Recientemente,
ademas de los simbiontes clasicos que conforman el talo liguénicos un grupo
de investigadores derribo el paradigma de un solo hongo para un liquen,
describiendo la inesperada presencia de levaduras inmersas en la corteza del
liqguen como miembros estables de la simbiosis liquénica (Spribille et al., 2016).

Los liquenes son pioneros en la colonizacion de diversos ambientes y se
desarrollan en distintos sustratos, como suelos, piedras, o sobre las pléntas
viviendo como organismos epifitos, entre otros (Petrini ef af, 1990). Estos
organismos representan una de las formas de vida mas exitosa, en la cual las
funciones de los miembros cldsicos de la asociacion simbidtica son bien
conocidas: el micobionte provee al fotobionte de un anclaje firme, protegiéndolo
de la erosidn y la desecacién, mientras que el fotobionte esté encargado de la
produccion de materia organica mediante la fotosintesis (Ahmadjian, 1993:
Nash, 2008). En el caso particular que el fotobionte sea una ciancbacteria, ésta
aporta ademas con su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico (Nash, 2008).

En el caso de las asociaciones tripartitas, hay una clara separacién de las




funciones de los fotobiontes, donde el cianobionte fija principalmente nitrégeno
y el clorobionte fija carbono (Cornejo y Scheidegger, 2013). En el caso de las
asociaciones bipartitas, la cianobacteria de los cianoliquenes (hongo-
clanobacteria) es capaz de realizar ambos procesos: fijar carbono y nitrégeno.
Sin embargo, en los cloroliquenes bipartitos, el alga verde proporciona los
carbohidratos productos de la fotosintesis al micobionte, pero no es capaz de
fijar nitrégeno (Belnap, 2001; Rai, 2002). En este ltimo Caso, se propone que
las bacterias gue viven asociadas a los talos liquenicos podrian aportar
nitrégeno a la asociacion a iravés de los fijadores de nitrégeno y sustentar asfi la
nutricion del liquen.

Entre las bacterias, existen varias que son capaces de colonizar habitats muy
diversos y establecer numerosas interacciones mutualistas con macro y
microorganismos. Hay muchos ejemplos de este tipo de interacciones, entre las
mas estudiadas se encuentran las simbiosis rizobiales {Kiers y Denison, 2008);
las simbiosis actinorricicas (Benson y Silvester, 1993 Schwencke y Carg, 2001)
y los liquenes (@vstedal y Lewis-Smith, 2001), enfre ofras. En general estas
simbiosis se describen como asociaciones bipartitas (enire dos organismos
distintos); sin embargo, la informacién reciente sugiere que son mas complejas
y que involucran nuevos sacios (Bonfante y Anca, 2009).

Aunque la diversidad de los componentes simbicticos de los liqguenes se han

estudiado extensamente (@vstedal y Lewis-Smith, 2001; DePriest, 2004), es

muy reciente y escaso el estudio de la diversidad de la comunidad bacteriana

-
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asociada a los talos fiquénicos, a pesar que se conoce la presencia de estas
comunidades desde hace largo tiempo por determinaciones tempranas basadas
en caracteristicas fenotipicas y fisiologicas (iskina, 1938, Panosyan vy
Nikogosyan, 1966; Henkel y Plotnikova, 1973; Zook, 1983: Gonzdlez et al.,
2009). Los liguenes son capaces de crecer y sobrevivir en sustratos pobres en
nutrientes, por lo que se sugiere que las comunidades bacterianas asociadas a
ellos les otorgarian, entre otras funciones, una fuente de nutrientes esenciales
para el desarrollo del talo liquénico en estos ambientes (Gonzales et al., 2005;

Cardinale et al., 2006; Liba ef al., 2006; Selbmann et al., 2010).

1.2. Comunidades bacterianas asociadas a liquenes.

Los ensambles microbianos asociados a los liqguenes forman una biopelicula
altamente estructurada sobre el talo (Grube y Berg, 2009). La importancia y los
posibles roles que podrian estar llevande a cabo las bacterias de esia
microbiota en la simbiosis liquénica han sido descritas Ultimamente gracias a
técnicas moleculares tales como metaprotedmica y técnicas de actividad
antagonica in vitro, actividad hidrolitica macromolecular, deteccion de acido
indol-3-acetico, entre otras. Con éstas se han podido comprobar algunos
aportes de la microbiota asociada a los liquenes, entre ellos: suministro d;
nutrientes, resistencia contra factores bidticos y abidticos, apoyo a la
fotosintesis mediante suminisiro de vitamina B12, entre otras (Grube et al.,

2009, 2014; Lee et al., 2014; Erlacher et al., 2015; Aschenbrenner et al., 2016).
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Asimismo, las técnicas de DNA fingerprinting permiten la caracterizacion de las
comunidades microbianas in  situ. En  estas técnicas molecuiares,
independientes de cultivo, se usan biomarcadores especificos que permiten
estudiar la comunidad bacteriana asociada al liquen (Cardinale ef al., 2006;
Grube ef al., 2009). Los marcadores moleculares usualmente usados son los
genes ribosdmicos o genes especificos que definen la funcionalidad de estos
grupos bacterianos,

Por ofra parte, en cuanto a la adquisicion de los microorganismos que
componen la microbiota asociada a los liquenes, se ha descrito que existiria
una co-dispersion simulténea de los propagulos simbiéticos vegetativos y de la
microbiota asociada a ellos (Aschenbrenner ef al., 2014), v que ademas estos
grupos microbianos irfan cambiando estructuralmente por la pérdida de
especies originales debido a las nuevas condiciones ambientales, y
aumentarian los competidores locales mejor adaptados al nuevo entorno
(Cardinale ef al., 2012; Lee ef al., 2014; Leiva et al., 2016). En definitiva, varios
estudios se han centrado en la determinacién de cudles son los factores que
estructuran dicha comunidad, encontrandose que la abundancia, composicién y
organizacion espacial de las comunidades bacterianas asociadas a liguenes
estan mediadas tanto por factores intrinsecos (e.g. tipo de fotobionte, tipo de
micobionte, edad del talo liguénico, etc) (Bates ef al., 2011, Mushegian et al,,
2011; Cardinale ef al., 2012a; Hodkinson et al., 2012) como por factores

extrinsecos (e.g. tipo de sustrato, factores ambientales, localizacion geografica,
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etc) (Hodkinson et af., 2012; Cardinale et al., 2012a, 2012b; Printzen ef al.,
2012; Ramirez-Fermandez et af., 2014 Leiva et al,, 2016; Aranda, 2016).

No cabe duda de que la microbiota asociada a los liguenes juega un rol
importante, siendo un socio estable, especifico y estructuralmente integrado de
la simbiosis liquénica, por lo que actualmente los liquenes deben considerarse
cOmMo una asociacion simbidtica compleja entre multiples microorganismos ¥ no
como la descripcion clasica, de una asociacion simbidtica entre un micobionte y
un fotobionte (Aschenbrenner et af., 2016). |

Uno de los aspectos a estudiar sobre a microbiota liquénica tiene que ver
con aquellos microorganismos responsables de la fijacion de nitrégeno. Al
respecto, [a fijacidn biologica del nitrégeno (FBN) corresponde a la reduceion
del nitrégeno molecular (N2) a amonio biolégicamente disponible (NH4') y es
catalizada por la enzima nitrogenasa, la cual se encuentra codificada en el
operon nifHDK de los microorganismos que la poseen (Leigh y Dodsworth,
2007). Con el advenimiento de los métodos moleculares independientes de
cultivo se reveld la presencia de alfaproteobacterias como un grupo dominante
en la comunidad bacteriana asociada a diferentes liguenes (Cardinale ef af,
2008; Grube et al,, 2009; Bates et al., 2011: Hodkinson, 2011) y describiéndose
entre ellas incluso un grupo de bacterias rizobiales exclusivamente asociado a
liguenes (LAR, por las siglas en inglés de Lichen Associated Rhizobiales)
(Hodkinson, 2011). Hodkinson y Lutzoni (2009) y Hodkinson ef af, (2012}

presentaron evidencia preliminar que indicaria que la estructura de [as
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comunidades bacterianas asociadas con cianoliquenes bipartitos difiere de las
que se encuentran en cloroliquenes bipartitos. Por la tanto, los talos liquenicos
conteniendo diferentes tipos de fotobiontes (cianobacteria vs alga verde)
tendrian diferentes comunidades microbianas asociadas; sin embargo, no
existen estudios en particular de la diversidad de los genes funcionales
relacionados con el gremio de fijadores de nitrogeno asociado a liquenes

bipartitos con diferente tipo de fotobionte.

1.3. Planteamiento del problema.

Como se menciond anteriormente, la microbiota asociada a liquenes
constituye una interaccién compleja en la simbiosis liguénica, y juega un rol
fundamental para el desarrollo del liquen. Uno de estos roles tiene relacion con
la fijacién de nitrégeno, cumpliendo los fotobiontes roles especificos cuando
estan interactuando. Tal es el caso de las asociaciones bipartitas, en las que la
cianobacteria del cianoliquen es capaz de realizar ambos procesos, fijar
carbono y fijar nitrégeno; sin embargo, en cloroliquenes bipartitos, el alga verde
proporciona los carbohidratos productos de la fotosintesis al micobionte, pero
no es capaz de fijar nitrégeno. Por este motivo, se propone estudiar la
diversidad del gremio de bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas a la
microbiota de cloroliquenes del género Cladonia y cianoliquenes del género

Peltigera presentes en [a Reserva Nacional Coyhaique. El sitio de muestreo fue




seleccionado por poseer un nimero considerable de macro y microhabitats
disponibles para la colonizacion por liquenes (Quilhot ef af,, 2012), haciendo de
éste un sitio con una alta diversidad liquénica atin poco estudiada (Zuniga et al.,
2015; Leiva ef al.,, 2016). Ademas, segin nuestro conocimiento, existe solo un
estudio de la microbiota asociada a liquenes en este sitio (Leiva et al., 2016)
aunque no existen estudios relacionados al gremio de bacterias fijadoras de

nitrégeno en liquenes.




2, HIPOTESIS
La microbiota de cloroliquenes bipartitos, en comparacion a la de

clanoliquenes bipartitos, presenta una mayor diversidad de bacterias

reiacionadas con la fijacion biologica de! nitrogeno.

3. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la riqueza y la abundancia del gremio de bacterias fjadoras de
nitrogeno en la microbiota asociada al talo y la microbiota del sustrato de

cianoliquenes bipartitos del género Peltigera y cloroliquenes bipartitos del

genero Cladonia.

Objetivos especificos:

1 Identificar molecularmente liquenes bipartitos del género Peltigera y Cladonia
de la Reserva Nacional Coyhaique.

2 Determinar la estructura de bacterias fijadoras de nitrégeno en la microbiota
asociada al talo y la microbiota del sustrato de liquenes bipartitos de los
generos Peltigera y Cladonia.

3 Determinar la abundancia del gremio de fijadores de nitrogeno en la
microbiota asociada al talo y la microbiota del sustrato de liguenes bipartitos de

los géneros Peltigera y Cladonia.




4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Toma de muestras.

Las muestras de los liquenes del genero Peltigera y Cladonia, se
recolectaron de un bosque de Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser
1896 (lenga) de la Reserva Nacional Coyhaique, Region de Aysén. La
identificacién de las muestras en terreno se llevé a cabo mediante analisis
morfoldgico, en el que se reconocieron las principales estructuras que
caracterizan a cada uno de estos liquenes utilizando como referencia una base
de datos fotografica construida desde galerias virtuales de Peltigera (e.g.
www.waysofenlichenment.netllichens/Peltigeral;www.stridvall.se/la/galleries.php
#lichens) y Cladonia (e.g www.stridvall.se/lichens/gallery/Cladonia).

Las muestras consistieron en fragmentos del talo y sustrato adyacente a
cada liquen. Se recolectaron 25 fragmentos de talos y los sustratos adheridos
por cada tipo de liquen (n=50 muestras de talo; n=50 muestras de sustrato). Los
liquenes y sus sitios de muestreo se fotografiaron y geo-referenciaron. Posterior
a ello, las muestras se colocaron en bolsas de papel para disminuir la humedad
y evitar su deterioro, y se transportaron al laboratorio en recipientes tipo coofer.
En el laboratorio, las muestras de liquen se guardaron en bolsas de papel a
temperatura ambiente, con baja humedad, mientras que las muestras de
sustrato (i.e. suelo) se almacenaron en tubos plasticos a 4 °C hasta el momento

de su uso,




4.2 ldentificacion molecular de los liquenes del género Peltigera y
Cladonia de la Reserva Nacional Coyhaique.

La identificacion molecular de los micobiontes de liquenes del género Peltigera
y Cladonia, se realizaron mediante analisis filogenéticos de las secuencias del
gen rRNA 285, a partir de DNA gendmico del talo liquénico.

Para la extraccién del DNA del talo liquénico se realizo la limpieza de la
superficie del talo, utilizando un pincel y una espatula para remover los restos
de sustrato adheridos. Posteriormente, las muestras se lavaron con agua
esteril. Para la extraccion de DNA se fraccionaron mecanicamente 10 mg del
talo utilizando un mini-mortero. El DNA se extrajo utilizando el “Power soil DNA
[solation Kit" (MoBio Laborataries, Inc) segun las indicaciones del fabricante. La
calidad e integridad del DNA extraido se comprobaron en geles de agarossd al
0,8% (p/v) en buffer TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA [pH 8,0]) y
tefidos con GelRed™ (Biotium); mientras que la cuantificacién se realizo
utilizando el equipo “Epoch Microplate Specirophotometer’ (BioTek). Todas las
muestras de DNA se almacenaron en buffer TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM

[PH 8,0]) 2 -20 °C hasta el momento de su uso.
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4.21 Amplificacion por PCR de marcadores moleculares para

micobionte.

Para los micobiontes tanto de Pelfigera como de Cladonia se amplifico
mediante PCR el marcador molecular e gen del rRNA 28S de hongos
(partidores LIC24R y LR7) (Miadiikowska y Lutzoni, 2000) (Tabla 1). El
programa utilizado para la amplificacion consistio en: 1 min a 94 °C, 30 ciclos de
30sa94°C,30sa52°Cy1min30sa72°C, yfinalmente 4 min a 72 °C.

Todas las mezclas de reaccién se prepararon utilizando “GoTagq® Green
Master Mix” (GoTag® DNA polimerasa en buffer de reaccion Green GoTag® [pH
8,5], 200 pM de cada dNTP y MgCl: 1,5 mM) (Promega) y todas las

amplificaciones se llevaron a cabo en un termocilador Maxygene | (Axygen).

Tabla 1. Oligonuclectidos utilizados en este trabajo para la amplificacion de
genes.

Gen Partidores  Secuencia Nucleotidica {5'- 3°) famario Referencia
esperado
RNA 285 LIC24R GAAACCAACAGGGATTG diik K
r Miadlikowska y
hongos 1200 pb Lutzoni, 2000
LRY TACTACCACCAAGATCT

NifHFE  AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC

it 457 pb Ros;:gozt al.,
nfHR  TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT
CYA108F  CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA Niibel et al.,
rRNA 1635 1997

cianobacterias 280 pb

CYA280R  GGTATTGCTCCGTCAGGCTTT Zuniga, 2013

{no publicado}
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4.2.2 Andlisis de los productos de PCR.

El tamario de los productos de PCR se determind por electroforesis en geles
de agarosa al 1,2% (p/v) en buffer TAE 1X y teflidos con GelRed™ (Biotium).
Posteriormente, los amplicones se secuenciaron en un sentido con el partidor
forward utilizando un Analizador Genético 3730 (Applied Biosystems; Macrogen
Inc., Corea). Las secuencias se verificaron y editaron individualmente en el
programa MEGA v5.0 (Tamura ef af., 2011). La identidad preliminar de los
simbiontes se determind utilizando la herramienta bioinformética BLASTR
(Altschul ef al,, 1990) comparando las secuencias obtenidas con las que se
encuentran depositadas en la base de datos de secuencias nucleotidicas

GenBank del NCBI (Benson ef al., 2011).

4.2.3 Definicién de OTUs y andlisis filogenético de los micobiontes.

Las secuencias del gen del rRNA 28S de hongos, tanto para liquenes del
genero Pelfigera como de Cladonia, se alinearon por el método Muscle (Edgar,
2004) y luego se agruparon con el criterio de 100% de identidad en el programa
MEGA v5.0. Las secuencias 100% idénticas se definieron como pertenecientes
a una OTU, por lo tanto cada OTU corresponde a un haplotipo diferente.

Utilizando un representante por cada OTU encontrada en cada ambiente, se
realizé un analisis filogenético de inferencia bayesiana (5.000.000 de
generaciones) en el programa MrBayes v3.2.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003).

El mejor modelo de sustitucion nucleotidica se determiné mediante el programa
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jModelTest v2.1.3 (Darriba et al., 2012). Ademas, el soporte en los nodos se
calculd con el método de bhootstrap (Felsenstein, 1985). La representacion
grafica de los arboles se obtuvo con el programa FigTree v1.4.0 (Rambaut,
2012). Se consideraron solamente las secuencias depositadas en la base de
datos nucleotidicas de GenBank del NCBI (Benson et al., 2011) de las especies

mds cercanas a cada una de las QTUs, para crear los &rboles filogenéticos.

4.3 Determinacion de la estructura de bacterias fijadoras de nitrégeno en
la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera y Cladonia.

La esfructura genética del gremio de fijadores de nitrégeno se determind
mediante la técnica del Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de
Restriccion Terminal (TRFLP, por las siglas en inglés de Terminal Restriction
Length Polymorphism) del gen nifH, gue codifica la nitrogenasa-reductasa, a
partir del DNA gendmico del talo liquénico, asi como del DNA extraido del

sustrato asociado a cada liquen.

4.3.1 Extraccion del DNA desde el talo y el sustrato asociado a liquenes

del género Peltigera y Cladonia.

El DNA obtenido a partir de los talos de los liquenes se consiguié como se
indica en el item 4.2.1. Utilizando un protocolo similar, se obtuvo el DNA a partir

de 0,1 g del sustrato asociado a cada uno de los liquenes.
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4.3.2 Amplificacion del gen nifH y perfiles de T-RFLP.

A partir de! DNA extraido, tanto desde los talos liquénicos como del sustrato
asociado a cada uno de ellos, se amplificé el gen nifH con los partidores niftHF*-
nifHR (*= partidor marcado con fluordforo 6-FAM) (Rosch et al, 2002) (Tabla 1).
El tamarfo esperado del amplicon es de aproximadamente 450 pb, el cual se
obtuvo con el siguiente programa de amplificacion: 40 ciclos a 94 °C por 30 s,
52 °C por 30 s y extension a 72 °C por 30 s, con una extension final a 72 °C por
7 min. Todas las mezclas de reaccién se prepararon utilizando “GoTag® Green
Master Mix” (Promega) y todas las amplificaciones se lievaron a cabo en un
termocilador Maxygene Il (Axygen). La concentracién y calidad del DNA se
determinaron de la misma forma que en el item 4.2,

Los amplicones se purificaron mediante el uso del kit “PCR Clean-Up
System” (Promega) y se incubaron por 16 h a 37 °C con 2 enzimas de
restriccion independientemente: Haelll y Hhal (Fermentas) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizd una precipitacion
alcohdlica del DNA, cuyo producto se suspendié en buffer TE v se analizaron
los fragmentos por electroforesis capilar con el secuenciador ABI 3037XL
(Applied Biosystems; Macrogen Inc, Corea). El tamafio en pares de bases (pb)
de los fragmentos terminales de restriccion (TRFs), la altura y el area de los
picos en los electroferogramas, se determinaron con el programa GeneMapper

v3.0 (Applied Biosystems).
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En el andlisis de los perfiles de TRFLP se incluyeron solo fragmentos
mayores a 30 pb para descartar las sefiales de los partidores. Con el objetivo
de normalizar y hacer comparables los electroferogramas de las distintas
muestras, se realizd un procedimiento iterativo para homogenizar las unidades
de fluorescencia (UF) totales (Dunbar ef al., 2001). Adicionalmente, los perfiles
se alinearon manualmente para evitar la identificacion errénea de los TRFs por
el comrimiento esperable en los tamafios de los fragmentos debido a la
electroforesis. Con los datos corregidos se determind la fluorescencia relativa
de cada TRF.

Por ofra parte, para eliminar de los perfiles los TRFs asociados a Nostoc
antes de los analisis posteriores, se descargd la secuencia del gen nifH de la
cianobacteria Nostac flageliforme (nimero de acceso GenBank: KU8881 63.1) y
se realiz6 un analisis in silico con el programa BioEdit (Hall, 1999) para
determinar la posicion de los sitios de corte de las enzimas Haelll y Hhal a partir
del sitio de hibridacion del partidor nifHF.

La estimacion de la diversidad genética de la comunidad microbiana se
realizé mediante el indice de diversidad de Shannon, segtn la formula H’ = -2.Di

Inpi (Shannon & Weaver 1963), donde pi es la proporcién de cada fragmento

terminal dentro del total de TRFs de cada perfil.
El grado de relacion de las comunidades bacterianas analizadas mediante
TRFLP se determindé mediante un andlisis de componentes principales (PCA)

utilizando el indice de disimilitud de Bray-Curtis (Bray y Curtis, 1957). Asimismo,
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se realizd un andlisis de similitud (ANOSIM) para determinar el coeficiente R,
que cuanto mas grande y positivo (hasta 1) indica mayor disimilitud entre los
grupos comparados. Finalmente, se calcularon los porcentajes de similitud entre
los grupos (SIMPER). Todos estos analisis se llevaron a cabo en la herramienta

PAST v2.17¢c (Hammer et al., 2001),

4.4 Determinacion de la abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno en
la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera y Cladonia.

La abundancia de bacterias fijadoras de nitrdgeno asociadas a los talos vy
sustratos de liquenes de los géneros Pelffigera y Cladonia, se evalué mediante
la cuantificacion del gen nifHl mediante PCR cuantitativo (gPCR).

Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo en un volumen total de 20 L,
utilizando ef kit "GoTag® qPCR Master Mix" (Promega) con los partidores nifHF-
niflR (Rosch ef al., 2002) (Tabla 1) a una concentracion de 0,3 uM. Los
ensayos de gPCR se realizaron siguiendo el siguiente programa de ciclos
térmicos: 94 °C por 30 s, seguido de 40 ciclos de 52 °C por 30 s y extensién a
72 °C por 30 s. Las reacciones se realizaron en el equipo Mx3000P Real-Time
PCR System (Stratagene). Asimismo, para amplificar el gen del rRNA 16S de
cianobacterias, se utilizaron los partidores CYA 106F y CYA 280R (Tabla 1)
variando solamente los ciclos térmicos: 94 °C por 45 s, seguido de 30 ciclos de

o8 °C por 45 s y extension a 72 °C por 45 s.
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4.4.1 Clonacién de genes rRNA 168 y nifH.

Con el objetivo de obtener los moldes requeridos para realizar las curvas de
calibracion para gPCR, se construyo una genoteca de cada uno de los genes
amplificados. Para elio, 100 ng de los productos de PCR se purificaron
mediante el Wizard® DNA Clean-Up System (Promega). Los amplicones
purificados de los genes del rRNA 168 y nifH se ligaron en el vector Ptz57R/T y
5e clzjnaron en celulas competentes de Escherichia coli DH5-a usando el
InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas) segtin las indicaciones del
fabricante.

Los transformantes se crecieron en medio LB (1,0% Triptona; 0,5% extracto
de levadura; 1,0% NaCl; pH 7,0) vy se ssleccionaron por su resistencia a
ampicilina (50 pg mL™) y por su incapacidad de degradar el compuesto X-gal (5-

bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactopirandsido) en presencia de IPTG (isopropil-

B-D-tio-galactdsido). Los clones se suspendieron en 10 ul. de amortiguador TE.
El DNA se obtuvo por lisis celular mediante 8 ciclos sucesivos de choques
térmicos de 1 min a 98 °C / 4 °C. La presencia del inserto esperado se
determind por PCR utilizando los partidores CYA106F/CYA280R para el gen del
rRNA 168 y nifHF/ nifHR para el gen nifH. Las condiciones de reaccién de PCR
fueron las mismas que se describieron en los puntos 44 y 432,
respectivamente. Los productos de PCR presentaron el tamafio de inserto

esperado. Los clones se guardaron en glicerol al 20% a -80°C (Sambrook ef al.,

1989).

17




4.4.2 Curvas de calibracion.

Para cuantificar el nimero de copias del gen que codifica la nitrogenasa-
reductasa (nifH}, se realizé una curva estandar usando diluciones seriadas 1:4
(viv) de una mezcla equimolar (mix) consistente en DNA gendmico de
Rhizobium (bacteria que contiéne el gen nifH) y DNA gendmico de Trichoderma
(como DNA “competidor”). Del mismo modo, con el abjetivo relativizar respecto
al nimero de copias del gen nifH provenientes de las cianobacterias de los talos
de Pelfigera, se amplificd el gen del rRNA 16S de cianobacterias. Para esto, se
realizd una curva estandar utilizando diluciones seriadas 1:10 (v:v) del gen del
rRNA 168S.

Los resultados obtenidos a partir de las curvas de calibracién se analizaron
con el programa "MxPro gPCR” (Agilent Genomics). Mediante este programa se
obtuvieron gréficos del ciclo umbral (CT) versus el logaritmo decimal {Logio) del
numero de copias (NC) de cada una de las diluciones, pudiéndose calcular la
ecuacion de regresion lineal y el coeficiente de determinacion (R?) para cada
curva de calibracidn. La eficiencia de las reacciones se calculé mediante Ia

ecuacion: Eficiencia = (10¢/pendiente)_1y * 100,

4.4.3 Cuantificacion del gen nifH.
El nimero de copias de los genes nifH y rRNA 16S de cianobacterias en
cada una de las muestras, se obtuvo interpolando los valores de CT obtenidos

en la ecuacion de la recta y los resultados se expresaron como el logaritmo
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decimal del nimero de copias del gen, relativo a los nanogramos de DNA
gendmico en las respectivas muestras (Logio NC / ng gDNA). En el caso de los
talos de liquenes del género Peltigera, a la abundancia de genes nifH se les
restd la abundancia de genes rRNA 16S (Yeager ef al., 2012). Las diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tipos de tratamiento en el
tiempo se analizaron mediante ANOVA de dos vias y el post test de Tukey con

el programa GraphPadPrism v5.01.




5. RESULTADOS

5.1 Identificacion molecular de los liquenes del género Peltigera y
Cladonia de la Reserva Nacional Coyhaique.

Se recolectaron 25 fragmentos de talos de Peftigera y 25 de Cladonia, cada
uno con su sustrato asociado, en un bosque de N. pumifio situado en la
Reserva Nacional Coyhaique, Region de Aysén (Figuras 1 vy 2). El sitio de
estudio correspondio a bosques secundarios de N. pumifio originados luego de
los incendios de origen antropogénico ocurridos en las primeras décadas del
siglo XX. El érea de estudio esté ubicada a 45°31°47” de latitud sur y 72°01'40"
de longitud oeste, con una altitud promedio de 705 m. El suelo deriva de
depdsitos de ceniza volcénica y la zona recibe 1350 mm de lluvia anual
promedio (Till-Bottraud ef af., 2012).

Para identificar molecularmente el micobionte de cada liquen, se extrajo DNA
desde el talo de las 25 muestras de Peftigera v desde las 25 de Cladonia. La
integridad del DNA extraido se verificd por electroforesis en geles de agarosa.
Del mismo modo se verificd la integridad de los productos de amplificacion del
gen del rRNA 28S para el micobionte, obteniéndose el tamario de amplicén

esperado, como una banda dnica.
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El analisis con la herramienta BLAST contra la base de datos GenBank
confirma que las muestras pertenecen a los géneros Peltigera (n=25) y
Cladonia (n=25). Una vez analizados los datos, se definieron como OTUs los
diferentes haplotipos (i.e. los grupos de secuencias 100% idénticas). Se
diferenciaron 6 haplotipos de micobionte para Peltigera (PM1, PM2, PM4, PM5,
PM6 y PM8, en donde los nimeros corresponden a aquellos informados en
Zuniga et al., 2015) y 11 para Cladonia (CM1, CM2, CM3, CM4, CM5, CM6,

CM7, CM8, CM9, CM10 y CM11) (Figura 3).

Cid1 (n:1)

L CM2 (n:1)

CM3(n:10)
CM4 (n:1)

t— CM5 (n:1)

CM6 (n:1)

-I-_CMT {n:1)
M8 (n:3)

CM9 (n:1)

83 §0| rCM10(n:1)
gl oMt (n:g)

o

8

PM8 (n:1)
PMS (2:1)
= PS5 (n:6)
&[—PHé (n:9)
21l—— PM1 (0:14)
BL_PM2 (n:2)

Placopsis sp.

Umbilicana sp.

—
002

Figura 3. Arbol filogenético de las OTUs de los micobiontes obtenido mediante
inferencia bayesiana, se muestra el soporte de bootstrap en los nodos. Se
indica entre paréntesis la cantidad de muestras representadas por cada
secuencia. Se utilizaron las secuencias de Umbilicaria sp. y Placopsis Sp. como
grupo externo. La barra indica la distancia genética. CM, seguido de un ntimero,
OTUs correspondientes a Cladonia; PM, seguido de un numero, OTUs
correspondientes a Peltigera.
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Posteriormente, se construyé un arbol filogenético con las secuencias del
gen del rRNA 28S usando los métodos de méxima verosimilitud e inferencia
bayesiana y se determiné a qué especie de Peftigera se asocia cada OTU con
mayor cercania. Este analisis se llevd a cabo mediante un analisis filogenético
propuesto por Zufliga et al., (2015) para la identificacion y clasificacion de
liquenes del género Pelfigera, del cual se seleccionaron 18 secuencias
descargadas de la base de datos GenBank del gen del rRNA 28S de Peltigera
de un tamafio de 728 bases nucleotidicas, siendo éstas las mas cercanas a las
muestras obtenidas en esta tesis.

En este andlisis se determin6 que las muestras se asocian a especies de
dos secciones dentro del género Pelfigera, 5 OTUs se agrupan dentro de la
seccion Pelfigera, siendo PM1 mas cercana a P. ponojensis, PM2 a P.
extenuata, PM4 a P. rufescens, PM5 al grupo de P. canina {(especies P.
evansiana, . canina, P. "fuscopraetextata”, P. “pallidorufescens”, P. praetextata
y P. “boreorufescens” y PM6 a P. frigida; mientras que solo PM8 se agrupd
dentro de la seccidn Polydactyfon, siendo mas cercana al grupo de P. hymenina
(especies P. polydactylon, P. occidentalis, P. scabrosella, P. pacifica, P.
hymenina y P. pulverulenta) (Figura 4).

Del mismo modo, se construyd un arbol filogenético con las secuencias del
gen del rRNA 288 de 774 bases nucleotidicas usando los métodos de méxima
verosimilitud e inferencia bayesiana y se determiné a qué especie de Cladonia

se asocia cada OTU con mayor cercanfa. Este analisis se llevé a cabo
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basandose en un analisis filogenético propuesto por Stenroos et al. (2002) para
la clasificacion de Cladonia, en el que se consideraron 13 secuencias de
Cladonia, las més cercanas a las muestras investigadas.

La Figura 5 muestra que solamente CM5 y CM6 se asaocian, con un soporte
superior al 75%, con la secuencia de una especie descrita (CM5 con Cladonia
stipitata y CM6 con Cladonia chlorophaea). El resto de los grupos no poseen
buen soporte y por ende no se pueden identificar las OTUs por su relacién con
la secuencia de alguna especie cercana; sin embargo, se los puede incluir en
una categoria mas general como supergrupos (Stenroos ef a/., 2002). De las 11
OTUs obtenidas en esta tesis, 8 se agruparon dentro del Supergrupo Cladonia,

2 se agruparon dentro del Supergrupo Cocciferae y 1 dentro del Supergrupo

Crustaceae.
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AF266821 Peltigera canina
PMS5 (n:6)
AF286816 Peltigera fuscopraelextata
AF286815 Peltigera pallidorufescens
- AF28689 Peltigera evansiana
40 - AF286813 Peltigera praelextala
'~ AF286820 Peltigera boreorufescens

AF2E6802 Pelligera rufescens Seccidn
*ﬁ‘lpm {n:1) o

AF286809 Peltigera extenuala
531 PM2 (n:2)
AF286771 Peltigera ponojensis

93
—-{ AF2856773 Peltigera ponojensis
% opg1 (n:14)

AF2867E0 Peltigera frgida
a| PM6 (n:1)
AF286743 Peltigera scabrosella -
AF286739 Peltgera polydactylon
AF286747 Peltigera pulverulenta
49 4
Secciin
a AF286744 Peltigera hymenina s -
AF286742 Pelligera occidentalis
46 - AF286749 Peltigera pacifica
| PMS (n:1) JE
DQ973044 Solonna saccats

100

ey
002

Figura 4. Arbol filogenético de las OTUs de Peltigera obtenido mediante
inferencia bayesiana, se muestra el soporte de bootstrap en los nodos. Se
indica entre paréntesis la cantidad de muestras representadas por cada
haplotipo. Se utilizé la secuencia de Solorina saccata como externa. La barra
indica la distancia genética. PM, seguido de un numero, OTUs correspondientes
a Peltigera. Se indican las secciones de acuerdo a Zuriiga et al., (2015).
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g3— CM6 (n:1)
EF489927 Cladonia chlorophaea.
CM5 (n:1)
96 L DQY73026 Cladonia stipitata.
CM7 (n:1)
JN939565 Cladonia foliacea.
GQ500959 Cladonia sulcata.
L £F489934 Cladonia furcata. g
L cM4 (n:1)
CM3 (n:10)
411 1EF 489924 Cladonia gracilis.

CM1 (n:1)
L CM2 (n:1)

CMS8 (n:3)
42"-5:89926 Cladonia pyxidata.
AY756320 Cladonia peziziformis.

— AY756319 Cladonia digitata.

EF489922 Cladonia borealis.
75 Supergrupo
99 EF489936 Cladonia pleurota. Cocciferae
85| _cmi10(n:1)

561 CM11 (n:4)

CM3 (n:1) 7
Q-E':A Y300832 Cladonia rangifenna. T——
3 AY584640 Cladonia caroliniana. Crustaceae

Umbilicaria sp.

_lm

85

18

Placopsis sp.

00

Figura 5. Arbol filogenético de los OTUs de Cladonia obtenido mediante
inferencia bayesiana, se muestra el soporte de bootstrap en los nodos. Se
indica entre paréntesis la cantidad de muestras representadas por haplotipo. Se
utilizaron las secuencias de Umbilicaria sp. y Placopsis sp. como grupos
externos. La barra indica la distancia genética. CM, seguido de un numero,
OTUs correspondientes a Cladonia. Se indican las secciones de acuerdo a
Stenroos et al., (2002).
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5.2 Determinacion de la estructura de bacterias fijadoras de nitrégeno en
la microbiota de liquenes de los géneros Peftigera y Cladonia.

La estructura genética del gremio de bacterias fijadoras de nitrégeno se
determino mediante perfiles de TRFLP, para ello se exirajo DNA del talo y del
sustrato de Peltigera y Cladonia y se amplificé el gen nifH (Figuras 6 y 7,

respectivamente).

2 3 4 B5"8 7 8 9 0. 1M 12 13 14 15

=

st 16 17 18 19 20 21 2 23" 24 25 C .

Figura 6. Producic de la amplificacidon del gen nifH asociado a liquenes
Peltigera en gel de agarosa al 1,2%. St: marcador de peso molecular 100 bp
plus (Thermo Fisher), bandas mas intensas de 500 y 1000 pb. En las filas 1y 2
se muestran los productos de ampilificacion de los talos liquénicos y en las filas
3 v 4 los productos de amplificacién de los sustratos. C- representa el control
negativo.
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Figura 7. Producto de la amplificacién del gen nifH asociado a liquenes
Cladonia en gel de agarosa al 1,2%. St. marcador de peso molecular 100 bp
plus (Thermo Fisher), bandas mas intensas de 500 y 1000 pb. En las filas 1y 2
se muestran los productos de amplificacion de los talos liquénicos y en las filas
3 y 4 los productos de amplificacion de los sustratos. C- representa el control
negativo.

A partir del DNA extraido desde 6 muestras de talo de Cladonia (C2, C3,
C16, C19, C21 y C22) no se obtuvo producto de la amplificacion del gen nifH.
Esto a pesar de realizar varios intentos de optimizacién de la amplificacion,

tales como modificacion de la temperatura de hibridacion, prueba de otros
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paﬁigiores, variacion de la concentracion de Mg?*, adicién de BSA (albimina de
suero bovina), DMSO (dimetilsulfoxido), Urea. Sin embargo, a partir de estas
muestras se pudo amplificar exitosamente el gen del rRNA 16S8. Cabe
mencionar que la OTU CM9, conformada solo por la muestra C19, no estara
representada en los analisis posteriores que incluyan los talos de Cladonia.
lLuego de purificar los amplicones, se digirieron independientemente con 2
enzimas de restriccion (Haelll y Hhal), obteniendo un electroferograma para
cada una de las digestiones, 4 por cada muestra (considerando el talo liguénico
y el susirato). En cada electroferograma, la presencia e intensidad de cada
TRF, son indicativos de la riqueza y [a abundancia de la comunidad bacteriana,

respectivamente.

5.2.1 Comparacion de la estructura genética de los fijadores de

nitrégeno asociados a Peltigera y Cladonia.

En la Figura 8 se muestra el resultado del andlisis de componentes
principales utilizando los datos de los perfiles de TRFLP del gen nifH tanto de
los falos como de los sustratos asociados a liquenes del género Peltigera. Al
comparar los patrones de TRFLP obtenidos para ambos tipos de muestra
mediante ANOSIM, se observd que estos grupos presentan una diferencia
significativa (p=0,0001), mientras que un andlisis de SIMPER entregd una

disimilitud de 57,9% entre ellos (Tabla 2).
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En la Figura 9 se muestra el resultado del analisis de componentes
principales con los datos de los perfiles de TRFLP del gen nifH tanto de los
talos como de los sustratos asociados a liquenes del género Cladonia. Al
comparar los patrones de TRFLP obtenidos para ambos tipos de muestras
mediante ANOSIM, se observo que estos grupos presentan una diferencia
significativa (p=0,0001), mientras que un analisis de SIMPER entregd una

disimilitud de 94,7% entre ellos (Tabla 3).
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Figura 8. Analisis de componentes principales basado en los perfiles de TRFLP

del gen nifH obtenidos a partir de las muestras de Peltigera; talo (verde) y
sustrato (marrén).
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Tabla 2. Anélisis de similitud de los perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a
partir de las muestras de Peltigera.

Muestras R p  Disimilitud (%)
TRFLP-pt
TRFLP-ps 0,3961 0,0001 57,9

TRFLP-pt: perfil del talo y TRFLP-ps: perfil del sustrato. El valor de R y p derivan de las
comparaciones ANOSIM y los porcentajes de disimilitud de las comparaciones
SIMPER; ambos analisis usando el indice de Bray-Curtis.
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Figura 9. Analisis de componentes principales basado en los perfiles de TRFLP

del gen nifH btenidos a partir de las muestras de Cladonia; talo (negro) y
sustrato (rojo).
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Tabla 3. Analisis de similitud de los perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a
partir de las muestras de Cladonia.

Muestras R p  Disimilitud (%)

TRFLP-ct

TRFLP-cs
TRFLP-ct: perfil del talo y TRFLP-cs: perfil del sustrato. El valor de R y p derivan de las

comparaciones ANOSIM y los porcentajes de disimilitud de las comparaciones
SIMPER; ambos analisis usando el indice de Bray-Curtis.

0,9817 0,0001 94,7

Mediante un analisis de varianza (ANOVA-Tukey; p<0,05) se compararon los
indices de Diversidad de Shannon (H’) de los fijadores de nitrégeno de talos y
sustratos de ambos liguenes, encontrandose significativamente mayor
diversidad del gremio de fijadores de nitrégeno en la microbiota de los talos de
Cladonia que de Peltigera, y un comportamiento inverso en la microbiota de sus
sustratos asociados (Figura 10).

2.5
2.0
1.54 a

1.0~

Diversidad (H')

0.54

0.0-

Pt Ps Ct Cs

Figura 10. indices de diversidad de Shannon de las bacterias fijadoras de
nitrégeno en la microbiota liquénica y en la microbiota de los sustratos
asociados. Se muestran las medias y los limites de los intervalos de confianza
como barras de error. Letras diferentes sobre las barras representan valores
significativamente diferentes (ANOVA-Tukey; p<0,05). Talo de Cladonia (Ct),
talo de Peltigera (Pt), sustrato de Cladonia (Cs), sustrato de Peftigera (Ps).
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5.2.2 Comparacién de la estructura genética de los fijadores de

nitrogeno asociados a los talos de Peltigera y Cladonia.

Los patrones de TRFs desde los talos liquénicos entregados por cada
enzima de restriccion se muestran segln su abundancia relativa en la Figura
11, tanto para los fragmentos obtenidos desde los talos de Peftigera (Figura 11,
arriba) como para los fragmentos obtenidos desde los talos de Cladonia (Figura
11, abajo). Se obtuvieron un total de 10 TRFs con las 2 enzimas utilizadas (3
con Hhal y 7 Haelll con) para los amplificados del gen nifH desde los talos de
Peltigeray 13 TRFs para el caso de la amplificacién del gen nifH desde los talos
de Cladonia (7 con Haelll y 6 con Hhal). De los 19 TRFs obtenidos, solo 4
estuvieron presentes en ambos liquenes (30 HIII, 36 HIH, 50 HIll y 240 HHl),
mientras que los 15 TRFs restantes fueron exclusivos de cada liquen. Los
fragmentos mas representados para Peltigera (Figura 11, arriba) fueron 264 Hi
(promedio 42,4%) y 240 HII (promedio 29,6%); mientras que para el caso de
Cladonia (Figura 11, abajo) los mas abundantes fueron 37 HI (promedio 26,3%)
y 30 HIli (promedio 10,3%). Los TRFs mas abundantes en los talos de Peltigera
coinciden con los TRFs esperados para Nosfoe (266 pb para Hhal [GCG'Cly

244 pb para Haelll [GG'CC]), por lo que fueron removidos de los perfiles para

los anadlisis posteriores.
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Figura 11. Perfiles de TRFLP obtenidos a partir de las
liquénico de Peltigera (arriba) y Cladonia (abajo) con las enzimas de restriccion
Hhal (TRFs indicados en la leyenda con un ndmero seguido de HI) y Haelll
(TRFs indicados en la leyenda con un numero seguido de HiIll).
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En la Figura 12 se muestra el resultado del analisis de componentes

principales con los datos de los perfiles de TRFLP del gen nifH tanto para los

talos de Peltigera como de Cladonia. Al comparar los patrones de TRFLP

obtenidos desde ambos liquenes mediante ANOSIM, se observo que estos

grupos presentan una diferencia significativa (p=0,0001), mientras que un

andlisis de SIMPER entregot una disimilitud de 86,1% entre ellos (Tabla 4).
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Figura 12. Analisis de componentes principales basado en los perfiles de
TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de las muestras de talo liquénico;
Peltigera (verde) y Cladonia (rojo).
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Tabla 4. Analisis de similitud de los perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a

partir de las muestras de talo liqguénico de Peffigera (TRFLP-pt) y Cladonia
(TRFLP-ct).

Muestras R p  Disimilitud (%)

TRFLP-pt

TRFLP-ct
Los valores de R y p derivan de las comparaciones ANOSIM y el porcentaje de
disimilitud de las comparaciones SIMPER; ambos andlisis usando el indice de
Bray-Curtis.

0,8812 0,0001 86,1

5.2.3 Comparacion de la estructura genética de los fijadores de

nitrégeno presentes en los sustratos asociados a Peltigera y Cladonia.

Los patrones de TRFs desde los sustratos liquénicos entregados por cada
enzima de restriccion se muestran segln su abundancia relativa en la Figura
13, tanto para los fragmentos obtenidos desde los sustratos de Peltigera (Figura
13, arriba) como para los fragmentos obtenidos desde los sustratos de Cladonia
(Figura 13, abajo). Se obtuvieron un total de 13 TRFs con las 2 enzimas
utilizadas (7 con Hhal 6 y con Haelll) para los amplificados del gen nifH desde
sustratos de Felfigera y 11 TRFs para el caso de la amplificacién del gen nifH
desde sustratos de Cladonia (6 con Hhal 5 y con Haelll). De los 18 TRFs
obtenidos, solo 6 estuvieron presentes en los sustratos asociados a ambos
liguenes (30 Hi, 50 HI, 127 HI, 264 Hi, 36 HIll y 42 HIl), mientras que los 12

TRFs restantes fueron exclusivos de cada sustrato.
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Figura 13. Perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a partir de las muestras de
sustrato asociado a los liquenes Peltigera (arriba) y Cladonia (abajo) con las
enzimas de restriccion Hhal (TRFs indicados en la leyenda con un ndmero
seguido de HI) y Haelll (TRFs indicados en la leyenda con un numero seguido
de HIlI).




Los fragmentos mas representados para los sustratos asociados a liquenes
Peltigera (Figura 13, arriba) fueron 30 HIll (promedio 18,6%) y 55 HI (promedio
18,5%), mientras que para el caso de los sustratos asociados a Cladonia
(Figura 13, abajo) los mas abundantes fueron 92 HIll (promedio 49,8%) y 42
HIIl (promedio 12,3%).

En la Figura 14 se muestra el resultado del analisis de componentes
principales con los datos de los perfiles de TRFLP del gen nifH tanto para los

sustratos asociados a Pelfigera como los asociados a Cladonia.
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Figura 14. Analisis de componentes principales basado en los perfiles de
TRFLP obtenidos a partir de las muestras de sustrato; Peltigera (negro) y
Cladonia (rojo).
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Al comparar los patrones de TRFLP obtenidos desde ambos liquenes
mediante ANOSIM, se observd que estos grupos presentan una diferencia
significativa (p=0,0001), mientras que un andlisis de SIMPER entregdé una

disimilitud de 84,6% entre ellos (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de similitud de los perfiles de TRFLP del gen nifH obtenidos a
partir de las muestras de sustrato asociados a liquenes Peltigera (TRFLP-ps) y
Cladonia (TRFLP-cs).

Muestras R p  Disimilitud (%)

TRFLP-ps

TRFLP-cs
Los valores de R y p derivan de las comparaciones ANOSIM y el porcentaje de

disimilitud de las comparaciones SIMPER; ambos andlisis usando el indice de
Bray-Curtis.

0,9695 0,0001 84,6

5.3 Determinacion de la abundancia del gremio de bacterias fijadoras de
nitrégeno en la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera y Cladonia
y en la microbiota de sus sustratos asociados.

La cuantificacion del gen nifH se realizd mediante la técnica de PCR
cuantitativo en tiempo real (gPCR) tanto en las muestrés de talo como de
sustrato de Cladonia y Peltigera.

Debido que los partidores uiilizados no excluyen las cianobacterias
presentes en el talo de Pelfigera, se realizaron 2 curvas de calibracion, una para

determinar directamente el nimero de copias del gen nifH y otra con el fin de

cuantificar las cianobacterias presentes en el talo de Peltigera para poder
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relativizar la cuantificacién de fijadores de nitrégeno que no corresponden al
fotobionte cianobacteriano.

En las Figuras 15 y 16 se observan las curvas estandar obtenidas para la
cuantificacion del gen nifH y la de la region vi-v3 del gen del rRNA 16S de
cianobacterias, respectivamente. En ambos casos se calcularon coeficientes de
determinacion cercanos a 1 y porcentajes de eficiencia menores a 110%,
parametros adecuados para usar las curvas para la cuantificacién de los
respectivos genes en las muestras. E! rango dinamico se definié entre 1,0x10!
ng y 8,8x10°ng de DNA molde para el gen nifH y entre 1,0x10" ng y 1,0x10¥ ng
de DNA molde para el gen del rRNA 168, va que para cantidades de DNA

molde superiores o inferiores, las curvas de calibracién perdian linealidad.
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Figura 15. Curvas de calibracién para la evaluacion del nimero de copias del
gen nifd. Se determinaron la ecuacion de regresion lineal, el valor del
coeficiente de determinacion (R?) y la eficiencia del ensayo,
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Figura 16. Curvas de calibracidn para la evaluacion del nimero de copias del
gen del rRNA 16S. Se determinaron la ecuacién de regresion lineal, el valor del
coeficiente de determinacion (R?) y la eficiencia del ensayo.

La abundancia del gen utilizado como marcador molecular del gremio de
bacterias fijadoras de nitrégeno, se expresd como el logaritmo decimal del
ndmero de copias del gen nifd por nanogramo de DNA gendmico. Los
resultados de qPCR muestran que existe significativamente mayor abundancia
de genes nifH en los talos de Peltigera respecto a los sustratos asociados a
ellos, asf como también respecto a los encontrados en los talos y sustratos de
Cladonia (Figura 17). Los liquenes Pelfigera de este estudio corresponden a
representantes bipartitos, cuyo fotobionte es una ciancbacteria; por este motivo
se relativizo la cuantificacion del gen nifH con la del gen del rRNA 16S de

ciancbacterias con el fin de desestimar las sefales provenienies del
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cianobionte. Para ello se consider6 la razon 1:1 gen nifH versus gen del rRNA
16S (Yeager et al., 2012). Sin embargo, la resta no aportdé cambios notorios en
la cuantificacion del gen nifH en los talos de Peltigera (4,1x10'° nimero de
copias/ng DNA) ya que la abundancia del gen del rRNA 16S de cianobacterias
(5,4x10° numero de copias/ng DNA) fue 5 érdenes de magnitud menor a la del

gen nifH.
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Figura 17. Abundancia de bacterias fijadoras de nitrogeno expresada como el
logaritmo decimal del nimero de copias de nifH por nanogramo de DNA
genomico. Se muestran las medias y los errores estandar como barras de error.
Letras diferentes sobre las barras representan valores significativamente
diferentes (ANOVA-Tukey; p<0,05). Talo de Peltigera (Pt), sustrato de Peltigera
(Ps), talo de Cladonia (Ct) y sustrato de Cladonia (Cs).
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6. DISCUSION

6.1 Identificacion molecular de los liquenes del género Peltigera y
Cladonia de la Reserva Nacional Coyhaique

La identificacién de los liquénes comprende un objetivo fundamental para
poner a prueba la hipotesis de este trabajo, debido a Ia comparacion entre dos
tipos de liquenes bipartitos, con fotobiontes diferentes, unos con ciancbacteria,
responsables de la fijacion de nitrégeno y carbono, en el caso de los del genero
Peltigera (cianocliquenes), y otros con un alga verde responsable solamente de
la fijacidn de carbono, en el caso de los del género Cladonia (cloroliquenes)
(Hodkinson, 2011). La identificacion liquénica basada en aspectos morfoldgicos
implica una dificultad debido a la existencia de especies cripticas, las cuales no
poseen caracteristicas morfoldgicas diferenciadoras que permitan su
identificacion y asignacion taxonémica (Lumbsch y Leavit, 2011), por lo que la
identificacion de los hongos liquenizados de este trabajo se realizd mediante
marcadores moleculares. El marcador utilizado fue el gen del rRNA 288 de
hongos, este es un gen conservado con valor taxonomico y filogenético, por lo
que es adecuado para la identificacion del componente fungico de fos liquenes
(Miadiikowska et al., 2003). Mediante este analisis, se lograron distinguir 6
haplotipos de micobionte para Peffigera y 11 para Cladonia, todos bipartitos,

ambos situados en el mismo bosque, de la Reserva Nacional Coyhaique.
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Los arboles filogenéticos obtenidos tanto para Cladonia como para Pelffigera,
se condicen con estudios anteriores y mas exhaustivos, que indican que los
hongos liquenizados de ambos géneros tienen un origen monofilético
(Miadlikowska y Lutzoni, 2000; Stenroos ef al, 2002; Miadiikowska y Lutzoni,
2004).

Existen pocos estudios sobre la diversidad de liqguenes del género Pelfigera
en la region de Aysén, lugar de procedencia de las muestras (Martinez, 2003;
Quithot et al., 2012; Zahiga et al., 2015; Leiva et al., 2016), pero todas las
especies identificadas (P. ponojensis, P. extenuata, P. rufescens, P. frigida,
grupo de P. canina y grupo de P. hymenina) fueron previamente reportadas en
la Reserva Nacional Coyhaique (Zufiga et al., 2015; Leiva et al., 2016).

Por ofra parte, en la filogenia de Cladonia, CM5 y CMB estan altamente
emparentadas con C. stipitata y C. chiorophaea, respectivamente. Quilhot ef af,
(2012), realizé una compilacion de las especies de liquenes, incluyendo
Cladonia, presentes en la region de Aysén, en la cual no se registré la
presencia de C. stipitata. Esta especie fue descrita por primera vez en América
del Norte (Lendemer y Hodkinson, 2009) y hasta el momento no hay registros
de descripciones de esta especie en Chile ni en Sudamérica.

Por otra parte, CM1, CM2, CMS3, CM4, CM5, CM8, CM7 y CM8 estan
catalogadas dentro del Supergrupo de Cladonia. Asimismo, CM10 y CM11
estan dentro del Supergrupo Cocciferae, mientras que CM9, esta dentro del

Supergrupo Crustaceae, pero no estd directamente emparentada con las
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secuencias obtenidas desde [a base de datos, por lo que posiblemente sea una
nueva especie no descrita en América del Sur; sin embargo, se requieren
analisis posteriores para confirmar dicha posibilidad.

Estos resultados dejan en evidencia que, aunque el sur de Chile presenta
una gran diversidad de liquenes, es una zona aun poco estudiada (Zufiga ef al.,

2015, Leiva ef al., 2016, Aranda, 20186).

6.2 Determinacién de la estructura de bacterias fijadoras de nitrégeno en
la microbiota de liquenes de los géneros Peltigera y Cladonia.

Los microorganismos fijadores de nitrégeno son de gran importancia
ecoldgica ya que proporcionan la Unica fuente biologica natural de nitrdgeno en
la bidsfera fijado desde la atmésfera. Estos organismos transforman
enzimaticamente N2 atmosférico en equivalentes de amonio necesarios para la
biosintesis de macromoléculas celulares esenciales. Las bacterias fljladoras de
nitrébgeno son diversas y la mayoria no han sido cultivadas (Zehr ef al., 2003),
por este motivo se hace indispensable utilizar marcadores moleculares para
aquellas investigaciones en las que se estudian la filogenia, la diversidad y la
abundancia de microorganismos fijadores de nitrégeno. La fijacion de nitrégeno
se lleva a cabo por la enzima nitrogenasa, cuyas mtiltiples subunidades estan
codificadas por los genes nifH, nifD y nifk (Gaby y Buckley, 2012). De los tres,
el gen nif es el mas representado en las bases de datos (Grube ef al., 20089,

Hodkinson y Lutzoni 2009), siendo uno de fos genes funcionales mas antiguos
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én la historia de la evolucién génica y las relaciones filogenéticas,
considerandose un marcador molecular adecuado parael andlisis de la
diversidad de organismos fijadores de nitrogeno. Por lo tanto, el gen nifH se ha
utilizado como biomarcador primario para estudiar las asociaciones microbianas
diazofroficas y la estructura genética de estos gremios en diferentes
microhabitats como el suelo (Widner et al., 1999; Poly ef al,, 2001a, 2001b; Zehr
ef al., 1995, 1997), ambientes polares (Olson ef al., 1998), intestino de termitas
(Ohkuma et al,, 1999), entre ofros.

Liba et al., (2006), aislaron 17 cepas de bacterias fijadoras de nitrégeno de
especies de liquenes foliosos de la selva atlantica de Brasil, pertenecientes a
diferentes géneros de Gammaprotecbacteria: Acinefobacter, Pantoea,
Pseudomonas, Serrafia y Stenotrophomonas; sin embargo, la fraccion cultivable
en general representa solo una pequefa fraccidn de la comunidad microbiana,
Ramirez-Fernandez et al. (2014) demostraron que las diferencias entre las

- comunidades bacterianas asociadas a liquenes del genero Peltigera dependen
en parte del contexto ambiental (bosque maduro, renoval y pradera) en el que
se presentaban, y del mismo modo Zehr et af, (2003) indican que la distribucién
de diazétrofos varia como una funcion del tipo de habitat en el medio ambiente.
Por este motivo, las muestras utilizadas provienen de la misma reserva y del
mismo bosque, todo esto con el fin de disminuir la influencia que posee el

contexto ambiental sobre la estructuracion de las comunijdades bacterianas.

47




La comparacion entre la estructura genética de las bacterias fijadoras de
nitrégeno presentes en los talos liquénicos, comparada con la de los sustratos,
entregd diferencias significativas, aunque algunos TRFs estuvieron presentes
tanto en el talo como en el susirato de cada tipo de liguen. Esto se relaciong
con varios trabajos, como el descrito por Aschenbrenner ef al., (2014) quienes
proponen que existe una dispersion de propagulos vegetativos del talo el cual
ya viene con una microbiota per se, favoreciendo el desarrollo del liquen. Del
mismo modo, se ha descrito que existe una fuerte seleccion de
microorganismos desde el sustrato donde los liquenes crecen, ya sea por parte
del micobionte como del fotobionte, existiendo incluso una serie de factores
extrinsecos al talo que favorecen la seleccion de la microbiota asociada {Leiva
et al.,, 2016, Aranda, 2016). Todo hace pensar que tanto los factores intrinsecos
como extrinsecos, podrian estar seleccionando ademas gremios particulares,
como es el caso de los fijadores de nitrégeno, necesarios para el desarrollo dei
talo.

Cabe destacar que para Peffigera se obtuvo una menor disimititud (57,9%),
que para Cladonia (94,7%), al comparar la estructura genética de las bacterias
fijadoras de nitrdgeno en los talos y en los sustratos. Esto. podria ser
consecuencia de las diferentes formas de crecimiento de ambos tipos de
liquenes. Los liquenes Peltigera tienen un crecimiento del tipo folioso y estan en

intima interaccidon con el sustrato donde crecen; mieniras que los liquenes
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Cladonia tienen un crecimiento del tipo fruticoso, irguiéndose desde el sustrato
y presentando por ende sélo pequefias zonas de contacto con el mismao.,

La riqueza de TRFs obtenida desde las muestras de talo de Pelfigera fue
menor en comparacidn al talo de Cladonia. Ademas, las estructuras de los
fijadores de nitrégeno provenientes de los diferentes talos liquénicos, i.e.
Peltigera y Cladonia, presentaron una alta disimilitud (86,1%), probablemente
debido a que las comunidades bacterianas del talo se encuentran estructuradas
por la interaccion directa con el micobionte, el cual juega un rol importante en la
seleccion de su microbiota asociada debido a Ia generacion de metabolitos
secundarios (Leiva ef al,, 2016). De esta forma, cada especie fungica puede
seleccionar aquelios grupos bacterianos que sean un aporie benéfico para el
liquen (Erlacher ef af., 2015; Aschenbrenner ef al., 20186), seleccionando en este
caso, cada micobionte, gremios bacteriancs relacionados con la fijacion de
nitrégeno acordes a ias necesidades que requiere cada especie.

La diversidad del gremio de bacterias fijadoras de nitrogeno del talo de
Cladonia, en comparacion al talo de Peltigera, fue mayor. Al poseer los liquenes
del género Cladonia un alga verde como fotobionte, los miembros clasicos de la
simbiosis no poseen la capacidad de fijacion de nitrégeno, como si |a tienen los
cianobiontes de Peltigera (Hodkinson, 201 1). Por este motivo, posiblemente [a
diversidad de bacterias fijadoras de nitrégenc en Cladonia sea mayor que en
Peltigera, con la finalidad de suplir el nitrogenc necesaric para su desarrollo

(Henkel y Plotnikova, 1973; Lambright y Kapustka, 1981; Cardinale et al., 2006;
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Liba et al., 2008; Hodkinson, 2011), aunque se requieren ensayos de actividad
para poder confirmar esta suposicion.

De manera similar, al comparar los sustratos de ambos liquenes, si bien esta
vez los sustratos asociados a Cladonia presentaron una riqueza menor que los
de Pelfigera, ambos gremios también presentaron una disimilitud alta (84,6%).
Seria esperable que al tratarse de sustratos provenientes del mismo bosque, la
disimilitud sea menos. Sin embargo, esta diferencia de estructura sea
probablemente debido a factores intrinsecos del liquen, como por ejemplo el
micobionte, el fotobionte y/o los metabolitos secundarios generados por estos
mismos, ya que se ha registrado, al menos en Peltigera, que estos factores
pueden estructurar la microbiota del sustrato (Leiva ef af., 2018).

Previamente, Hodkinson et al. (2012) realizé un estudio en el cual asocid el
tipo de fotobionte y la estructura de la comunidad bacteriana en liquenes de
distintos géneros, aunque estudiando solo las comunidades asociadas
intimamente a los talos liquénicos. En dicho trabajo las muestras se agruparon
de acuerdo al tipo de fotobionte (i.e. cianobacterias, algas verdes, o ambos)
(Hodkinson et al, 2012), y si bien en esta tesis no se identificaron los
fotobiontes asociados a los liquenes, las especies identificadas son bipartitas y
los fotobiontes de ambos géneros son completamente diferentes, ya que
mientras en ef caso de los representantes de Pelfigera es una cianobacteria, en
el caso de los de Cladonia es un alga verde. Por lo tanto, nuestros resultados

estan en concordancia con lo descrito por Hodkinson et al., (2012) y otras
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publicaciones recientes donde liquenes diferentes, con micobiontes, fotobiontes
y necesidades diferentes, requieren y seleccionan la microbiota del susirato
acorde a sus insuficiencias metabdlicas. Por ejemplo, Leiva ef al. (2016),
ademas de encontrar que la diversidad de metabolitos estd inversamente
relacionada con la estructura genética de las comunidades bacterianas tanto del
liquen como del sustrato, sugiere que la microbiota bacteriana asociada al
sustrato es diferente y que ésta estaria influenciada fuertemente por el
cianobionte presente en el liquen, lo que podria indicar una influencia del
metabolismo del fotobionte sobre la disponibilidad de nutrientes del suelo.

Tanto los TRFs como el gPCR basados en el marcador molecular nifH,
prueban la existencia de actividad potencial de fijacién de nitrégeno asociada
tanto al talo como al sustrato de los liquenes Pelfigera y Cladonia. Esto
contrasta con lo mencionado por Hodkinson (2011), quien realizd un analisis
metagendmico y mediante busqueda en [a base de datos MG-RAST, determiné
que no existia una relacién con genes posiblemente relacionados a |a fijacién
de nitrégeno en talos de Cladonia, mientras que si encontré un alto porcentaje
de esos genes en talos de Peltigera.

La abundancia del gen nifH fue mucho mayor en los talos de Peftigera que
de Cladonia probablemente debido a la cianobacteria presente en el talo
liguénico de Peltigera. De todas formas, el hecho de que se detectara una
menor presencia del gen nifH en Cladonia comparado con Peltigera, tiene poca

relacion con la capacidad de fijacion de nitrégeno en Cladonia, ya que {a fijacion
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de nitrégeno esta regulada de manera diferente en proteobacterias (grupo mas
abundante en la microbiota liquenica) y cianobacterias. Generalmente las
protecbacterias fijan nitrégeno en momentos especificos y cuando las
condiciones micro-climaticas son adecuadas, mientras que las cianobacterias
designan células especificas como fijadoras de nitrogeno (Belnap, 2001).

En resumen, existe una mayor diversidad del gremio de bacterias fijadoras
de nitrégenc en Cladonia, pero una menor abundancia del gen nifH. Si bien
Hodkinson {2011) no encontrd genes putativos relacionados con la fijacion de
nitrégeno, al analizar el gen del rRNA 16S bacteriano presente en el talo
liquenico de Cladonia, encontré alrededor de un 10% de Rhizobiales en
Cladonia y alrededor de un 65% en Peltigera. Publicaciones pasadas, sugieren
que el orden Rhizobiales es particularmente comtn entre los liguenes, el cual
esta conformado en su mayoria por bacterias capaces de fijar nitrégeno, y
existiendo inclusc dentro de este orden un grupo especificos de liquenes,
denominado LAR1 (Hodkinson y Lutzoni, 2009; Bates ef al., 2011: Cardinale et
al., 2012b). Recientemente, Erlacher ef al. (2015}, realizd un analisis funcional
basado en el “entorno de anotacion SEED” centrado en Rhizobiales, sobre
representantes del liquen Lobaria pulmonaria (tripartito), revelando funciones
que ayudan a la simbiosis, entre las que se incluian la produccion de auxinas y
vitaminas, la proteccién contra el estrés y la fijacién de nitrégeno.

Finalmente, como se observé en el presente trabajo y como ha sido revisado

por Aschenbrenner et al., (2016), existe una comunidad bacteriana especifica
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asociada al talo liquénico, que se diferencia de la microbiota bacteriana
presente en el sustrato adyacente a los liquenes, cumpliendo funciones
particulares en la asociacion y corroborando la nocién de gue el liquen consiste
en uﬁa simbiosis multi-especie. Mediante enfoques multi-Gmicos, existe
evidencia de una contribucién funcional del bacterioma al meta-organismo
liquénico completo (Sigurbjérnsdéttir et af,, 2016), tal es el caso del gremio de

bacterias fijadoras de nitrégeno, presentes tanto en Cladonia como en Peltigera.
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7. CONCLUSIONES

La Reserva Nacional Coyhaique presenta una mayor diversidad de
liquenes del género Cladonia que del género Peltigera, encontrandose
para el primero una especie no descrita previamente en América del
sur: Cladonia stipitata.

Si bien la estructura del gremio de fijadores de nitrégeno es diferente
entre los talos y sustratos de los liquenes estudiados, la microbiota de
los talos comparte algunos filotipos con la microbiota de los sustratos.
Esto sugiere que estos Ultimos podrian constituir una fuente de
diazotrofos para conformar la microbiota liquénica.

La estructura del gremio de fijadores de nitrégeno también se diferencia
de acuerdo al género al cual pertenecen los liquenes, lo que se
explicarfa por la influencia de los componentes simbidticos dlasicos de
los liquenes sobre los microorganismos que conforman la microbiota de
los sustra;tos y la microbiota de los talos,

La abundancia de diazétrofos fue considerablemente mayor en la
microbiota asociada a los talos de los cianoliquenes Pelfigera que de
los cloroliquenes Cladonia, probablemente debido a la presencia del
cianobionte en los primeros; sin embargo, la diversidad de estos

microorganismos fue menor en los cianoliquenes.
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