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RESUMEN 

Los líquenes son ecosistemas autosostenibles conformados por un compañero fúngico, uno o más 

integrantes fotosintéticos, y un número indeterminado de microorganismos. La composición de su 

comunidad bacteriana dependerá de distintos factores intrínsecos y extrínsecos, y ésta cumpliría 

importantes roles para la supervivencia del holobionte, entre ellos, el reciclaje del fósforo (P). La 

mayor parte del P en los suelos se encuentra en formas no disponibles para el consumo por los 

organismos, por lo que los microorganismos son fundamentales para los ecosistemas al ser capaces 

de aumentar la biodisponibilidad de P mediante diversos mecanismos. En la presente tesis, se 

estudió la comunidad bacteriana asociada a los talos y sustratos de líquenes Peltigera rufescens y 

suelos aledaños en dos praderas de la región de Aysén al sur de Chile, una de ellas presente en un 

sitio que se ha visto afectado en el pasado por incendios, con una probable disminución de 

nutrientes como el P, y la otra en un ambiente protegido sin perturbaciones aparentes. El objetivo 

fue comparar la diversidad tanto de la comunidad bacteriana como del gremio potencialmente 

involucrado en la dinámica del P en líquenes de la misma especie creciendo en ambientes con 

condiciones climáticas similares, pero con diferencias en sus historias de desarrollo. 

Para abordar los objetivos del trabajo, se corroboró la identidad de los simbiontes usando 

marcadores moleculares, los que permitieron confirmar la presencia de P. rufescens acompañado 

de un cianobionte dominante en cada sitio. Además, se estudió la diversidad del microbioma en 

talos, sustratos y suelos a través de la secuenciación de amplicones del gen 16S de bacterias 

utilizando partidores que excluyen cianobacterias. Se encontró que predominaron los filos 

Proteobacteria, Actinobacteriota, Acidobacteriota y Bacteroidota, y se confirmó que líquenes de 

la misma especie contienen un microbioma bacteriano característico, el cual es diferente al 

microbioma del ambiente colonizado, detectándose algunos filotipos en común entre sitios, así 
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como otros particulares en cada ambiente. También se construyeron redes microbianas que 

reflejaron estructuras similares entre los microbiomas de los talos liquénicos, pero que presentaron 

taxa claves diferentes entre sitios, sugiriendo que la composición del microbioma liquénico 

dependería tanto de la identidad del liquen como del ambiente donde crece. 

Para evaluar el potencial gremio relacionado con el metabolismo del fósforo en los distintos 

microambientes, se realizó una predicción del genoma del gremio bacteriano basado en el 

marcador 16S, y se revisó un conjunto de 31 genes que codifican proteínas que permiten el estudio 

del reciclaje de P, los cuales incluyen 2 genes relacionados a la solubilización de Pi, 1 a la 

degradación y otro a la síntesis de polifosfatos, 7 a fosfomonoesterasas, 7 a Fosfonatasas, 2 a 

fosfodiesterasas, 1 a fosfotriesterasa y 10 a sistemas de transporte de moléculas asociadas a P. 

Esto permitió encontrar diferencias significativas entre el gremio involucrado en la dinámica del 

P predicho en líquenes, sustratos y suelos, reflejando un mayor potencial solubilizador de P 

orgánico en los talos liquénicos. Además, los sistemas predichos sugieren la presencia de 

diferentes vías de reciclaje del P en líquenes de distintos sitios, lo que se refleja en la 

predominancia de vías involucradas en la superación de la privación de P en todos los 

microambientes del sitio con historial de perturbación por incendios, entre las que destacan 

fosfotasas ácidas y alcalinas. A la inversa, en el sitio protegido sin evidencias de perturbación, 

predomina la solubilización de sustratos naturales altamente estables, lo que se refleja en una 

mayor abundancia predicha del marcador de la fitasa y fosfonatasas en líquenes. De este modo, 

aunque la composición de la comunidad bacteriana y el gremio involucrado en la dinámica de P 

son similares en términos de la identificación taxonómica de sus integrantes en líquenes de la 

misma especie creciendo en diferentes sitios, existen diferencias en filogrupos particulares y vías 

de solubilización de P, probablemente debido a su adaptación a las condiciones de cada lugar. 
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ABSTRACT 

Lichens are self-sustaining ecosystems composed of a fungal partner, one or more photosynthetic 

components, and an indeterminate number of microorganisms.  The composition of their bacterial 

community will depend on different intrinsic and extrinsic factors, and this would play important 

roles for the survival of the holobiont, including the recycling of phosphorus (P). Most of the P in 

soils is found in forms that are not available for consumption by organisms, so microorganisms 

are essential for ecosystems as they can increase the bioavailability of P through various 

mechanisms. In this thesis, the bacterial community associated with the thalli and substrates of 

lichens Peltigera rufescens and surrounding soils in two grasslands of the Aysén region in 

southern Chile, one of them located in a site was affected by fires in the past, and with a probable 

decrease in nutrients such as P, and the other in a protected environment without apparent 

disturbances. The aim was to compare the diversity of both the bacterial community and the guild 

potentially involved in P dynamics in lichens of the same species growing in environments with 

similar climatic conditions, but with differences in their developmental histories. 

To address the objectives of the work, the identity of the symbionts was corroborated using 

molecular markers, which confirmed the presence of P. rufescens accompanied by a dominant 

cyanobiont at each site. In addition, the diversity of the microbiome in thalli, substrates and soils 

was studied through the sequencing of amplicons of the 16S gene of bacteria using primers that 

exclude cyanobacteria. It was found that the Proteobacteria, Actinobacteriota, Acidobacteriota and 

Bacteroidota phyla predominated, and it was confirmed that lichens of the same species contain a 

characteristic bacterial microbiome, which is different from the microbiome of the colonized 

environment, detecting some phylotypes in common between sites, as well as other individuals in 

each environment. Microbial networks were also constructed that reflected similar structures 
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among the microbiomes of the lichen thalli, but presented different keystone taxa between sites, 

suggesting that the composition of the lichen microbiome would depend on both, the identity of 

the lichen and the environment where it grows. 

To evaluate the potential guild related to P metabolism in the different microenvironments, a 

prediction of the genome of the bacterial guild based on the 16S marker was performed, and a set 

of 31 genes that code for proteins that allow the study of phosphorus recycling was reviewed, 

which include 2 genes related to solubilization of Pi, 1 to degradation and another to synthesis of 

polyphosphates, 7 to phosphomonoesterases, 7 to phosphonatases, 2 to phosphodiesterases, 1 to 

phosphotriesterases and 10 transport systems of molecules associated with P. This allowed us to 

find significant differences between the guild involved in the dynamics of predicted phosphorus 

in lichens, substrates, and soils, reflecting a greater solubilizing potential of organic phosphorus 

in lichen thalli. In addition, the predicted systems suggest the presence of different P recycling 

pathways in lichens from different sites, which is reflected in the predominance of pathways 

involved in overcoming phosphorus deprivation in all microenviroments of the site, in the site 

with history of disturbance by fires, among which acid and alkaline phosphatases stand out. 

Conversely, in the protected site without evidence of disturbance, solubilization of highly stable 

natural substrates predominates, which is reflected in a higher predicted abundance of the marker 

phytase and phosphonatases in lichens.  

In this way, although the composition of the bacterial community and the guild involved in P 

dynamics are similar in terms of the taxonomic identification of their members in lichens of the 

same species growing in different sites, there are differences in particular phylogroups and 

pathways of solubilization of P, probably due to its adaptation to the conditions of each place.
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Líquenes 

Los líquenes son conocidos como una asociación simbiótica mutualista conformada por un hongo, 

denominado micobionte, y uno o dos compañeros fotosintéticos conocidos como fotobiontes, los 

cuales pueden ser un alga verde o una cianobacteria (Nash, 2008). La mayoría contienen un alga 

verde, mientras que solo un 10% contiene una cianobacteria, y entre un 2-4% presenta ambos 

fotobiontes (Grimm et al., 2021). En esta interacción, el micobionte provee refugio y minerales a 

sus compañeros, mientras que el fotobionte suministra carbono (C) orgánico fijado por medio de 

la fotosíntesis, y nitrógeno (N) en caso de ser una cianobacteria (Nash, 2008). Los líquenes 

constituyen parte de la flora criptogámica y son uno de los más diversos y antiguos estilos de vida 

simbionte (Honegger et al., 2013), presentan una alta tolerancia al estrés y son capaces de colonizar 

la mayoría de los ecosistemas terrestres, incluyendo zonas con condiciones extremas como sitios 

tropicales, desiertos, regiones polares, sitios de alta montaña, entre otros, y se estima que cubren 

cerca del 8% de la superficie del planeta (Asplund & Wardle, 2017; Nash, 2008). 

Su alta capacidad colonizadora también se refleja en su habilidad para crecer sobre una gran 

variedad de sustratos, incluidos suelos, rocas, plantas, huesos, e incluso en materiales artificiales 

(Nash, 2008). Además, los líquenes juegan un rol vital en los ecosistemas, contribuyendo a la 

fijación atmosférica del C y N, y a la colonización y formación de suelos (Asplund & Wardle, 

2017). Los líquenes son generalmente longevos y de crecimiento lento, y para un desarrollo 

exitoso necesitan un equilibrio entre la adquisición de C, y la disponibilidad de N y fósforo (P).  

La capacidad de los líquenes para desarrollarse en diversos ambientes y sustratos tiene relación 

con su estilo de vida simbionte de carácter mutualista. Estudios recientes han puesto en evidencia 
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que los líquenes, además de componerse por los simbiontes clásicos (micobionte y fotobiontes), 

albergan una microbiota con una gran diversidad filogenética, incluyendo hongos, bacterias, 

arqueas, entre otros (Grimm et al., 2021; Hawksworth & Grube, 2020; Sigurbjörnsdóttir et al., 

2015). Esta microbiota no solo favorece el desarrollo del liquen, sino que sería un componente 

clave para su supervivencia en ecosistemas hostiles, e incluso dificultando hasta hoy su cultivo en 

el laboratorio; también se ha planteado que podría influir en sus características fenotípicas, 

dificultando su identificación basada en caracteres morfológicos (Grimm et al., 2021; Spribille, 

2018). Considerando la relevancia que ha tomado la microbiota en el estudio de líquenes, se ha 

propuesto que la definición de los líquenes debería tener en cuenta también a esta gran diversidad 

de microorganismos (Aschenbrenner et al., 2016; Nazem-Bokaee et al., 2021). Es así como los 

líquenes han sido redefinidos como ecosistemas complejos autosostenibles conformados por los 

simbiontes clásicos y un número indeterminado de otros microorganismos (Hawksworth & Grube, 

2020). 

1.2. Comunidades bacterianas asociadas a líquenes. 

A principios del siglo XX, en los primeros acercamientos sobre la microbiota liquénica, se dieron 

las primeras luces sobre su rol en el metabolismo de nutrientes para la comunidad (Aschenbrenner 

et al., 2016). Décadas más tarde se realizaron los primeros análisis moleculares en aislados 

bacterianos, que revelaron que los grupos dominantes de la microbiota cultivable de líquenes 

serían de los filos Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes (Sigurbjörnsdóttir et al., 2016). Sin 

embargo, los métodos dependientes de cultivo revelan un muy bajo porcentaje de la diversidad 

bacteriana de muestras ambientales (0,001-15%) (Amann et al., 1995).  

Considerando las limitaciones de los acercamientos clásicos y el rápido avance de las herramientas 

tecnológicas, se comenzaron investigaciones con métodos independientes de cultivo, las cuales 
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confirmaron una alta cantidad de bacterias asociadas a líquenes, estructuradas en forma de 

biopelícula en las superficies de los talos (Aschenbrenner et al., 2014, 2016; Bates et al., 2011; 

Grimm et al., 2021; Grube et al., 2009; Hodkinson et al., 2012). Asimismo, se confirmó que la 

composición de las comunidades bacterianas difiere entre especies de líquenes (Almendras, 2022), 

y que en la mayoría de los casos estarían dominadas por alfaproteobacterias (Aschenbrenner et al., 

2016; Grube et al., 2009; Leiva et al., 2021). Además, se vio que varios filos bacterianos 

predominantes en líquenes coinciden con filos predominantes en suelos, como son Proteobacteria, 

Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes, Verrucomicrobia, 

entre otros (Bates et al., 2011; Cardinale et al., 2012; Castañeda & Barbosa, 2017; Delgado-

Baquerizo et al., 2018; Grube et al., 2015; Leiva et al., 2021; Maier et al., 2014; Sigurbjörnsdóttir 

et al., 2015). 

Los factores que afectan la diversidad y estructura del microbioma de líquenes han sido 

categorizados en dos grupos, (i) factores intrínsecos, como son la identidad de los simbiontes 

principales, de los cuales dependen la producción de metabolitos y la actividad de diferentes 

enzimas que definirían el microecosistema colonizable por bacterias (Almendras, 2022; Bates et 

al., 2011; Grube et al., 2009; Hodkinson et al., 2012; Leiva, D., Clavero-León, C., Carú, M., 

Orlando, 2016); y (ii) factores extrínsecos, como es el ambiente y el contexto geográfico donde 

los líquenes habitan (Almendras, 2022; Cardinale et al., 2008; Hodkinson et al., 2012; Ramírez-

Fernández et al., 2014). Así, el crecimiento y estructura del componente microbiano en líquenes 

está dado por una combinación de condiciones que influyen sobre la superficie de estos. 

Se ha planteado que la adquisición del microbioma liquénico podría ocurrir a través de: (i) la 

transmisión vertical durante la reproducción vegetativa, en donde los propágulos podrían cargar 

parte de la comunidad bacteriana predecesora al propagarse a un nuevo sitio, ya que talos y 

propágulos comparten gran parte de los taxones dominantes (Aschenbrenner et al., 2014); y (ii) 
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transmisión horizontal, donde parte de la microbiota puede ser reclutada desde el sustrato donde 

crecen los líquenes, ya que a pesar de que las comunidades microbianas asociadas a los talos son 

distintas a las que se encuentran en el sustrato adyacente, existen filotipos microbianos que se 

comparten, sugiriendo que los líquenes podrían adquirir y enriquecer bacterias a partir de los 

sustratos (Almendras et al., 2018; Leiva et al., 2021; Leiva, D., Clavero-León, C., Carú, M., 

Orlando, 2016; Muster, 2019). En particular, con respecto a grupos bacterianos del microbioma 

del liquen con funciones específicas (e.g., fijación de N), se ha sugerido que estos se pierden 

durante la dispersión de propágulos vegetativos del liquen, adquiriendo grupos bacterianos mejor 

adaptados al nuevo ambiente y que lleven a cabo las mismas funciones (Cardinale et al., 2012). 

De este modo, la adquisición de la comunidad bacteriana asociada a los líquenes estaría dada por 

una mezcla del microbioma predecesor y el microbioma del sitio colonizado.  

El microbioma estaría cumpliendo funciones claves para la supervivencia del liquen, tales como 

suministro de compuestos esenciales, protección contra compuestos tóxicos, resistencia al estrés 

biótico y abiótico, desintoxicación, degradación de partes viejas del talo del liquen y suministro 

de nutrientes, entre otras (Grimm et al., 2021; Grube et al., 2015; Sigurbjörnsdóttir et al., 2015). 

Respecto al suministro de P, se han realizado estudios con acercamientos clásicos, como la 

caracterización de cepas cultivables (Grube et al., 2009; Liba et al., 2006), y genómicos, como la 

revisión de contigs bacterianos relacionados a la solubilización de P en análisis metagenómicos, 

que han reportado una alta capacidad solubilizadora de P (Cernava et al., 2017; Sigurbjörnsdóttir 

et al., 2015), sugiriendo que la microbiota asociada a líquenes podría estar cumpliendo un 

importante rol en la simbiosis mediante el suministro de este nutriente esencial y poco 

biodisponible. 

  



 

 

5 

 

1.3. Ciclo del fósforo 

El fósforo (P) es considerado uno de los principales macronutrientes involucrados en el desarrollo 

de los organismos. Una gran diversidad de procesos biológicos depende de este elemento, al 

formar parte de moléculas claves en procesos genéticos, energéticos y estructurales de la célula, 

como son el DNA, RNA, proteínas, fosfolípidos, ATP, GTP, NADPH, entre otras (Elser & 

Bennett, 2009; Jones & Oburger, 2011; Sindhu et al., 2014; Stosiek et al., 2020). El P puede llegar 

a ser muy abundante, sin embargo, la mayoría de sus formas no están biodisponible para el 

consumo por la biota, y por tanto es un nutriente limitante en la productividad biológica en los 

ecosistemas (Plante, 2007; Yadav & Verma, 2012; Yang & Post, 2011).  

El P se encuentra en diferentes formas, y según el tipo de molécula al que se encuentre asociado 

se definen diferentes especies de P inorgánico (Pi) y orgánico (Po) (Kruse et al., 2015). Los 

compuestos de Pi se encuentran principalmente como minerales primarios, derivados directamente 

del material parental, y minerales secundarios, como formas amorfas y cristalinas de aluminio, 

hierro y calcio. Por otra parte, los compuestos de Po provienen de compuestos biológicos liberados 

al suelo como desechos de animales, plantas y microorganismos, y forman parte de sustancias 

húmicas y moléculas como fosfolípidos, fosfatos de azúcares, entre otros (Sims & Pierzynski, 

2005). La proporción de estos compuestos depende de las características del sitio, desarrollo del 

suelo, grado de colonización, entre otros factores que intervienen en el reciclaje de P (Negassa & 

Leinweber, 2009; Sims & Pierzynski, 2005; Yadav & Verma, 2012).  

A pesar de los altos niveles de P que se pueden encontrar en algunos suelos, sólo aproximadamente 

un 1% se encuentra en formas solubles (Ps) aptas para la incorporación por la biota, i.e. iones 

ortofosfato PO4
3-, H2PO4

-, HPO4
2- y H3PO4 (Kishore et al., 2015). Esto se debe a que las formas 

de Ps son altamente reactivas a la precipitación (Hinsinger, 2001), conversión en complejos 

(Guschina et al., 2003) y rápida asimilación por la biota (Sims & Pierzynski, 2005). 
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El P cambia a través de reacciones que involucran el suelo y su biota circundante (Filippelli, 2008; 

Kruse et al., 2015). Cuando el suelo comienza su desarrollo, todo el P se encuentra en forma de 

mineral primario en la roca parental, principalmente como apatita. El desgaste de estos minerales 

primarios es considerado la fuente principal de entrada de Pi a los sistemas ecológicos (Kruse et 

al., 2015; Sims & Pierzynski, 2005; Yang & Post, 2011). Otras entradas de P a los ecosistemas 

naturales son los residuos vegetales, animales y microbianos, y en menor medida se produce el 

ingreso por fuentes atmosféricas (Kruse et al., 2015; Tipping et al., 2014) (Figura 1). 

El P cambia de forma gracias a reacciones de sorción y desorción, disolución y precipitación, e 

inmovilización y solubilización (Jones & Oburger, 2011; Kruse et al., 2015). Los procesos de 

sorción y precipitación son denominados "fijación de P" y constan de la reacción de intercambio 

de P con grupos funcionales en la superficie del suelo, como pueden ser minerales de calcio, hierro 

y aluminio (Frossard et al., 2000; Sui & Thompson, 2000). De forma contraria, los procesos de 

desorción y disolución corresponden a fenómenos transformadores de Pi y Po a Ps, y tienden a ser 

fenómenos de abastecimiento lento, con cinéticas de reacción determinadas principalmente por 

las características intrínsecas del suelo (Rossi, 2011; Yadav et al., 2012). Por otro lado, los 

procesos de inmovilización y solubilización dependen principalmente de la actividad de los 

microorganismos (Jones & Oburger, 2011). Los microorganismos inmovilizadores de P 

incorporan Ps a la biomasa microbiana al asimilarlo en constituyentes celulares, o promoviendo 

la formación de precipitados inorgánicos, inmovilizando temporalmente el P (Plante, 2007). Por 

otra parte, en la solubilización, los microorganismos convierten el P insoluble en Ps mediante 

mecanismos como la producción de compuestos disolventes de minerales, liberación de enzimas 

extracelulares y solubilización y liberación de P intracelular (Jones & Oburger, 2011; Park et al., 

2022)(Figura 1). 

Por último, la salida de P del sistema puede deberse a factores como: (i) erosión por viento, (ii) 
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lixiviación por el arrastre de aguas subterráneas (Sims & Pierzynski, 2005; Yang & Post, 2011); 

y (iii) consumo de P por parte de las plantas y microorganismos (Filippelli, 2008; Kruse et al., 

2015). De este modo, el equilibrio entre las distintas especies de P se sostiene gracias a la acción 

combinada de diversos mecanismos (Lambers et al., 2008), en donde los microorganismos 

cumplen un rol esencial en los procesos del ciclo del P (Jones & Oburger, 2011) (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Ciclo del P en el suelo. Se muestran las entradas (amarillo) y salidas (morado) de P en 

el sistema, las categorías de Po (verde), Pi (rosado) y Ps (celeste), y transformaciones (blanco). 
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1.4. El rol de los microorganismos en la transformación del fósforo  

 

A lo largo de su evolución, los microorganismos desarrollaron estrategias bioquímicas efectivas 

que les permitieron adquirir P de una amplia gama de compuestos, y hoy poseen diversos 

mecanismos para la liberación Ps al suelo, jugando un rol esencial en su reciclaje en ambientes 

naturales (Acevedo et al., 2014; Stosiek et al., 2020). 

El P puede encontrarse en diferentes formas más o menos susceptibles al consumo biológico y la 

degradación bacteriana (Negassa & Leinweber, 2009; Sims & Pierzynski, 2005; Yadav & Verma, 

2012). Los microorganismos pueden aumentar los niveles de Ps o la movilidad de Po a través de 

mecanismos directos, como la producción de enzimas solubilizadoras de P, o indirectos, como la 

producción de enzimas de transporte de P y proteínas de regulación (Tanuwidjaja et al., 2021). El 

estudio de diversas proteínas ha permitido dilucidar parte de estas estrategias (Bergkemper et al., 

2016; Grafe et al., 2018; Tanuwidjaja et al., 2021) (Figura 2).  

Para la solubilización de Pi, los microorganismos utilizan mecanismos como la liberación de 

ácidos orgánicos (Alori et al., 2017), lo cual permite la solubilización de P desde minerales 

fosfóricos mediante una reacción de intercambio del ácido orgánico ionizado por el grupo fosfato, 

o a través de la formación de complejos insolubles del ácido con metales asociados a P (i.e 

quelación), favoreciendo la consecuente liberación del fosfato (Kpomblekou & Tabatabai, 1994). 

La oxidación directa de la glucosa a ácido glucónico mediante la enzima glucosa deshidrogenasa 

(codificada por el gen gcd) dependiente del cofactor quinona pirroloquinona (PQQ), es uno de los 

principales mecanismos de solubilización de Pi extracelular estudiados en bacterias (An & Moe, 

2016; Sharma et al., 2013; Sindhu et al., 2014), siendo la solubilización de P resultado de la 

acidificación del medio, y no de la actividad de esta enzima. 

A nivel intracelular, otras enzimas se involucran en la liberación de Pi, como la pirofosfatasa 
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inorgánica (codificada por el gen ppa), que cataliza la hidrólisis del pirofosfato a ortofosfato 

(Gilliam & Sample, 1968; Hashimoto et al., 1969; Hossner & Phillips, 1971)) y es importante en 

el control de los niveles de pirofosfato intracelulares (R. Lahti, 1983), y las polifosfato quinasa y 

exopolifosfatasa que están involucradas en la síntesis y degradación de polifosfatos (codificadas 

por los genes ppk y ppx, respectivamente), y cumplen un importante rol en el uso de almacenes 

internos de polifosfatos, lo que se ha relacionado con mecanismos de superación de 

desabastecimiento de P (Tanuwidjaja et al., 2021; Wu et al., 2022) (Figura 2).   

Respecto a la solubilización de Po, las enzimas microbianas han sido clasificadas en grupos 

dependiendo del sustrato sobre el que actúan: (i) fosfatasas, (ii) fitasas y (iii) fosfonatasas y C-P 

liasas (Bergkemper et al., 2016). Las fosfatasas han sido clasificadas en fosfomonoesterasas, 

fosfodiesterasas y fosfotriesterasas según el número de enlaces éster del sustrato (Dick, 2011). 

Entre las fosfomonoesterasas, se reconocen los grupos de fosfatasas ácidas (codificadas por los 

genes phoN, aphA y OlpA) y alcalinas (codificadas por los genes phoX, phoB, phoA, phoD), que 

tienen mayor actividad según su pH óptimo y son predominantes en suelos ácidos y alcalinos, 

respectivamente (Nannipieri et al., 2011). Las fosfodiesterasas están involucradas en la 

degradación de ácidos nucleicos, fosfolípidos y otras moléculas orgánicas (Dick, 2011). Entre 

ellas encontramos a las enzimas codificadas por los genes ugpQ y glpQ, que hidrolizan diésteres 

de glicerofosforilo a glicerol-3-fosfato (G3P) en el citoplasma y periplasma, respectivamente 

(Martín & Liras, 2021); la nucleotidasa codificada por el gen ushA, la cual se ha visto que puede 

ser secretada por microorganismos en condiciones de inanición de P (Martín & Liras, 2021; 

Rittmann et al., 2005); y la fosfolipasa (codificada por el gen plc), que cataliza la hidrólisis de 

fosfolípidos en ácidos grasos y otras sustancias lipofílicas, y es responsable de la desestabilización 

de las membranas y la señalización celular (Titball & Rood, 1998). Por último, en la categoría de 

las fosfotriesterasas, encontramos una enzima dependiente de metales, codificada por el gen opd, 
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capaz de degradar organofosfatos (Latip et al., 2019) (Figura 2).   

Por otro lado, las fitasas son una categoría especial de las fosfomonoesterasas, que son capaces de 

liberar P desde el fitato, la principal forma de P en semillas y polen, el cual es muy estable y poco 

soluble (Konietzny & Greiner, 2004; Sindhu et al., 2014). Las fitasas han sido clasificadas como 

3-fitasa (codificada por el gen phyK) y 4-fitasa (codificada por el gen appA), indicando el número 

inicial la posición del grupo éster en el fitato en el cual se inicia la hidrólisis secuencial de este 

derivado fosforilado del inositol (Figura 2). 

Finalmente, las fosfonatasas y C-P liasas llevan a cabo la degradación no específica de 

organofosfonatos, moléculas que contienen enlaces C-P químicamente estables y altamente 

resistentes (McGrath et al., 2013). Los fosfonatos son metabolitos primarios y secundarios (e.g. 

antibióticos), que son incorporados en lípidos y glucanos, y son utilizados como fuentes de C, N 

y P (Murphy et al., 2021; Seweryn et al., 2015). Una de las vías para catalizar la formación de 

estos compuestos es el complejo C-P liasa, el cual presenta una amplia especificidad de sustrato. 

Este sistema multienzimático es codificado por el operón phn, que contiene 14 genes (phnC a 

phnP) y presenta una diferente estructura o composición en distintas cepas, siendo los genes 

phnGHIJKLM necesarios para el clivaje del enlace C-P (Stosiek et al., 2020). El fosfonato más 

predominante en la naturaleza es el ácido 2-aminoetilfosfónico (2AEP) (Chin et al., 2016; 

Horsman & Zechel, 2017) y puede ser utilizado por algunos organismos como fuente de P (Stosiek 

et al., 2020). Se han caracterizado varios sistemas de degradación específicos de 2AEP en los 

últimos años (A. R. J. Murphy et al., 2021), incluidos los sistemas: (i) “2AEP transaminasa (PhnW) 

- fosfonoacetaldehído hidrolasa (fosfonatasa PhnX)”, (ii) “fosfonoacetaldehído deshidrogenasa 

(PhnY) - fosfonoacetato hidrolasa (PhnA), y (iii) fosfonato dioxigenasa (PhnY *) - fosfohidrolasa 

(PhnZ) (Murphy & Riley, 1962). Además, se han caracterizado dos sistemas de transporte de 

2AEP: (i) el sistema PhnSTUV, transportador de casete de unión a ATP (ABC), y (ii) el sistema 
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phnCDE, que además es capaz de transportar Pi con una afinidad relativamente alta, siendo su 

expresión reprimida por la proteína PhnF (Martín & Liras, 2021). Estudios de los sistemas de 

transporte de 2AEP han mostrado que, durante su metabolismo, además se estaría exportando Pi 

desde la célula (Murphy et al., 2021). La mayoría de los genes mencionados, son regulados por el 

sistema de dos componentes compuesto por las proteínas codificadas por los genes phoR, phoB y 

phoU, los cuales conforman el regulón Pho, y son inducidos en periodos de inanición de P (Grafe 

et al., 2018)(Figura 2).  

Por otro lado, los microorganismos también compiten por el P disponible, y tienen sistemas 

eficientes de absorción de P. Los más prominentes son el transportador de alta afinidad específico 

de fosfato PstSCAB, y el transportador de baja afinidad de fosfato inorgánico Pit (Wanner, 1993; 

Willsky et al., 1973). Además, están los sistemas transportadores de G3P ugpBAEC y ugpBACQ, 

y una permeasa de G3P denominada GlpT (Martín & Liras, 2021; Tanuwidjaja et al., 2021), los 

cuales se han asociado a la supervivencia ante inanición de P y abastecimiento de Pi al medio, ya 

que el transporte de G3P por el sistema Ugp conduce al aumento de la concentración interna de P 

(Park et al., 2022; Xavier et al., 1995), y a la vez un alto nivel de P interno estimula la captación 

de G3P por el sistema GlpT, que capta G3P intercambiando P, y así equilibra el nivel intracelular 

de Pi al liberarlo al medio extracelular (Park et al., 2022; Xavier et al., 1995) (Figura 2). 

De este modo, el estudio de diversas proteínas asociadas a distintos mecanismos de solubilización, 

almacenaje y liberación de P permitiría entender, en parte, los posibles mecanismos de obtención 

de P y supervivencia ante escasez de este nutriente que presentarían los distintos grupos 

bacterianos en diferentes ambientes. 
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Figura 2. Esquema que representa la función asociada a la solubilización del P de diferentes 

enzimas. En tonos cálidos se muestran las enzimas involucradas en la solubilización de Pi, y en 

colores fríos de Po. 
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1.5. Planteamiento del problema 

 

Los líquenes contribuyen significativamente en el ciclo de minerales a escala global (Grimm et 

al., 2021), y su rol depende en gran medida de la participación de su microbiota. En cuanto al P, 

se ha observado que es un macronutriente limitante en el crecimiento de cianolíquenes (McCune 

& Caldwell, 2009) e incrementa la fijación de N en cianolíquenes Peltigera (Weiss et al., 2005).  

Los líquenes reciben su asignación taxonómica por la identidad del micobionte (Nash, 2008), y en 

el caso de los líquenes Peltigera del sur de Chile están acompañados por cianobacterias del género 

Nostoc (Orlando et al., 2021; Zúñiga et al., 2015). Estudios sobre su gremio solubilizador de P en 

organismos creciendo en praderas y bosques de Chile, han descrito que el reciclaje de P, tanto en 

talo como sustrato, estaría influido por el microambiente que genera el liquen según su identidad, 

siendo diferente entre distintas especies en un mismo sitio (Almendras, 2022), pero presentando 

filogrupos comunes, sugiriendo que parte de la microbiota de los líquenes estaría siendo reclutada 

desde el ambiente, ya que probablemente está mejor adaptada a cada sitio (Pezoa, 2021). 

En el presente estudio, se revisará la comunidad microbiana de líquenes Peltigera rufescens 

creciendo en dos praderas de la región de Aysén, Chile. P. rufescens es una especie cosmopolita 

ampliamente extendida, con crecimiento preferente en ambientes libres de cobertura arbórea y con 

baja disponibilidad de nutrientes. Estos líquenes han sido encontrados al sur de Chile (Orlando et 

al., 2021), un ambiente con variados paisajes forestales e intervenidos. 

La región de Aysén es un lugar interesante para el estudio de diversidad de líquenes ya que debido 

a sus condiciones climáticas y topográficas presenta un gran potencial de diversidad y biomasa 

liquénica (Quilhot et al., 2012). Los suelos de esta región son derivados de depósitos de ceniza 

volcánica, conocidos como Andisoles, los cuales poseen una alta fijación de P (Besoain, 1985), y 
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por tanto una baja disponibilidad de su forma soluble. La supervivencia de líquenes P. rufescens 

en ambientes con baja disponibilidad de P, como sitios libres de cobertura arbórea y suelos 

andisoles, sugiere que podría presentar estrategias interesantes en el reciclaje de P en su 

microbioma (Almendras, 2022; Pezoa, 2021). 

Los sitios de estudio de este trabajo consisten en dos praderas de la región de Aysén con 

diferencias en el desarrollo de sus suelos. Ambos sitios se ubican en áreas protegidas ubicadas en 

sectores de bosque nativo (44º - 49º S) que sufrieron incendios intencionales de gran escala entre 

los años 1930 y 1950 (Quintanilla, 2008). Sin embargo, una de ellas, la Reserva Nacional 

Coyhaique, presenta una mayor intervención humana, ya que se crea en respuesta directa a la 

necesidad de proteger suelos de laderas que quedaron expuestas a la erosión luego de los 

prolongados incendios, y posteriormente fue consolidado como un sitio de experimentación de 

especies forestales, principalmente introducidas (CONAF, 2009). Esto podría haber generado una 

reducción permanente del P en el sitio, ya que durante estos eventos la mayor parte del Po de las 

capas superficiales del suelo se convierte en Ps, el cual es susceptible de perderse por lixiviación 

y erosión, lo que, sumado a la pérdida de incorporación biótica posterior a un incendio, pueden 

reducir de forma permanente el contenido de P en el suelo (Boerner, 1982; Certini, 2005). Por otro 

lado, el segundo sitio, correspondiente al sector Tamango del Parque Nacional Patagonia, aunque 

no está exento de áreas incendiadas, ha presentado una menor intervención humana, 

principalmente debido a que al momento de ser considerado área protegida constituía el único 

lugar próximo a la ciudad de Cochrane donde se podía encontrar un ambiente boscoso, sin graves 

alteraciones (CONAF, 1986; Tomé et al., 2007). 

El propósito de este trabajo fue evaluar las diferencias y similitudes del microbioma bacteriano en 

líquenes de la misma especie creciendo en dos praderas con diferente historia de desarrollo, y 

predecir el gremio bacteriano relacionado con el reciclaje de P en cada contexto.   
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1.6. Hipótesis  

Líquenes Peltigera rufescens creciendo en dos praderas con diferentes historias de desarrollo 

presentan una diversidad similar a nivel de su comunidad bacteriana, pero a nivel del gremio 

relacionado con el metabolismo del fósforo predominan las vías involucradas en la superación de 

la privación de este nutriente en la pradera con mayor perturbación antrópica.    

1.7. Objetivo general  

Comparar la diversidad de la comunidad bacteriana y el gremio relacionado al metabolismo del 

fósforo en los talos y sustratos de cianolíquenes Peltigera rufescens y los suelos aledaños de dos 

praderas con diferente perturbación antrópica. 

 

1.8. Objetivos específicos   
 

● Identificar molecularmente los simbiontes de líquenes Peltigera rufescens creciendo 

en dos praderas con diferente perturbación antrópica. 

● Determinar la diversidad de la comunidad bacteriana asociada a los talos y sustratos 

de líquenes Peltigera rufescens y los suelos aledaños en dos praderas con diferente 

perturbación antrópica. 

● Determinar la diversidad del gremio relacionado al metabolismo del fósforo asociado 

a los talos y sustratos de líquenes Peltigera rufescens y los suelos aledaños en dos 

praderas con diferente perturbación antrópica. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Sitios de estudio y recolección de muestras 

Los dos sitios de estudio se ubican en la región de Aysén, y están distanciados por  ̴ 190 km con 

una diferencia principalmente latitudinal: la Reserva Nacional Coyhaique (COY) y el Parque 

Natural Patagonia, sector Tamango (TAM). Ambos sitios corresponden a praderas colindantes con 

bosques caducifolios dominados por Nothofagus, en particular ambientes reconocidos como 

estepa patagónica (Figura 3). Estas áreas representan 2 de las 9 ecorregiones del sector basadas en 

el sistema de clasificación climática de Köeppen, templada húmeda intermedia en COY y 

templada seco estival en TAM, presentando temperaturas y precipitaciones medias anuales 

similares, pero diferencias climáticas más marcadas entre estaciones en TAM, presentando nieves 

y heladas invernales y climas secos durante el verano (CONAF, 2019; Tomé et al., 2007).  

En cada sitio se realizó un muestreo dirigido para la selección de líquenes Peltigera rufescens, 

considerando los antecedentes sobre su predominancia en ambientes de pradera al sur de Chile, y 

su amplia distribución y abundancia tanto a nivel mundial como nacional (Orlando et al., 2021; 

Zúñiga et al., 2015). La identificación macroscópica se realizó a través del reconocimiento de 

estructuras características de la especie, utilizando los datos de galerías fotográficas y claves  

taxonómicas  (Brodo et al., 2001; Nash et al., 2004), reconociendo a los especímenes P. rufescens 

por su morfología foliosa con tonalidades pardo grisáceo, abundantes rizinas, e idealmente con 

presencia de  apotecios de aproximadamente 5 mm en la superficie superior de las puntas de los 

lóbulos (Nash et al., 2004; Orlando et al., 2021) (Figura 3). Se recolectaron sólo aquellos líquenes 

que crecían sobre suelo y con un tamaño apto para su uso posterior. Cada muestra constó de un 

fragmento de talo liquénico y su respectivo sustrato adyacente, las cuales fueron almacenadas en 

bolsas de papel para disminuir la humedad y conservar el espécimen. En cada sitio se determinó 
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un transecto de aproximadamente 100 m, y se recolectaron 41 muestras en TAM y 31 en COY 

(Anexo Tabla 1), las cuales fueron nombradas de acuerdo con el set de muestras recolectadas por 

el equipo de trabajo del Laboratorio de Ecología Microbiana de la Universidad de Chile (LEMi) 

(Orlando et al., 2021). Además, se recolectaron muestras de suelo superficial distribuidas a lo 

largo de los transectos de cada sitio (10 en TAM y 8 en COY). La ubicación de cada muestra 

recolectada fue georreferenciada mediante GPS (Anexo Tabla 1), y se transportaron en recipientes 

tipo cooler a baja temperatura. 

 

 

Figura 3. (A y B) Sitios Coyhaique (C en naranjo) y Tamango (T en verde) ubicados en la región 

de Aysén Chile (en amarillo). (C) Sitio de pradera de ambiente tipo estepa patagónica (Tamango), 

y (D) morfología de Peltigera rufescens, destacando visión completa, apotecios y rizinas de 

izquierda a derecha. 
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2.2. Identificación de los simbiontes principales: Micobionte y Fotobionte. 

2.2.1. Extracción de DNA desde el talo liquénico. 

Para cada muestra se separó cuidadosamente el talo de su sustrato utilizando pinzas y pinceles 

previamente lavados con etanol 70%. Parte de los talos de cada liquen y el sustrato adyacente 

recuperado se almacenaron a -20°C, mientras que el resto de talo se guardó a temperatura 

ambiente.  

Aproximadamente 0,02-0,03 g de talo liquénico, se colocaron en tubos de 2 ml con perlas de vidrio 

de 0,5 y 1 mm, y una perla de cerámica de ¼ de pulgada. Posteriormente, el talo fue fraccionado 

mecánicamente en el homogeneizador FastPrep®-24 (MP Biomedicals, USA), por 30 s a 6 m/s. 

El DNA se extrajo mediante un protocolo con CTAB de acuerdo con lo descrito por Gardes & 

Bruns (1990) con modificaciones menores, como extensión de tiempos de incubación en frio (2 h 

y 16 h) y de centrifugación (15 min). Las muestras obtenidas se almacenaron a −20°C hasta su 

uso posterior.    

2.2.2. Amplificación de los marcadores moleculares 

Para la identificación de los simbiontes clásicos se amplificaron tres marcadores moleculares, dos 

para micobionte y uno para cianobionte. Para el hongo, los marcadores corresponden a (1) el gen 

del rRNA 28S, que codifica para la subunidad mayor del ribosoma y al cual nos referiremos como 

LSU, y (2) la región ribosomal que separa los genes de la subunidad mayor y menor del ribosoma 

y a la cual nos referiremos como ITS (Internal Transcribed Spacer). Para la cianobacteria, se 

utilizó (3) el gen codificante para la subunidad menor del ribosoma rRNA 16S de cianobacterias 

y al cual nos referiremos como SSU. Las amplificaciones se realizaron utilizando las parejas de 

partidores (1) LIC24R - LR7, (2) ITS4 - ITS1F y (3) PCR1 y PCR18, respectivamente para cada 
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marcador (Gardes & Bruns, 1993; Miadlikowska & Lutzoni, 2000; Moncalvo et al., 1993; White 

et al., 1990; Wilmotte et al., 1993). Todas las reacciones 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), y las amplificaciones se llevaron a cabo en 

un termociclador BioRad T100, utilizando las condiciones descritas en Veas-Mattheos (2019) para 

cada pareja de partidores.    

Se determinó la pureza y tamaño de los productos de PCR por electroforesis, en geles de agarosa 

al 2% (p/v) en amortiguador TAE 1X y teñidos con GelRed™ (Biotium). En caso de 

amplificaciones inespecíficas en algunas de las reacciones, se purificó la banda de interés desde 

el gel de agarosa utilizando el kit “Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) según 

las indicaciones del fabricante. Los amplicones se secuenciaron en sentido directo, y en sentido 

reverso en caso de requerir secuencias consenso, utilizando un analizador genético 3730 (Applied 

Biosystems; Macrogen Inc., Corea), y los electroferogramas obtenidos se revisaron y editaron 

manualmente utilizando el programa SnapGene® software (GSL Biotech).  

2.2.3. Identificación de los pares simbiontes 

Las secuencias revisadas se alinearon en el servidor MAFFT versión 7 (Katoh & Standley, 2013; 

Pais et al., 2014; disponible en https://mafft.cbrc.jp (2021)) para cada marcador de manera 

independiente, y se definieron haplotipos (secuencias 100% idénticas) a través de una revisión 

visual en Mega X (Kumar et al., 2018). 

Para una primera aproximación de la identidad de los simbiontes, una secuencia representante de 

cada haplotipo se comparó con las secuencias nucleotídicas depositadas en GenBank (Benson et 

al., 2011) utilizando la herramienta BLASTn (Altschul et al., 1990).  

El análisis filogenético para los marcadores LSU e ITS de los micobiontes se llevó a cabo en la 

https://mafft.cbrc.jp/
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plataforma T-BAS (Carbone et al., 2019).  Para ello, se definieron las parejas únicas de LSU e ITS 

en el conjunto de muestras, se alinearon las secuencias de cada marcador de manera independiente 

en el servidor MAFFT versión 7 (Katoh & Standley, 2013; Pais et al., 2014; disponible en 

https://mafft.cbrc.jp (2021)), se definieron las regiones ambiguas del alineamiento de cada 

marcador con la herramienta TCS (Chang et al., 2015; disponible en 

http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:Core), y se removieron aquellos nucleótidos con una 

puntuación de calidad de alineamiento menor a 4.  

Las secuencias curadas de los marcadores se concatenaron y se definieron OTUs (Operational 

Taxonomic Units) de acuerdo con su porcentaje de identidad (100% de identidad de las secuencias 

curadas y concatenadas). Una secuencia representante de cada OTU se incorporó a la filogenia 

disponible en la plataforma T-BAS (Carbone et al., 2019), la cual se basa en un análisis 

filogenético de 7 loci y en la cual se posicionan las secuencias concatenadas de los marcadores 

encontrados. El archivo nexus del árbol generado se editó con la herramienta “Interactive Tree Of 

Life” (iTOL) (https://itol.embl.de/about.cgi). Adicionalmente, con el fin de corroborar la 

identificación a nivel de especie de las muestras identificadas en el clado P. rufescens, se comparó 

la región hipervariable del ITS1 (HR-ITS1) de las muestras con las regiones definidas por Magain 

et al. (2018). 

En el caso de los cianobiontes, se seleccionó una secuencia representante de cada haplotipo de 

SSU para realizar un alineamiento mediante el servidor MAFFT versión 7 (Katoh & Standley, 

2013; Pais et al., 2014; disponible en https://mafft.cbrc.jp (2021)) junto con secuencias cercanas 

encontradas en la base de datos de GenBank del NCBI fehacientemente identificadas por otros 

autores (Goffinet et al., 2003; Miadlikowska & Lutzoni, 2000; Zúñiga, 2015). En MEGAX 

(Kumar et al., 2018), se revisó manualmente el archivo fasta para remover las regiones de los 

extremos del alineamiento y las regiones de alineamientos ambiguos (Lutzoni et al., 2000). A 

https://mafft.cbrc.jp/
http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:core
https://itol.embl.de/about.cgi
https://mafft.cbrc.jp/
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partir del conjunto de secuencias curadas, se construyó un árbol filogenético basado en el método 

de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) considerando 5000 iteraciones de boostrap. El archivo 

nexus del árbol generado se editó con la herramienta “Interactive Tree Of Life” (iTOL) 

(https://itol.embl.de/about.cgi).  

2.3. Análisis de comunidades microbianas 

2.3.1. Extracción de DNA de las comunidades microbianas.  

Una vez seleccionadas las muestras de acuerdo con su identidad, se realizó la extracción de DNA 

de las muestras con el kit “DNeasy PowerSoil” (Qiagen) según las indicaciones del fabricante con 

modificaciones en (i) el método de fragmentaron mecánica, para lo que se utilizó el 

homogeneizador FastPrep®-24 (MP Biomedicals, USA) por 30 s a 6 m/s y tubos de 2 ml con 

perlas de vidrio de 0,5 y 1 mm, y una perla de cerámica de ¼ de pulgada. Además, se modificó 

(ii) la cantidad de muestra empleada, que correspondió a 50 mg de talo y 250 mg de sustrato o 

suelo aproximadamente. Con el fin de evaluar la calidad e integridad del DNA obtenido, las 

muestras se visualizaron en geles de agarosa al 2% (p/v) en amortiguador TAE (tris-acetato 40 

mM, EDTA 1mM, pH 8,0), y teñidos con GelRed™ (Biotium). La concentración y calidad del 

DNA extraído se obtuvo utilizando un espectrofotómetro de multiplaca Epoch Micro-Volume 

(Biotek) con el programa Gen5 (Biotek).  

2.3.2. Amplificación del marcador 16S para secuenciación masiva  

Para la amplificación del marcador 16S de la comunidad bacteriana, se utilizó la pareja de 

partidores 515F (Turner et al., 1999) y 904RM modificado (Pezoa, 2021) en un termociclador 

BioRad T100. Cada reacción se preparó con “GoTaq Green Master Mix” (Promega), BSA (0,5 

https://itol.embl.de/about.cgi
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mg/mL) y 10 ng de DNA. Las condiciones de amplificación fueron: Desnaturalización inicial de 

3 min a 94ºC, 30 ciclos: 30 s a 94ºC, 30 s a 60ºC (velocidad de rampeo 0,1 ºC /s) y 30 s a 72ºC, 

con una extensión final de 10 min a 72ºC. Cada reacción se realizó en triplicado y se revisó el 

tamaño de los amplicones en geles de agarosa al 2% (p/v) en buffer TAE y teñidos con GelRed 

(Biotium). Debido a la presencia de bandas inespecíficas, se cortó la banda de interés para cada 

muestra desde el gel y se purificaron con el kit “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega). 

Los productos de PCR purificados se secuenciaron con Illumina MiSeq (300 pb x 2) en Macrogen 

Inc. (Seúl, Corea). 

2.3.3. Análisis de secuenciación masiva  

Las secuencias del 16S de las comunidades bacterianas de líquenes, sustratos y suelos se 

optimizaron con la tubería DADA2 (Callahan et al., 2016) en Rstudio. El flujo de trabajo se realizó 

de manera independiente para cada grupo de muestras: (i) Líquenes Tamango (LiqTAM), (ii) 

Sustratos Tamango (SusTAM), (iii) Suelos Tamango (SueTAM), (iv) Líquenes Coyhaique 

(LiqCOY), (v) Sustratos Coyhaique (SusCOY) y (vi) Suelos Coyhaique (SueCOY). Para cada 

grupo se realizó (1) el corte de los extremos de las secuencias de acuerdo con su calidad (QC) 

(Criterio: promedio de calidad QC ≥30 y cuartil inferior QC ≥28) y la presencia de partidores, (2) 

la inferencia de las secuencias directas y reversas, (3) la fusión de las secuencias directas y 

reversas, (4) la remoción de quimeras, (5) se asignó la taxonomía con IdTaxa (Murali et al., 2018) 

utilizando la base de datos GTDB (Genome Taxonomy Database) (Parks et al., 2018), y (6) se 

construyó un árbol filogenético de las ASVs (Amplicon Sequence Variants) utilizando el paquete 

Phangorn (Schliep, 2011).   

Para manipular los datos se generó un archivo phyloseq con la información para cada tipo de 

muestra (McMurdie & Holmes, 2013), que contiene el recuento de cada ASV por muestra, su 
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taxonomía, un árbol filogenético de las ASVs y los metadatos de las muestras.  

Las ASVs obtenidas para cada conjunto de datos se filtraron, y se conservaron aquellas secuencias 

que cumplieran dos criterios: (1) ser asignada a nivel del dominio Bacteria, y (2) tener más de diez 

lecturas. Para los análisis posteriores se utilizaron diversos paquetes de manipulación de objetos 

phyloseq (e.g. Phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013)), datos de microbioma (e.g. Microbiome 

(Lahti & Shetty, 2017)), estadística (e.g. Rstatix (Kassambara, 2020)), entre otros. En los 

siguientes enlaces, “Enlace - Análisis de secuencias 16S” y “Enlace - Análisis comunidad 

bacteriana”, se encuentran disponible los scripts utilizados para estos análisis en Rstudio. 

2.3.4. Taxa claves en redes de comunidades bacterianas en el talo liquénico 

Las ASVs se clasificaron de acuerdo con su prevalencia en cada conjunto de datos (e.g. LiqTAM), 

definiendo 3 categorías: (i) Peripheral (Prevalencia <40%), (ii) Pan (40%≤ Prevalencia <80%) y 

(iii) Core (Prevalencia ≥80%). La categoría de Core microbioma se comparó con el conjunto 

completo de ASVs (Comunidad completa), a través de revisiones de los índices de diversidad alfa 

y beta. En el siguiente enlace se encuentran disponibles los scripts utilizados para estos análisis en 

Rstudio, “Enlace - Análisis comunidad bacteriana”. 

Para la inferencia de redes microbianas, se utilizaron los conjuntos de datos del Core de líquenes 

P. rufescens, y el método estadístico SPIEC-EASI, el cual permite inferir las redes ecológicas 

microbianas a partir de conjuntos de datos de secuenciación de amplicones. Utilizando las 

herramientas bioinformáticas entregadas por el paquete “SpiecEasi” (Kurtz et al., 2015), además 

de paquetes como “ggnet2”, “phyloseq”, “igraph” y otros, se realizó el análisis estadístico de las 

redes y la construcción de los gráficos.  

Se realizaron análisis estadísticos que caracterizan la transitividad, conectividad y centralidad de 

cada nodo en la red, y se determinaron los ASVs con los valores más altos en cada conjunto de 

https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/1.%20Enlace%20-%20Analisis%20de%20secuencias%2016S.R
https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/2.%20Enlace%20-%20Analisis%20comunidad%20bacteriana.R
https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/2.%20Enlace%20-%20Analisis%20comunidad%20bacteriana.R
https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/2.%20Enlace%20-%20Analisis%20comunidad%20bacteriana.R
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datos (e.g. LiqTAM). El parámetro de transitividad, también llamado coeficiente de agrupamiento, 

mide la probabilidad de que nodos adyacentes al nodo en cuestión estén conectados entre sí. Este 

parámetro estadístico permitió reconocer la identidad a nivel de género y filo de los 100 taxa con 

mayores valores de agrupamiento. Además, se determinaron nodos identificados como keystone, 

que representan taxa potencialmente centrales con un rol importante dentro de la comunidad de 

estudio, que nombraremos como “Taxa claves”. Para ello, se utilizaron los parámetros estadísticos 

de (1) degree, que representa el número de aristas o lazos que posee un nodo con los demás, y 

refleja las relaciones predichas en la red de un nodo en particular con los otros nodos 

(conectividad), y (2) betweenness, que corresponde al número total de rutas más cortas desde todos 

los nodos a todos los otros nodos que pasan a través del nodo de interés, para el cual valores altos 

representan nodos que conectan grupos de nodos que soportan la red (centralidad). Para cada sitio 

se revisó la distribución de los valores degree y betweenness, y se determinaron los valores 

necesarios para la selección de las 30 ASVs por sitio que presentaran los mayores valores para los 

parámetros, y fueron definidas como “taxa claves”. En el siguiente enlace se encuentran disponible 

los scripts utilizados para estos análisis en Rstudio: “Enlace - Análisis redes microbianas y taxa 

claves”. 

2.3.5. Predicción de las funciones asociadas a la solubilización del fósforo 

presentes en los metagenomas 

La predicción de las funciones presentes en los metagenomas se realizó utilizando como archivo 

de entrada el conjunto de los microbiomas de todas las muestras, y se llevó a cabo utilizando el 

software PICRUST2 (Douglas et al., 2020). La tubería completa se ejecutó utilizando el comando 

picrust2_pipeline.py, que realiza la ubicación de la secuencia de interés en un árbol de referencia 

de secuencias del 16S (20.000 ASVs aprox.), y una posterior predicción de los genes ocultos en 

https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/3.%20Enlace%20-%20Analisis%20redes%20microbianas%20y%20taxa%20claves.R
https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/3.%20Enlace%20-%20Analisis%20redes%20microbianas%20y%20taxa%20claves.R
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los genomas a través de la predicción de los metagenomas y copias de 16S por ASV de acuerdo 

con la cercanía de dicho ASV con organismos en la base de datos. Las funciones predichas para 

cada ASV son entregadas por la tubería según el código en la base de datos KEGG orthology (KO) 

(Kanehisa et al., 2016).  

Los archivos de entrada para el análisis fueron (1) un archivo FASTA de los ASVs y (2) una 

tabla.tsv de la abundancia de cada ASV en cada muestra. Con estos archivos, se predijo los 

números de KO, para lo que previamente se calculó el índice de taxón de secuencia más cercana 

(NSTI) para cada ASV de entrada y, de forma predeterminada, cualquier ASV con NSTI> 2 se 

excluyó del análisis. Los datos de KO predichos por ASV se filtraron en R, seleccionando solo los 

KO de interés (Tabla 2), y se redujeron los valores de número de copias estimados por ASV a 

valores de 1 o 0 para indicar presencia o ausencia. La tabla filtrada se analizó utilizando el 

comando metagenome_pipeline.py, el cual entrega los valores finales de la predicción de las 

funciones de interés por cada ASV en cada muestra. Los datos de salida de las funciones predichas 

para cada ASV se modificaron en RStudio para relacionar las funciones predichas con la 

asignación taxonómica de cada ASV, y se llevaron a cabo los análisis de comparación 

correspondiente. Finalmente, se determinaron las funciones predichas para las ASVs definidas 

como taxa claves para los líquenes P. rufecens. Los scripts utilizados para estos análisis se 

encuentran disponible en los siguientes enlaces: “Enlace – Picrust2” y “Enlace – Análisis 

Picrust2”.  

https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/4.%20Enlace%20-%20Picrust2.R
https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/5.%20Enlace%20-%20Analisis%20Picrust2.R
https://github.com/Kaalice/TMKV/blob/4db68b5305f3919ebc9a0371d7c748eeb9f2b25d/5.%20Enlace%20-%20Analisis%20Picrust2.R
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3. RESULTADOS 

3.1. Identificación de los pares simbiontes  

Con la finalidad de encontrar las muestras de interés, se recolectó un total de 72 especímenes de 

líquenes Peltigera, 31 en la Reserva Nacional Coyhaique (COY) y 41 en el sector Tamango del 

Parque Natural Patagonia (TAM) (Anexo Tabla 1), junto a 10 muestras de suelo en TAM y 8 en 

COY. Para confirmar la identidad de los líquenes recolectados, para cada individuo se 

secuenciaron los marcadores LSU e ITS para micobiontes, logrando obtener 70 y 61 secuencias 

respectivamente (Anexo Tabla 2). De este modo, del total de muestras se lograron identificar 59 

con ambos marcadores de micobionte, 9 solo con LSU, 2 solo con ITS y 2 sin la amplificación 

exitosa de marcadores (Anexo Tabla 2). Aquellas muestras identificadas solo con el marcador 

LSU se identificaron a nivel de clado, ya que debido a lo conservado del marcador no es posible 

su identificación a un nivel taxonómico más bajo, logrando identificar 2 especímenes del clado P. 

canina, 4 del clado P. ponojensis/P. monticola, y 3 del clado P. rufescens. Por su parte, las 2 

muestras identificadas solo con ITS se asociaron a la especie P. antarctica gracias al análisis de 

la región hipervariable (Anexo Tabla 2). 

Del conjunto de marcadores para micobionte, se encontraron 19 parejas únicas de haplotipo. Las 

secuencias curadas y concatenadas de las parejas de marcadores se agruparon en 7 OTUs que se 

asociaron a los clados P. rufescens, P. ponojensis/P.monticola, P. didactyla y P. canina (Figura 

4). Para corroborar la identidad de las muestras a nivel de especie, se compararon las secuencias 

de la región hipervariable del ITS1 con la base de datos disponible en Magain et al. (2018), lo que 

permitió identificar representantes de las especies P. antarctica (n = 25), P. castanea (n = 1), P. 

fuscopraetextata (n = 1) y P. rufescens (n = 30). Se muestra la importancia de la región 

hipervariable del ITS1 en la determinación de especies de líquenes Peltigera con un ejemplo de 
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la región de interés para los integrantes del clado P. rufescens en la Figura 5. Las secuencias de 

dos especímenes no se asociaron a la secuencia de ninguna especie conocida, por lo cual se 

analizaron las secuencias de los marcadores LSU (LSU_RUF_03) e ITS (ITS_niRUFc_01, 

ITS_niRUFc_02) en la plataforma BLASTn, las que mostraron un mayor porcentaje de identidad 

con P. friesiorum (99,3%) y P. lepidophora (99,3%) para LSU, pero para ITS se encontraron los 

mayores porcentajes de identidad con secuencias de organismos no identificados y representantes 

del clado Peltigera rufescens (Anexo Tabla 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 (Figura en página siguiente). Filogenia del género Peltigera obtenida desde la 

plataforma T-BAS para los OTUs de marcadores LSU e ITS concatenados. Cada clado está 

representado por un color diferente y las OTUs en color gris. Para cada OTU en paréntesis se 

indica el sitio (COY y TAM) y el número de muestras encontradas en cada uno. Los clados 

colapsados se representan con triángulos grises. 
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Figura 5. Región hipervariable del ITS1 de especímenes del clado P. rufescens encontradas en 

este estudio y las definidas por Magain et al. (2018). 
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Para los cianobiontes, se lograron obtener 68 secuencias del marcador SSU, entre las cuales se 

encontraron 8 haplotipos, 5 presentes en TAM y 4 en COY (Anexo Tabla 2). Entre los haplotipos 

encontrados, 5 se asociaron a secuencias previamente reportadas por nuestro grupo en estudios del 

sur de Chile (Zúñiga et al., 2015), por lo que las nuevas secuencias incorporadas se nombraron en 

base a la nomenclatura utilizada en Zúñiga et al. (2015) y recolecciones posteriores, 

correspondiendo a los haplotipos C16, C17 y C23. Considerando ambos sitios, solo se encontró 

un haplotipo compartido (C03), el cual fue significativamente más abundante en COY que en 

TAM (28 vs. 2 especímenes, respectivamente) (Figuras 6 y 7).  

Para el análisis filogenético del marcador SSU, se construyó un árbol basado en el método 

Neighbor-Joining con secuencias de una longitud de 713 sitios con el método de sustitución 

Kimura 2 y un valor de la distribución gamma de 0,5 (K2+G). Las secuencias de todas las muestras 

se asociaron con el género Nostoc, y el clado Nostoc no presentó ninguna distribución particular 

con respecto a su asociación simbiótica con Peltigera. En este trabajo se utilizaron líquenes 

asociados a los cianobiontes C03 y C07, que corresponden a haplotipos que se agrupan en dos 

ramificaciones de un clado monofilético que obtuvo un valor de soporte de bootstrap menor al 

75% (Figura 6).  

En total, 58 de las muestras fueron identificadas con los 3 marcadores, 32 en TAM y 26 en COY 

(Figura 7). Con el fin de minimizar las diferencias entre los factores intrínsecos de las muestras de 

ambos sitios, se seleccionaron líquenes compuestos por la misma especie de micobionte entre 

sitios y por los mismos compañeros simbiontes en cada sitio, seleccionando 10 especímenes 

representantes de las parejas más abundantes en cada sitio, P. rufescens y cianobionte C03 en 

COY, y P. rufescens y cianobionte C07 en TAM (Figura 7, Anexo tabla 2). 
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Figura 6. Árbol filogenético basado en el marcador SSU para cianobiontes, utilizando el método 

Neighbor-Joining. Los soportes de los nodos se indican para valores de bootstrap > 75%, con 

esferas rojas de distinto tamaño (Más pequeña = 75%, más grande = 100%). Los haplotipos 

reportados se muestran en rojo, y se indica el ambiente (COY y TAM) y el número de muestras 

para cada uno. 
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Figura 7. Gráfico de circos de las parejas de micobionte y cianobionte encontradas por sitio.  

 

 

  



 

 

33 

 

3.2. Diversidad Microbiana 

Para evaluar el grupo de datos de entrada para los siguientes análisis, se revisaron las calidades de 

secuenciación directa (Forward) y reversa (Reverse) de los amplicones del 16S de las comunidades 

bacterianas (Anexo Figura 1). El conjunto de muestras de suelos de COY presentó valores de bases 

y lecturas totales significativamente menores que los suelos de TAM, y porcentajes de lecturas 

con calidad Q20 y Q30 significativamente menores con respecto al resto de muestras.  

Las secuencias brutas se optimizaron con el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016), dando inicio 

con la revisión de la calidad de las secuencias, para lo cual se establecieron parámetros de calidad 

(Criterio: promedio de calidad QC ≥30 y cuartil inferior QC ≥28) y se definió la presencia de 

partidores (Figura 8; Anexo Figura 2).  

 

 

Figura 8. Ejemplo de la calidad de secuencias completas directas y reversas (primer y segundo 

recuadro de izquierda a derecha), y acercamiento en la zona de corte (tercer y cuarto recuadro). 

Las secuencias corresponden a una muestra de LiqTAM. En los gráficos de acercamiento se 

marcan las calidades de 28 y 30 en línea punteada azul y el sitio de corte de las secuencias en rojo.  
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Con esta información, se decidió realizar los cortes en la base 287 para las secuencias en sentido 

directo, y en la base 201 para las secuencias reversas. Además, se removieron las secuencias de 

los partidores, generando secuencias de 268 y 176 bases de largo para las secuencias directas y 

reversas, respectivamente. Este largo fue suficiente para realizar la correcta fusión de los 

segmentos directos e inversos, formando secuencias de entre 362 y 377 bases aproximadamente. 

Posterior al recorte de las secuencias, se realizó un filtrado por la calidad de secuenciación y la 

remoción de quimeras, definiendo la cantidad de ASVs para cada muestra. Los cambios de 

cantidad de secuencias entre cada etapa del filtrado se muestran en la Figura 9, en donde se observa 

que el conjunto de datos con menos secuencias remanentes luego del filtrado correspondió a las 

muestras de suelo de COY, que coincide con el conjunto de datos de menor calidad.  

 

Figura 9. Cantidad de secuencias de entrada, fusionadas, filtradas y no quimeras obtenidas con la 

tubería DADA2 para las muestras de líquenes (Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) de los sitios 

Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). 

 

Los conjuntos de secuencias optimizadas se revisaron para verificar la profundidad de 

secuenciación mediante curvas de rarefacción (Figura 10), las cuales se proyectan formando un 

plató en la curva, sugiriendo que la profundidad de secuenciación fue suficiente para cubrir la 

diversidad bacteriana de las muestras. 
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Figura 10. Curvas de rarefacción para los conjuntos de muestras de líquenes (Liq), sustratos (Sus) 

y suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). 

 

Optimizados los sets de secuencias, las ASVs restantes fueron filtradas tanto por su taxonomía, 

excluyendo toda secuencia que no haya sido asociada al dominio bacteria, como por su cantidad 

de lecturas, excluyendo toda ASV con menos de 10 lecturas. Una vez definidas las ASV para cada 

muestra, se realizaron análisis de diversidad alfa y beta a nivel de ASVs con el objetivo de evaluar 

la riqueza de filotipos encontrados y la similitud entre las comunidades de los diferentes 

microambientes, respectivamente. Para el estudio de la diversidad alfa se utilizó el índice de 

Shannon y los análisis estadísticos ANOVA y la prueba de Wilcoxon Mann Whitney para la 

comparación por pares. Se observó que los índices de las comunidades bacterianas en líquenes 

son significativamente menores que en sustratos y suelos, mientras que suelos y sustratos no se 

diferenciaron significativamente entre sí (Figura 11).  Para la revisión de la diversidad beta se 

consideraron las relaciones filogenéticas de las ASV (Método de distancia UniFrac) y se utilizó el 

método de ordinación de coordenadas principales PCoA (Figura 12). Además, se analizó la 

significancia estadística para cada comparación por pares mediante análisis PERMANOVA, y se 

corroboró que los distintos tipos de muestra (e.g. Liq vs. Sus) se diferencian significativamente 
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entre sí. Además, líquenes y sustratos de distintos sitios no mostraron diferencias significativas 

(Anexo Tabla 4).  

 

Figura 11. Diversidad alfa (índice de Shannon) de los sets de líquenes (Liq), sustratos (Sus) y 

suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Se muestran los análisis de 

diferencia significativa (ns: p > 0.05; *: p ≤ 0.05; **: p ≤ 0.01; ***: p ≤ 0.001; ****: p ≤ 0.0001)), 

outliers (puntos fuera de la caja), promedio (línea media en cada la caja) y desviación estándar 

(líneas verticales en cada caja). 

 

Figura 12. (B) Diversidad beta (PCoA-Unifrac) de los sets de líquenes (Liq), sustratos (Sus) y 

suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Se muestran dos tipos de elipse, 

Liquen 

Sustrato 

Suelo 
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asumiendo una distribución (1) t multivariante (sólida) y (2) normal (punteada) para cada conjunto 

de muestras. 

La asignación taxonómica de las ASV se realizó con IdTaxa (Murali et al., 2018) utilizando la 

base de datos GTDB (Parks et al., 2018). A partir de dicha identificación se determinó la 

abundancia relativa de los filos encontrados en cada muestra. Se observan patrones de abundancia 

relativa de los filos bacterianos similares entre muestras del mismo tipo (e.g. LiqCOY y LiqTAM), 

siendo los patrones de sustratos y suelos más similares entre ellos que con respecto a las muestras 

de líquenes (Figura 13).  

 

Figura 13. Abundancia relativa de los filos presentes en el microbioma de líquenes (Liq), sustratos 

(Sus) y suelos (Sue) de los sitios de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM), representada en gráfico 

de barras. Los filos están en orden de acuerdo con su abundancia promedio en las muestras. 

 

Considerando el promedio de la abundancia de los filos para los distintos tipos de muestras, los 

cinco filos más abundantes correspondieron a Proteobacteria (31,1%), Actinobacteriota (18,9%), 

Acidobacteriota (10,4%), Bacteroidota (8,5%) y Planctomycetota (4,7%). Al evaluar los filos más 
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abundantes por tipo de muestra, todos los grupos incluyen los 4 primeros filos mencionados, y en 

algunos casos el quinto filo más abundante corresponde a uno distinto de Planctomycetota; en 

particular, en SueCOY es Gemmatimonadota, en SusTAM Eremiobacterota y en SueTAM 

Chloroflexota.  

Se construyeron gráficos de Venn para evaluar la cantidad de filos, géneros y ASVs compartidos 

y únicos por cada tipo de muestra. Así, entre líquenes, sustratos y suelos, se compartieron 15 de 

los 27 filos detectados, y solo las muestras de suelo presentaron filos exclusivos (Figura 14). Al 

disminuir en los niveles taxonómicos, se observa que 63 de los géneros detectados se encontraron 

en todos los tipos de muestra. La mayor cantidad de géneros compartidos correspondió a la 

intersección de las muestras de suelos y sustratos de ambos sitios, incluyendo 69 géneros. Por otro 

lado, las muestras de sustrato de COY y suelo de TAM presentaron la mayor cantidad de géneros 

únicos, mientras que líquenes y sustratos de TAM presentaron solo 8 a 10 géneros exclusivos 

(Figura 14).  Finalmente, a nivel de ASV, solo se compartieron 140 entre los distintos tipos de 

muestras, y la mayor cantidad de ASVs exclusivas se encontraron en muestras de sustratos y 

suelos, mientras que las muestras de líquenes presentaron 379 y 706 ASVs exclusivas en TAM y 

COY, respectivamente (Figura 14).   

 

 

 

 

 

Figura 14 (Figura en página siguiente). Diagramas de Venn de la cantidad de (A) filos, (B) 

géneros y (C) ASVs compartidos y únicos por cada tipo de muestra. Líquenes (Liq), sustratos 

(Sus) y suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). 
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Para ahondar en las diferencias de las comunidades bacterianas presente en los distintos tipos de 

muestra, se realizaron análisis de abundancia diferencial para los filos encontrados (Figura 15). Al 

comparar los líquenes de ambos sitios, se observa que el filo Eremiobacterota se encuentra ~3,5 

más representado en COY. Entre sustratos, el filo Bdellovibrionota es ~0,5 veces más abundante 

en COY, mientras que en TAM se encontraron 5 filos más abundantes que en COY, llegando las 

veces de cambio a más de 6 para Firmicutes A. Por último, entre suelos se encontraron 3 filos más 

representados en cada sitio, siendo los filos Firmicutes y Dependentiae los más abundantes en 

COY y TAM, respectivamente (Figura 15). 



 

 

40 

 

 

 

Figura 15. Abundancia diferencial de los filos entre líquenes (Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) 

de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Se muestran las veces de cambio 

estadísticamente significativas para cada filo (izquierda), y los nombres de los filos ubicados en 

el sitio más representado para cada tipo de muestra (derecha). 

 

Por otra parte, se revisó la abundancia diferencial entre líquenes y sustratos y entre sustratos y 

suelos de cada sitio, con el objetivo de evaluar filos que posiblemente estarían siendo reclutados 

por las condiciones del ambiente liquénico y su influencia en el entorno. En ambos sitios se 
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encontró una mayor cantidad de filos más representados en sustratos que en líquenes. Entre los 

filos más representados en ambos líquenes se encontraron Proteobacteria, Armatimonadota y 

Cyanobacteria. Al comparar sustratos y suelos, se observa que los filos Plactomycetota, 

Actinobacteriota y Omnitrophota se encontraron más representados en sustratos que suelos en 

ambos sitios. Además, los sustratos de TAM presentaron una mayor cantidad de filos más 

representados que COY (7 vs. 3, respectivamente) (Figura 16). 

Para detectar géneros de bacterias que podrían estar siendo reclutadas por el ambiente liquénico, 

se realizó un análisis de abundancia diferencial de los géneros de los 5 filos más abundantes 

(Proteobacteria, Actinobacteriota, Acidobacteriota, Bacteroidota y Planctomycetota) y del filo 

Armatimonadota, el cual se encontró más representado en líquenes de acuerdo con los análisis de 

abundancia diferencial descritos anteriormente (Figura 17). Al igual que en el caso de los filos, 

los sustratos presentaron una mayor cantidad de géneros más representados que los líquenes. Se 

determinó la cantidad de géneros para cada filo en cada conjunto de muestras (p.e LiqTAM), y se 

encontró que las muestras del mismo tipo (p.e Liq) son similares al comparar los sitios. Al comprar 

los líquenes de ambos sitios, se encontraron 18 géneros compartidos, que incluyen representantes 

de los 6 filos analizados, de los cuales se destacan los filos Proteobacteria y Actinobacteriota por 

la cantidad de géneros encontrados como más representados. En contraparte, los líquenes de 

ambos sitios también mostraron diferencias; por un lado, las muestras de COY presentaron 12 

géneros exclusivos, con representantes de los filos Proteobacteria, Actinobacteriota y 

Acidobacteriota, mientras que en TAM se encontraron 8 géneros exclusivos, con representantes 

de los filos Proteobacteria, Actinobacteriota y Bacteroidota. 
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 Figura 16. Abundancia diferencial de los filos entre líquenes (Liq) y sustratos (Sus), y sustratos 

(Sus) y suelos (Sue), en los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Se muestran las veces de 

cambio para los filos que presentaron abundancias diferenciales significativas (izquierda), y los 

filos en común entre líquenes (Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) en cada caso. 
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Figura 17. Géneros con abundancia diferencial de los filos Proteobacteria, Actinobacteriota, 

Acidobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota y Armatimonadota. (A) Comparación entre 

líquenes (Liq) y sustratos (Sus) en los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Comparación 

entre los líquenes de ambos sitios: (B) géneros en común y (C) géneros exclusivos. 
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3.3. Redes y taxa claves de las comunidades bacterianas de líquenes Peltigera 

rufescens.   

Para entender y comparar la dinámica de la comunidad bacteriana en líquenes de diferentes sitios, 

se realizó un análisis de red a partir de los ASV predichos, y se predijo las taxa claves de cada 

comunidad. Con el objetivo de simplificar el conjunto de datos para dichos análisis de red, las 

ASVs se categorizaron de acuerdo con su prevalencia en cada conjunto de muestras, definiendo 

el microbioma Core como aquellas ASVs presentes al menos en el 80% de las muestras. Las ASVs 

de esta categoría coinciden con las ASVs más abundantes en comparación a las categorías de Pan 

y Peripheral, las cuales presentaron las ASVs con menor prevalencia e incluyen las ASVs 

descartadas por presentar menos de 10 lecturas (Anexo Figura 3). Se realizaron análisis de 

diversidad alfa y beta para el microbioma Core, lo que permitió corroborar que el comportamiento 

de esta fracción de la comunidad es representativo de la comunidad completa (Anexo Figura 4), y 

por tanto representa el perfil compartido del microbioma de líquenes P. rufescens en cada sitio. 

Los análisis posteriores de la sección se realizaron con los datos de microbioma Core de cada 

conjunto de muestras de líquenes (e.g. LiqTAM). 

La construcción de redes de ASVs del microbioma Core para las muestras de líquenes de COY y 

TAM se realizó con el método estadístico SPIEC-EASI. La red de las ASVs obtenidas a partir de 

los líquenes de COY presentó valores ~20% más altos que la de los líquenes de TAM con respecto 

a cantidad de nodos, edges, módulos y relaciones de co-ocurrencia; además, en ambos casos las 

relaciones de co-ocurrencia positivas superaron a las negativas. El grado de modularidad para 

ambas redes fue cercano, pero se obtuvo un valor más alto para los líquenes de TAM (Tabla 1). 

Las redes graficadas muestran una similitud entre los líquenes de ambos sitios en términos de 

identidad a nivel de filos y agrupación por módulos (Figura 18).  
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Tabla 1. Valores estadísticos de las redes microbianas de líquenes (Liq) de Coyhaique (COY) y 

Tamango (TAM). 

Características LiqCOY LiqTAM 

Nodos 666 589 

Edges 4825 3868 

Módulos 9 8 

Relación de co-ocurrencia Positiva 2516 2076 

Relación de co-ocurrencia Negativa 2309 1792 

Modularidad 0,294 0,310 
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Figura 18 (Figura en página anterior). Gráficos de redes microbianas para líquenes (Liq) de 

Coyhaique (COY) y Tamango (TAM) según su relación de co-ocurrencia (positivo verde, negativo 

rojo). Se muestran las redes con (A) nodos coloreados según la identidad de las ASVs a nivel de 

filo, y (B) nodos coloreados según el módulo asignado (colores no relacionados entre redes). 

 

Con el objetivo de evaluar la probabilidad de que los nodos formen parte de redes complejas de 

conexiones entre nodos adyacentes, se evaluó la transitividad de los nodos, donde ambos líquenes 

presentaron distribuciones similares de los valores obtenidos para los nodos, con solo una baja 

proporción que presenta altos valores de agrupamiento (Anexo Figura 5). Al evaluar la identidad 

de los 100 taxa con mayores índices de transitividad, se encontraron representantes de 8 filos 

(Proteobacteria, Actinobacteriota, Acidobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota, 

Verrucomicrobiota, Myxococcota y Armaimonadota), además de representantes no identificados 

a nivel de filo. Al evaluar la identidad a nivel de género, se encontró que la gran mayoría no pudo 

ser identificado (78% en COY y en 77% TAM) (Anexo Figura 5).   

Además, se evaluaron los parámetros estadísticos de degree (i.e. grados de conectividad del nodo, 

para el cual mayores valores reflejan una mayor probabilidad de que el nodo (ASV) en cuestión 

se relacione con muchos nodos de la red) y betweenness (i.e. parámetros de centralidad del nodo, 

para el cual mayores valores representan grupos de nodos que sostendrían la red debido a su alta 

interconexión con los demás nodos de la red). Si bien ambas redes presentaron valores cercanos y 

patrones similares, estos fueron más altos para COY (Figura 19). Para la determinación de los 

“taxa claves”, se revisó la distribución de los valores de degree y betweenness para cada conjunto 

de muestras, definiendo los parámetros de selección para obtener los 30 taxa con los valores más 

altos de dichos parámetros. De acuerdo con este análisis, se definieron valores de degree y 

betweenness de 19 y 1000 para los líquenes de COY y de 17 y 800 para los líquenes de TAM, 
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respectivamente (Figura 19).  

 

 

Figura 19. Gráfico de distribución de valores de degree y betweenness para los nodos de las redes 

de líquenes (Liq) de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Se indica el valor promedio para cada 

caso (línea punteada negra) y los valores definidos para definir las 30 taxa claves en cada grupo 

(línea punteada roja).  

 

Se identificaron los taxa claves a nivel de género y filo, y se encontraron representantes de 6 filos 

(Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota y Cyanobacteria), además de 

representantes no identificados. A nivel de género, se lograron identificar solo 9 de los 60 taxa, 4 
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en COY (Pseudolabrys, Roseomonas, Solirubrobacter y VAYN01) y 5 en TAM (Fimbriiglobus, 

Actinoplanes, Dactylosporangium, Bog-1190 y Nostoc). Del conjunto de taxa claves, solo una 

ASV se compartió entre sitios, la que correspondió a un representante de la familia 

Sphingomonadaceae (Figura 20). 

 

 

 
 

Figura 20. Gráfico de taxa claves en líquenes de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM) según sus 

valores de Degree y Betwenness. La forma de los puntos en el gráfico representa el sitio desde el 

cual se obtuvieron las muestras, y su color la identidad a nivel de filo; la identificación a nivel de 

género se indica en el gráfico para las taxa que pudieron ser identificadas a ese nivel.  
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3.4. Predicción del gremio involucrado en el metabolismo de P en el microbioma 

de líquenes, sustratos y suelos.  

 

Para el estudio del gremio bacteriano involucrado en metabolismo de P, se realizó la selección de 

enzimas que han sido utilizadas como marcadores para el estudio de la dinámica del P en el suelo 

y otros ambientes (Bergkemper et al., 2016; Cui et al., 2016; Martín & Liras, 2021; A. Martinez 

et al., 2010; A. R. J. Murphy et al., 2021; Tanuwidjaja et al., 2021; Villarreal-Chiu et al., 2012; 

Wörsdörfer et al., 2013). El conjunto de enzimas seleccionadas consta de 56 proteínas (Tabla 2), 

que incluyen enzimas solubilizadoras de P, proteínas de sistemas de transporte, proteínas de unión 

a sustrato, entre otras (Figura 2). Para 8 de estas proteínas no se encontraron los códigos KO 

mediante el análisis de Picrust2. Para 4 de ellas (codificadas por los genes phyK, phnZ, phnY* y 

phnY) no se encontraron los códigos en la base de datos, mientras que las otras 4 (codificadas por 

los genes aphA, ushA, phnO y pphA/Pal) fueron reconocidas por Picrust2, pero su presencia no 

fue detectada en el metagenoma predicho o se encontraron en abundancia muy baja en una 

cantidad reducida de muestras, y por lo tanto fueron descartadas en los análisis (Tabla 2). 

Las 48 proteínas restantes se analizaron con la tubería Picrust2, y en los análisis posteriores se 

encontraron algunas proteínas con abundancias relativas muy similares, probablemente debido a 

que representan subunidades de un mismo complejo (e.g. phnGHIJKLM). Por lo tanto, y con el 

objetivo de obtener una mejor representación gráfica del estudio de los marcadores, los códigos 

de 17 de las proteínas revisadas se excluyeron de los análisis. En resumen, se incluyeron 30 

códigos KO asociados a 31 proteínas (las proteínas codificadas por phoA y phoB se representan 

por el mismo código) involucradas en el sistema de metabolización de P (Tabla 2). 
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Tabla 2.  Genes que codifican proteínas relacionadas al metabolismo del fósforo. Se muestran los 

genes no encontrados en la base de datos en blanco, los genes descartados del análisis en gris, y 

los genes analizados en código de color de acuerdo con la Figura 2.  

Proteína KO Gen 

Solubilización Pi 

Pirofosfatasa inorgánica K01507 ppa 

PQQGDH (Quinoproteína Glucosa Deshidrogenasa) K00117 gcd / mGDH 

Síntesis y degradación de polifosfatos 

Exopolifosfatasa K01524 ppx 

Polifosfato quinasa K00937 ppk1 

Solubilización Po 

Fosfomonoesterasas 

4-Fitasa K01093 appA 

3-Fitasa KO1083 phyK 

Fosfatasa ácida de clase A K09474 phoN 

Fosfatasa ácida de clase B K03788 aphA 

Fosfatasa ácida de clase C K01078 olpA 

Fosfatasa alcalina X K07093 phoX 

Fosfatasa alcalina B 
K01077 phoA/phoB 

Fosfatasa alcalina A 

Fosfatasa alcalina D K01113 phoD 

5'-Nucleotidasa K11751 ushA 

Fosfonatasas 

2-amino-1-hidroxietilfosfonato dioxigenasa K21196 phnZ 

2-aminoetilfosfonato dioxigenasa K21195 phnY* 

2-aminoetil-fosfonato-piruvato transaminasa K03430 phnW 

Fosfonoacetaldehído hidrolasa K05306 phnX 

Fosfonoacetaldehído deshidrogenasa K00206 phnY 

Fosfonoacetato hidrolasa K06193 phnA 

Fosfonopiruvato hidrolasa K19669 pphA / Pal 

Subunidad F de liasa C − P K02043 phnF 

Subunidad G de liasa C − P K06166 phnG 

Subunidad H de liasa C − P K06165 phnH 

Subunidad I de liasa C − P K06164 phnI 

Subunidad J de liasa C − P K06163 phnJ 

Subunidad K de liasa C − P K05781 phnK 

Subunidad L de liasa C − P K05780 phnL 

Subunidad M de liasa C − P K06162 phnM 

Subunidad N de liasa C − P K05774 phnN 

Subunidad O de liasa C − P K09994 phnO 

Subunidad P de liasa C − P K06167 phnP 

Fosfodiesterasas 

Glicerofosforil diester fosfodiesterasa K01126 ugpQ/glpQ 

Fosfolipasa C K01114 plc 

Fosfotriesterasas 

Fosfotriesterasa K07048 opd 

Sistema de Transporte de P de baja afinidad 

Transportador de fósforo inorgánico K03306 pit 
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Sistema de Transporte de P de alta afinidad 

Regulador del regulón Pho  K07657 phoB 

Histidina quinasa del sensor del regulón Pho K07636 phoR 

Proteína inhibidora de PhoR/PhoB  K02039 phoU 

Regulador del regulón Pho  K07658 PhoP/PhoB1 

Subunidad A del sistema de transporte especifico de fosfato (Pst) K02038 pstA 

Subunidad B del sistema Pst K02036 pstB 

Subunidad C del sistema Pst K02037 pstC 

Proteína de unión a fosfato del sistema Pst K02040 pstS 

Segundo sistema de transporte de P de alta afinidad 

Subunidad C del transportador de fosfonatos  K02041 phnC 

Proteína de unión a fosfato del transportador de fosfonatos  K02044 phnD 

Subunidad E del transportador de fosfonatos  K02042 phnE 

Sistema de transporte de 2AEP 

Proteína de unión a fosfato del sistema de transporte de 2AEP K11081 phnS 

Subunidad T del sistema de transporte de 2AEP K11084 phnT 

Subunidad U del sistema de transporte de 2AEP K11083 phnU 

Subunidad V del sistema de transporte de 2AEP K11082 phnV 

Sistema de transporte de G3P 

Subunidad A del transportador de G3P  K05814 ugpA 

Proteína de unión a G3P del transportador de G3P  K05813 ugpB 

Subunidad C del transportador de G3P  K05816 ugpC 

Subunidad E del transportador de G3P  K05815 ugpE 

Transportador de G3P K02445 GlpT 

 

 

 

Al revisar los perfiles predichos de abundancia relativa del gremio bacteriano involucrado en el 

metabolismo del P, los tipos de muestras presentan patrones de abundancia diferentes entre ellos 

(e.g. Liq vs. Sus), y similares al comparar el mismo tipo de muestra entre sitios (e.g. LiqTAM vs. 

LiqCOY), siendo además suelos y sustratos más similares entre sí. Las comparaciones de interés 

se visualizan en un gráfico de calor basado en los grados de significancia a través del análisis 

Kruskal-Wallis y una comparación por pares mediante el análisis Wilcoxon (Figura 21). Al 

comparar los tipos de muestras entre distintos sitios (TAM vs. COY), se encontró que los sustratos 

presentaron una mayor cantidad de genes con diferencias significativas (13/30) (SusTAM vs. 

SusCOY), seguidos por la comparación de los suelos (10/30) (SueTAM vs. SueCOY) y finalmente 

los líquenes (6/30) (LiqTAM vs. LiqCOY). Además, se evalúo la identidad a nivel de filo y género 

de los taxa predichos para las funciones de interés (Figura 22). 
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Los suelos de ambos sitios presentaron diferencias en los genes de solubilización de Pi (ppa y 

gcd), fosfatasa ácida (phoN), fosfonatasas y genes relacionados (phnA y phnP), fosfotriesterasa 

(opd), síntesis y degradación de polifosfatos (ppk1 y ppx), una proteína reguladora del sistema de 

transporte de P de alta afinidad principal (PhoU), y el transportador del sistema de transporte de 

G3P (GlpT). Todos los genes mencionados se encontraron más abundantes en suelos de COY, a 

excepción del gen opd que se encontró más representado en TAM (Figura 21, Figura 22).  

Entre las muestras de sustrato, se encontraron 13 genes con diferencias significativas entre sitios, 

que correspondieron a genes de solubilización de Pi (gcd), fosfatasas ácidas (phoN y olpA), 

fosfonatasas (phnA, phnF, phnJ y phnN), fosfodiesterasas (ugpQ/glpQ) y sistemas de transporte 

de P principal (PhoB y pstS), secuncundario (phnD), de 2AEP (phnS) y de G3P (ugpB). Todos los 

genes mencionados estuvieron más representados en COY, a excepción de pstS que mostró una 

abundancia levente mayor en TAM (Figura 21, Figura 22).  

Finalmente, al comparar los genes predichos en los líquenes de ambos sitios, se encontraron solo 

6 con diferencias significativas, 5 de ellos más representados en COY, dos fosfatasas ácidas (phoN 

y olpa), una alcalina (phoA/phoB), una enzima asociada a la solubilización de fosfonatos (phnA) 

y la polifosfato quinasa (ppk1), y un gen mayormente representado en TAM, el de la fitasa (appa) 

(Figura 21, Figura 22).  

Por otro lado, al asociar los taxa predichos para las funciones de interés con su identidad a nivel 

de filo, se observa que Proteobacteriota, Actinobacteriota y Acidobacteriota representan la mayor 

abundancia de taxa para los distintos genes (Figura 22), presentando distintos porcentajes de 

abundancia relativa en cada gen. 
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Figura 21. Mapa de calor de la abundancia relativa de los genes relacionados al metabolismo de 

P para muestra de líquenes (Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y 

Tamango (TAM) (recuadro izquierdo), y mapa de calor de la significancia estadística en las 

comparaciones por pares (recuadro derecho). Los sistemas para cada gen se indican al costado 

izquierdo de modo abreviado, donde Pi: solubilización de Pi, Fi: Fitasa, Fs. ác: Fosfatasas ácidas, 

Fs. alc: Fosfatasas alcalinas, Fn: Fosfonatasas, Fd: Fosfodiesterasas, Ft: Fosfotriesterasas, Pf: 

síntesis y degradación de polifosfatos, T. Pi: Sistema de transporte de P de baja afinidad, STPAA: 

Sistema de transporte de P de alta afinidad, 2STPAA: Segundo sistema de transporte de P de alta 

afinidad, ST2AEP: Sistema de transporte de 2AEP, STG3P: Sistema de transporte de G3P. 
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Figura 22 (Figura en página anterior). Gráfico de barras de la abundancia relativa de los genes 

relacionados al metabolismo del P predichos para muestras de líquenes (Liq), sustratos (Sus) y 

suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Los colores representan la 

identificación a nivel de filo (izquierda) y género (derecha). El código de color para los filos se 

encuentra detallado en la imagen, y para los géneros se utilizó una gama de colores que incluye 

355 géneros. Los sistemas para cada gen se indican al costado izquierdo de modo abreviado, donde 

Pi: solubilización de Pi, Fi: Fitasa, Fs. ác: Fosfatasas ácidas, Fs. alc: Fosfatasas alcalinas, Fn: 

Fosfonatasas, Fd: Fosfodiesterasas, Ft: Fosfotriesterasas, Pf: síntesis y degradación de 

polifosfatos, T. Pi: Sistema de transporte de P de baja afinidad, STPAA: Sistema de transporte de 

P de alta afinidad, 2STPAA: Segundo sistema de transporte de P de alta afinidad, ST2AEP: 

Sistema de transporte de 2AEP, STG3P: Sistema de transporte de G3P. 

 

Además, se realizaron análisis de componentes principales (PCA), tanto para los genes 

involucrados en el metabolismo de P (Figura 23.A), como para la identidad a nivel de filo de las 

ASV relacionadas con dicha función (Figura 23.B).  En ambos análisis el primer eje (Dimensión 

1) separó las muestras de líquenes de aquellas de sustratos y suelos, y las muestras del mismo tipo 

en diferente sitio (e.g. LiqCOY vs. LiqTAM) no se diferenciaron significativamente entre sí según 

los análisis PERMANOVA (Anexo Tabla 5, Anexo tabla 6). Al evaluar la contribución de las 

variables en el PCA a nivel de genes (Figura 23.A), los 10 genes con mayor contribución a la 

separación de los conjuntos de muestras en el primer eje se asociaron a fosfonatasas (phnP, phnN, 

phnJ, phnF), fosfatasa alcalina (phoX), solubilización de Pi (ppa), polifosfato quinasa (ppk1), y a 

enzimas asociadas a los sistemas de transporte de P de alta afinidad principal (PhoP/PhoB1) y 

secundario (phnD), y de G3P (ugpB) (Anexo tabla 7), prevaleciendo todos los genes en líquenes 

a excepción de los que codifican la proteína reguladora PhoP/PhoB1 (Figura 23.A). En el PCA de 
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los genes asociados a su taxonomía a nivel de filo, se observó que las 60 variables con mayor 

contribución en el primer eje se asocian a Acidobacteriota, Chloroflexota, Desulfobacterota B, 

Elusimicrobiota, Myxococcota, Proteobacteria, Verrucomicrobiota, y filos desconocidos, siendo 

Proteobacteria dominante en líquenes y Verrucomicrobiota en sustratos, mientras que los suelos 

fueron los más diversos (Figura 23, Anexo Tabla 8). 
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Figura 23 (Figura en página anterior). Análisis de componentes principales (PCA) basados en 

los genes relacionados al metabolismo del P para muestras de líquenes (Liq), sustratos (Sus) y 

suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). (A) PCA basado en la influencia 

de los genes que codifican diferentes funciones del metabolismo del P. (B) PCA basado en la 

identificación a nivel de filo de los genes asociados al metabolismo del P (se muestran las 60 

variables más significativas). En ambos gráficos se muestra la envolvente convexa para cada 

conjunto de datos. 

 

Se evalúo la identidad a nivel de género para los taxa involucradas en el metabolismo de P, 

encontrando una gran cantidad de genes no identificados a este nivel taxonómico (Figura 22). Con 

el objetivo de ahondar en la identidad de los taxa identificados a nivel de género, se excluyeron 

aquellos taxa no identificados, se agrupó la abundancia relativa de cada taxa a nivel de género para 

cada gen en cada muestra, y se seleccionaron los 2 géneros conocidos más abundantes para cada 

función. Para este análisis se encontró un patrón diferente al comparar distintos tipos de muestra 

(e.g. Liq vs. Sus), pero un patrón similar al comparar el mismo tipo de muestra entre sitios (e.g. 

LiqTAM vs. LiqCOY), siendo además suelos y sustratos más similares entre sí. La mayoría de los 

géneros encontrados fueron más abundantes en sustratos y suelos que en líquenes, y aquellos más 

abundantes en líquenes presentaron una menor abundancia en suelos y sustratos. Los géneros 

encontrados pertenecieron a 4 filos, (1) Proteobacteria, con representantes de los géneros 

Phenylobacterium, Reyranella, Bradyrhizobium, LB1R16, Caballeronia, Caulobacter, PMMR1, 

Z2-YC6B60, Mesorhizobium y Cronobacter, (2) Acidobacteriota, con representantes de GP6-

AA56, Terriglobus y Bog-209, (3) Actinobacteriota, con representantes de Actinoplanes, 

Mycobacterium, Solirubrobacter, Pseudonocordia y Streptomyces, y (4) Gemmatimonadota con 

un único representante, UBA-4720 (Figura 24). 
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Figura 24 (Figura en página anterior). Mapa de calor de la abundancia relativa de los géneros 

conocidos más abundantes asociados a cada gen relacionado al metabolismo del P para las 

muestras de líquenes (Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y 

Tamango (TAM). 

 

Finalmente, se evaluaron los genes relacionados con el metabolismo del P predichos para los taxa 

identificados como taxa claves, y se realizaron gráficos de radar (Figura 25), donde se refleja que 

los taxa claves muestran patrones similares de genes predichos entre sitios, con una mayor 

prevalencia y cantidad de genes para el sitio COY. En ambos sitios los genes asociados a la 

solubilización de Pi (pit), síntesis y degradación de polifosfatos (ppk1 y ppx), y a la regulación del 

sistema de transporte de alta afinidad de P (phoU, phoR, phoB) presentan la mayor prevalencia y 

frecuencia; mientras que el gen phnS  ̧asociado al sistema de transporte de 2AEP, no fue predicho 

para ninguno de los conjuntos de datos. En el sitio COY se encontraron más representadas la 

mayoría de las funciones estudiadas, a excepción de los genes previamente mencionados y los 

genes asociados a la solubilización de fosfonatos (phnP, phnN, phnJ y phnF), los cuales 

prevalecieron en TAM (Figura 25).  
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Figura 25. Gráfico de radar para los sitios Tamango (TAM) y Coyhaique (COY) de genes 

asociados al metabolismo del P en taxa claves. Los círculos concéntricos indican la prevalencia 

(rango 1 a 10) de cada gen en las muestras de liquen de cada sitio.  
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4. DISCUSIÓN 

En el presente estudio se evaluó el microbioma de líquenes Peltigera rufescens creciendo en dos 

praderas ubicadas en los sectores norte (COY) y sur (TAM) de la región de Aysén, Chile, con la 

finalidad de conocer las similitudes y diferencias, y comparar el potencial gremio bacteriano 

relacionado con el metabolismo del P de líquenes, sustratos y suelos entre los sitios.  

 

4.1. Diversidad de líquenes Peltigera 

Trabajos previos han descrito la distribución de líquenes en la región de Aysén, la cual ha sido 

caracterizada como una zona rica en hábitats disponibles para la colonización por líquenes, entre 

ellos, representantes del género Peltigera, un grupo ampliamente estudiado y distribuido a nivel 

global (Magain et al., 2018; Martínez et al., 2003; Orlando et al., 2021; Quilhot et al., 2012; Zúñiga 

et al., 2015). 

Caracterizaciones de especies del género Peltigera han mostrado una distribución preferencial 

según su identidad fúngica. En particular, los líquenes Peltigera rufescens crecen en ambientes 

con baja disponibilidad de nutrientes, climas fríos y alta exposición a radiación UV, como son las 

áreas de pradera libre de cobertura arbórea (Almendras, 2022; Orlando et al., 2021; Pezoa, 2021; 

Zúñiga, 2015). El tipo de ambiente en el que crece esta especie, como praderas y suelos Andisoles, 

suelen presentar una baja biodisponibilidad de P (Besoain, 1985; Negassa & Leinweber, 2009), 

por lo que la adaptación de esta especie a este tipo de ambientes la hace un modelo interesante 

para el estudio de la adaptación de la microbiota liquénica en el metabolismo del P.  

La correcta delimitación e identificación de especies, en nuestro caso particular P. rufescens, es 

un desafío debido a (1) la presencia de especies crípticas, es decir, dos o más linajes diferentes que 

presentan una morfología similar (Crespo & Pérez-Ortega, 2009), y (2) que el microbioma del talo 

podría estar influyendo en el fenotipo liquénico, al generar morfologías distintas en líquenes de la 
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misma especie, o al homogeneizar la morfología de líquenes de distintas especies, lo que dificulta 

la identificación basada en caracteres morfológicos (Spribille, 2018). Debido a esto, la 

identificación molecular es una herramienta indispensable y una de las principales aproximaciones 

para la delimitación de especies de líquenes (Miadlikowska et al., 2018). 

En este trabajo utilizamos los marcadores moleculares LSU e ITS para corroborar la identidad 

fúngica del liquen, los cuales se han utilizado previamente para identificar especies del género 

Peltigera. Este género ha sido estudiado utilizando una serie de marcadores moleculares, lo que 

ha permitido generar bases de datos con filogenias robustas y disponibles para usuarios que 

estudian este género, como la plataforma T-BAS (Carbone et al., 2019) (e.g. Goffinet et al., 2003; 

Magain et al., 2018; Miadlikowska et al., 2014; Miadlikowska & Lutzoni, 2000; Zúñiga et al., 

2015). La asignación a nivel de clado por la plataforma permitió identificar conjuntos de muestras 

asociadas al clado Peltigera rufescens que se encontraran más cercanas a la especie de interés. 

Además, la identidad de los micobiontes se corroboró analizando la región ITS1-HR, la cual se ha 

propuesto como un poderoso marcador taxonómico a nivel de especie para representantes del 

género Peltigera (Magain et al., 2018). Su alta variabilidad permite corroborar la identidad a 

niveles taxonómicos bajos (e.g. especie); sin embargo, obtener secuencias completas de la región 

es un desafío importante en el proceso de identificación, ya que éstas suelen ser zonas de largas 

corridas de mononucleótidos, lo que genera problemas durante la secuenciación y lectura del 

marcador (Macrogen Inc, 2022; Zúñiga et al., 2015). Para abordar el inconveniente de muestras 

para las que solo se obtuvo una secuencia parcial del marcador, este fue re-secuenciado utilizando 

el partidor reverso, permitiendo así obtener secuencias con una región de solapamiento suficiente 

con las primeras secuencias parciales, y generar secuencias consenso. Esta técnica permitió la 

identificación de gran parte de las muestras de P. rufescens, ya que su ITS1-HR es una zona rica 

en enlace T=A.  
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Guiando la identificación preliminar en terreno de acuerdo con la morfología descrita para la 

especie, se recolectaron representantes de los clados P. canina, P. didactyla, P. ponojensis/P. 

monticola y P. rufescens. El clado P. canina es uno de los grupos más emblemáticos de la sección 

Peltigera, debido a la presencia de especies crípticas (Magain et al., 2018; Manoharan-Basil et al., 

2016; Miadlikowska et al., 2003; O’Brien et al., 2009), y han sido abundantes en muestreos 

previos en zonas de bosques al sur de Chile (Orlando et al., 2021). Por otra parte, el clado P. 

didactyla, en particular la especie Peltigera castanea, fue recientemente reportada en la zona 

antártica y del hemisferio sur (Halici et al., 2020), mientras que previamente solo se había 

encontrado en áreas del hemisferio norte, como Canadá, Rusia y Estonia (Goffinet et al., 2003; 

Magain et al., 2018), reflejando que su distribución podría ser más extensa de lo previamente 

reportado.   

El clado P. ponojensis/P. montícola, fue el segundo más representado, con 25 especímenes 

asociados a la especie P. antarctica. Esta especie tiene una distribución antártica y se ha 

encontrado en áreas del sur de Chile (Magain et al., 2018; Orlando et al., 2021). Los grupos P. 

didactyla, P. ponojensis/P. monticola y P. rufescens conforman un clado monofilético en los 

análisis del género Peltigera, el cual ha sido denominado PORUDI (Ponojensis-Rufescens-

Didactyla) (Magain et al., 2018; Miadlikowska et al., 2003). Las especies del grupo PORUDI son 

xerofíticas y, en mucha menor medida, mesofíticas (Miadlikowska & Lutzoni, 2000), lo que podría 

explicar parte de su preferencia de crecimiento en sitios de pradera, donde las diferencias en 

contenido hídrico entre épocas frías y cálidas son mayores que en ambientes de bosque, 

principalmente debido a su falta de cobertura arbórea y al alto nivel de percolación (Echeverría et 

al., 2007).  

Por último, el clado P. rufescens fue el grupo más abundante, entre los cuales se reportaron una 

cantidad suficiente de muestras asociadas a la especie de interés y secuencias novedosas no 
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reportadas previamente en las bases de datos (Altschul et al., 1990). El estudio de identificación 

molecular de líquenes al sur de Chile ha tenido un auge reciente, y debido a las características del 

ambiente sugerimos que es probable que existan especies crípticas no reportadas en estas zonas. 

Sería interesante abordar la identificación de potenciales nuevas especies del clado Peltigera, ya 

que la mayor parte de las investigaciones respecto a la identificación y asignación taxonómica se 

enfocan principalmente en datos reportados en el hemisferio norte (Magain et al., 2018; Nash, 

2008; Orlando et al., 2021).  

Respecto al compañero cianobionte Nostoc, se utilizó el marcador conservado del gen del 16S 

rRNA (SSU). Se ha reportado que el hábitat influiría en la distribución de los genotipos de Nostoc 

asociados a especies del género Peltigera (Kaasalainen et al., 2021), encontrando una gran 

proporción de líquenes, de igual o diferente especie, que habitan el mismo lugar compartiendo un 

filotipo de fotobionte (Almendras, 2022; Jüriado et al., 2019; Muster, 2019; Pezoa, 2021; 

Rikkinen, 2013). Este fenómeno coincide con los resultados del presente trabajo, donde se 

reportaron genotipos dominantes de Nostoc en cada ambiente, compartidos por diferentes especies 

de Peltigera. Además, se encontraron secuencias no reportadas previamente en las bases de datos, 

lo que sugiere que los ambientes al sur de Chile no solo podrían ser una fuente de especies 

novedosas de micobionte, sino también de cianobiontes. La confirmación de la identidad de los 

cianobiontes es importante ya que se ha reportado que cada filotipo podría presentar diferencias 

metabólicas, y estructuraría a las comunidades bacterianas asociadas al liquen (Hodkinson et al., 

2012; Leiva et al., 2016), por tanto, la cercanía filogenética de los haplotipos seleccionados se 

espera pueda minimizar las variables intrínsecas que afectan el microbioma liquénico. De este 

modo, de acuerdo con la identificación de micobionte y cianobionte, se seleccionaron los 

individuos con los mismos simbiontes principales por sitio, reduciendo el factor de variabilidad 

que depende de su identidad (Leiva et al., 2021). 
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4.2. Microbioma de líquenes P. rufescens, sus sustratos asociados y los suelos aledaños 

En cada sitio se recolectaron muestras de talo de líquenes, los sustratos asociados, y suelos 

aledaños libres de líquenes, y se realizaron los análisis de los microbiomas en base a la 

secuenciación del amplicón del 16S de la comunidad bacteriana. Se utilizaron partidores 

modificados con el fin de excluir al grupo de las cianobacterias, al que pertenece el fotobionte de 

los líquenes en estudio, y con ello evitar que su abundancia cubra la diversidad en la secuenciación 

de otros componentes menos abundantes del microbioma (Leiva, 2015; Pezoa, 2021). A pesar de 

ello, se encontraron representantes de este filo, pero en menor proporción que en estudios que usan 

partidores universales, en los cuales este grupo puede representar hasta el 25% de los filotipos 

identificados (Sierra et al., 2020). 

Al comparar las comunidades bacterianas en los distintos tipos de muestra, se encontró que la 

diversidad en líquenes es menor que sustratos y suelos, evidencia también reportada en otros 

trabajos de estudio de microbiomas en líquenes Peltigera (Almendras, 2022; Pezoa, 2021). 

Además, los microbiomas en líquenes resultaron ser más similares entre sí que en los suelos o 

sustratos, lo que podría estar asociado a la selectividad del microbioma en líquenes (Leiva et al., 

2021), donde según su identidad se generan condiciones en la superficie del talo preferidas por 

ciertos microorganismos, y con ello, la homogenización de los microbiomas en líquenes de la 

misma especie en distinta localización.  

Al comparar los microbiomas entre sitios, encontramos que estos comparten una baja cantidad de 

ASVs, y que entre mayor es el grado de identificación taxonómica, mayor proporción de grupos 

comparten. Los cinco filos más abundantes encontrados, Proteobacteria, Actinobacteriota, 

Acidobacteriota, Bacteroidota y Planctomycetota, han sido reportados en distintas especies de 

líquenes como filos dominantes, siendo Proteobacteria y Actinobacteriota los más abundantes, así 
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como también en suelos de distintos ambientes (Aschenbrenner et al., 2014; Banerjee et al., 2018; 

Bates et al., 2011; Cardinale et al., 2008; Grube et al., 2012; Hodkinson et al., 2012; Mushegian 

et al., 2011; Sierra et al., 2020; Swamy & Gayathri, 2021). 

Además, se encontró que los líquenes de ambos sitios presentaron grupos más representados en 

común, como Proteobacteria, Armatimonadota y Cyanobacteria, y otros filos específicos para cada 

sitio, como Plantomycetota y Bacterioidota en líquenes de COY, los cuales podrían estar siendo 

“reclutados” por el microambiente liquénico en cada caso. Se ha reportado que representantes de 

estos filos son capaces de formar estructuras tipo biopelículas sobre las hifas fúngicas 

(Rampadarath et al., 2017; Swamy & Gayathri, 2021; Y. Wang & Liu, 2021), por lo que además 

de estar cumpliendo funciones de suministro, reciclaje y transformación de nutrientes clave en el 

crecimiento y desarrollo del liquen (Aschenbrenner et al., 2017; Bates et al., 2011; Cardinale et 

al., 2008; Hodkinson & Lutzoni, 2009), también podrían ser claves en la estructuración de la 

comunidad. La coincidencia de grupos entre líquenes de diferentes ambientes podría sugerir una 

alta selectividad de estos filotipos, ya que se ha sugerido que existe una selectividad positiva con 

respecto a qué bacterias pueden establecer asociaciones cercanas con los líquenes, ya que su 

asociación sería determinante para la supervivencia del holobionte (Leiva et al., 2021; Sierra et 

al., 2020).  

Asimismo, algunos grupos también son compartidos entre los sustratos de ambos sitios, sugiriendo 

un posible fenómeno de selección de dichos filos en base a las condiciones generadas por la 

presencia del holobionte en el suelo. En particular, los filos Omnitrophota, Actinobacteriota y 

Plactomycetota, se encontraron significativamente más representados en sustratos que suelos. El 

filo Omnitrophota ha sido reportado en sedimentos, y se ha predicho que sus representantes 

presentan una fuerte capacidad biosintética de aminoácidos, nucleósidos y cofactores esenciales, 

y potencial en la oxidación de metano y la reducción de nitratos (Williams et al., 2021). Por otro 
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lado, el filo Actinobacteriota corresponde a un grupo ubicuamente distribuido en ambientes 

terrestres y acuáticos, son importantes productoras de metabolitos secundarios, y producen dos 

tercios de todos los antibióticos derivados de la naturaleza (Barka et al., 2016). Finalmente, el filo 

Plactomycetota es numéricamente abundante en las comunidades microbianas de suelos (Buckley 

et al., 2006), y se ha reportado que sus representantes codifican genes implicados en la hidrólisis 

y utilización de diversas fuentes de carbono complejas, incluida la quitina (Alexander et al., 2021). 

De este modo, los grupos mencionados podrían estar (1) aprovechando partes viejas de los talos 

para consumo (e.g. quitina), (2) cumpliendo un rol regulador en la colonización de sustratos (e.g. 

producción de antibióticos), y (3) participando de manera activa en el reciclaje de distintos 

nutrientes (e.g. ciclo metano, ciclo N, ciclo C).  

Como se mencionó anteriormente, las praderas de estudio presentan diferencias claves en su 

historia de desarrollo, grado de intervención y clima, factores que podrían influir en la 

composición de la biota de ambos sitios. A pesar de sus diferencias, ambos suelos presentaron 

patrones de identidad de las comunidades microbianas a nivel de filo similares entre sí, 

compartiendo cerca de 300 ASVs, y presentaron filos en común con mayor representación en 

suelos que en sustratos, como Desulfobacterota B, un filo recientemente definido que abarca 

representantes reductores de sulfato, fermentativos y de linajes sintróficos (Murphy et al., 2021); 

Methylomirabilota, reconocido como metano-oxidantes y nitritos-reductores (Ettwig et al., 2010; 

Ivanova et al., 2022); y Firmicutes, que representan uno de los más abundantes y ubicuos grupos 

en diversos ambientes, y son usualmente estudiados por su importancia en la producción de 

enzimas, antibióticos, probióticos, agentes de control biológico y otras características de 

importancia industrial (Ramos et al., 2019). A pesar de dichas similitudes, los suelos fueron las 

muestras más diferentes entre sitios al considerar su composición bacteriana, presentando la mayor 

cantidad de secuencias únicas y las mayores distancias y diferencias en los análisis. Más 
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específicamente, se encontraron diferencias en la abundancia de algunos grupos, siendo 

Actinobacteriota, Dormibacteriora y Firmicutes más abundante en COY, y Dependientae, 

Verrucomicrobiota y Myxococcota en TAM. Esta diferencia no se mantuvo al comparar los otros 

tipos de muestras (i.e. Liq y Sus). En particular, al comparar las muestras de líquenes en ambos 

sitios solo se encontró un filo más representado en COY que en TAM, Eremiobacterota. Este filo 

ha sido caracterizado por su amplia diversidad metabólica y adaptación a condiciones extremas en 

una amplia gama de entornos, incluidos ambientes ácidos y pobres en nutrientes (Ji et al., 2021), 

lo que podría coincidir con las altas probabilidades de que COY presente una menor disponibilidad 

de nutrientes debido a su historial de incendios (Boerner, 1982); sin embargo, sería necesario 

realizar estudios sobre la química del suelo para confirmar dicha suposición.  

En los análisis de abundancia diferencial de los géneros se seleccionaron los 5 filos más 

abundantes y el filo Armatimonadota, el cual se encontró más representado en líquenes. Entre 

ellos, se encontraron géneros en común más representados en ambos líquenes, como Terriglobus, 

Jatrophihabitans, Abditibacterium, Ferruginibacter, Fimbriiglobus, Roseomonas, entre otros, 

incluyendo representantes de los 6 filos, con mayor representación de los géneros asociados a 

Proteobacteria y Actinobacteriota. Esto sugiere que los géneros mencionados podrían estar siendo 

seleccionados o reclutados de acuerdo con la identidad del holobionte en ambos sitios (Leiva et 

al., 2021; Sierra et al., 2020). Por otro lado, los líquenes también presentaron géneros bacterianos 

exclusivos en cada sitio, apoyando la propuesta de que grupos mejor adaptados al ambiente 

podrían estar siendo reclutados por los líquenes, en base a sus necesidades de sobrevivencia y a la 

capacidad de cada microorganismo de colonizar el microambiente influenciado por el liquen 

(Cardinale et al., 2012). 

En conjunto, estas observaciones apoyan la visión de los líquenes como filtros ambientales, 

capaces de reclutar grupos bacterianos e influir en su entorno cercano, generando comunidades 
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similares en diferentes ambientes, pero a su vez, reclutando especímenes particulares del ambiente 

mejor adaptados a las condiciones locales.  

4.3. Redes microbianas de líquenes P. rufescens 

Recientemente los líquenes han sido redefinidos como “ecosistemas autosuficientes formados por 

la interacción de un hongo y una disposición extracelular de uno o más socios fotosintéticos, y un 

número indeterminado de otros organismos microscópicos”, y han sido considerados como 

holobiontes en los cuales el rol de la comunidad bacteriana sería esencial para su sobrevivencia 

(Hawksworth & Grube, 2020). 

La composición de la comunidad microbiana asociada con un hospedero en particular se define 

por factores como la temperatura y el pH (Thomas et al., 2016), el genotipo del hospedero 

(Almendras, 2022), los nutrientes (Shapira, 2016) y las interacciones entre organismos (Hacquard 

et al., 2015). La evidencia indica que los hospederos de la misma especie (Shapira, 2016) o 

relacionados evolutivamente (Ochman et al., 2010), albergan comunidades microbianas similares. 

Además, los microorganismos asociados constantemente con un determinado hospedero o que se 

encuentran en una gran fracción de muestras (Shade & Handelsman, 2012), se han identificado y 

catalogado en diversos organismos de acuerdo con su prevalencia y abundancia (Sierra et al., 

2020). En base a ello, en este trabajo se categorizaron las ASVs presentes en el 80% de las 

muestras o más, como microbioma representativo de P. rufescens en cada sitio, denominándolo 

microbioma Core. 

Se comparó la diversidad (alfa y beta) del microbioma Core con la comunidad bacteriana completa 

detectada en los líquenes, lo que permitió confirmar que el microbioma Core es una submuestra 

representativa de la comunidad bacteriana de cada liquen, permitiendo así (1) descartar secuencias 

con baja prevalencia y que coinciden con aquellas ASVs con una menor cantidad de lecturas, y 
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(2) reducir la cantidad de secuencias en la predicción de redes, permitiendo el mejor 

funcionamiento de la metodología SPIEC-EASI, ya que análisis con una gran cantidad de nodos 

son complejos de generar (Matchado et al., 2021). 

Los microorganismos que habitan los líquenes viven como comunidades complejas, donde se 

involucran en numerosas interacciones que pueden deducirse de los datos de estructura de los 

microbiomas. En este trabajo en particular se utilizó un enfoque basado en redes microbianas, los 

cuales han resultado útiles para descifrar patrones complejos de interacción microbiana (Matchado 

et al., 2021). Para ello, se predijeron las redes microbianas para las ASVs del microbioma Core en 

los líquenes P. rufescens utilizando el método basado en modelos gráficos para datos de 

composición SPIEC-EASI (Matchado et al., 2021).  

Las redes de los microbiomas de los líquenes de ambos sitios resultaron ser similares, presentando 

una predominancia en relaciones de coocurrencia positiva. Aunque la coocurrencia no implica 

significancia ecológica (Hirano & Takemoto, 2019), estas relaciones podrían reflejar una 

prevalencia de interacciones cooperativas entre los integrantes del microbioma para sobreponerse 

a las interacciones de competencia o condiciones hostiles del microambiente, pudiendo o no 

beneficiar al organismo hospedero (Matchado et al., 2021). 

Al evaluar los parámetros de transitividad, conectividad (“degree”) y centralidad (“betweenness”), 

se identificaron aquellos taxa, géneros o filos más significativos en la estructuración de la red. Los 

parámetros de degree y betweenness mostraron distribuciones similares entre líquenes, así como 

también la identificación a nivel de filo de los 100 taxa con mayores valores de transitividad, 

destacando filos previamente mencionados como Proteobacteria, Actinobacteriota, 

Acidobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota, Armaimonadota, Myxococcota y 

Verrucomicrobiota, con una predominancia de los dos primeros filos en ambos líquenes. Al 

evaluar los 100 taxa con mayor transitividad a nivel de género, se encontró que la gran mayoría 
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no pudo ser identificada (77% TAM y 78% COY), reflejando el alto grado de desconocimiento 

sobre las comunidades bacterianas liquénicas. Entre aquellos taxa que lograron ser identificadas, 

solo tres géneros se compartieron entre sitios, Actinoplanes, Patulibacter y Mycobacterium; sin 

embargo, debido a la gran proporción de ASVs no identificadas, no es posible asumir ni sugerir 

que los demás géneros no se encuentren representados en ambos sitios. Respecto a los géneros 

mencionados, Actinoplanes ha sido reportado en líquenes de distintos géneros, y con 

representantes cultivables y productores de antibióticos (Liu et al., 2017); Patulibacter se ha 

encontrado habitualmente en costras biológicas del suelo (Reddy & Garcia-Pichel, 2009), pero a 

pesar de su gran diversidad, las bases de datos siguen siendo muy limitadas; y Mycobacterium ha 

sido encontrado en líquenes y suelos, y se ha reportado como eficiente en la solubilización de P 

(Sigurbjörnsdóttir et al., 2015) y en la oxidación del azufre (Paul, 2007). Estos antecedentes 

sugieren un importante rol de estos grupos en la simbiosis liquénica, probablemente asociados al 

ciclo de nutrientes y la regulación del microambiente. 

Las redes microbianas también han sido utilizadas para identificar taxa claves (Banerjee et al., 

2018), las cuales están altamente conectados y ejercen una influencia considerable en la estructura 

y el funcionamiento del microbioma, independientemente de su abundancia, y su eliminación 

podría provocar un cambio drástico en la organización del microbioma (Banerjee et al., 2018). 

En el presente trabajo se definieron 30 taxa claves en cada red como aquellos que presentaron los 

mayores valores de conectividad (degree) y centralidad (betweenness). Cabe mencionar que los 

análisis realizados se basan en correlaciones y deben interpretarse con cautela, ya que correlación 

no significa causalidad, y por tanto los taxa definidos como taxa claves son sugeridos como 

organismos claves en la red basados en parámetros estadísticos, y sería necesario complementar 

este trabajo con otro tipo de análisis para realizar una interpretación ecológica más completa. Sin 

embargo, en el marco del presente estudio, se considera que las ASVs encontradas representarían 
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organismos de importancia significativa en la red, y, por tanto, de interés para comprender la 

dinámica de supervivencia del holobionte en distintos sitios. 

Las 60 ASVs definidas como taxa claves pertenecieron a los filos Proteobacteria, 

Actinobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota y Cyanobacteria, además de representantes no 

identificados. Representantes de algunos de estos filos han sido reportados como taxa claves en 

otros ambientes con relación geográfica o ecológica con los de este estudio, e.g. análisis de redes 

microbianas en suelos de pastizales han demostrado que albergan taxa claves en su mayoría 

pertenecientes a los filos Actinobacteriota y Proteobacteria (Banerjee et al., 2018), mientras que 

integrantes de los filos Bacteroidota y Planctomycetota han sido reportados como taxa claves en 

redes asociadas a comunidades bacterianas de la rizosfera (Zu et al., 2022). Cabe destacar que el 

filo Cyanobacteria, a pesar de los intentos por excluirlo a partir de la amplificación del marcador 

molecular utilizado para el estudio de la comunidad microbiana, igual fue detectado, y como se ha 

mencionado en otros trabajos, sus representantes podrían estar cumpliendo un rol importante en 

la estructuración del microbioma liquénico debido a su alta abundancia y capacidad sintetizadora 

(Almendras, 2022). 

Solo 9 de los 60 taxa claves fueron identificados a nivel de género, 5 en TAM y 4 en COY. En 

TAM se identificaron integrantes de los géneros Fimbriiglobus, Actinoplanes, 

Dactylosporangium, Bog-1190 y Nostoc. El primero de ellos, Fimbriiglobus, también fue 

encontrado como uno de los géneros más representados en líquenes que en sustratos. En este 

género se han reportado integrantes con capacidad quitinolítica (Ravin et al., 2018), es decir, 

capaces de degradar quitina, un componente importante en la estructura de células fúngicas, así 

como otras actividades degradadoras de polímeros asociados a líquenes (e.g. liquenina). Por lo 

tanto, su actividad en la comunidad en parte podría relacionarse con la degradación de partes viejas 

del talo y el reciclaje de compuestos en el ambiente liquénico. Representantes del género 
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Actinoplanes, previamente mencionado como uno de las taxa compartidos con mayor transitividad 

en líquenes, se han reportado en suelos de diversos ambientes y líquenes de distintos géneros, y 

son reconocidos productores de antibióticos (Liu et al., 2017), sugiriendo que podrían ser una 

fuente importante de productos reguladores de la comunidad (Hodkinson et al., 2012). Por otra 

parte, Dactylosporangium, previamente reportado en microecosistemas liquénicos (Scervino et 

al., 2014), es un género de actinobacterias raras que se sabe que producen una serie de compuestos 

antibacterianos importantes, pero para los cuales todavía no se conocen sus genomas ni el grado 

de capacidad biosintética. Sin embargo, descripciones de algunos integrantes del género han 

sugerido que podrían ser productores de compuestos bioactivos interesantes (Moureu et al., 2021), 

por lo que también podrían cumplir un rol de regulación y suministro de compuestos a la 

comunidad (Hodkinson et al., 2012). Otro de los géneros fue Bog-1190, recientemente identificado 

y, por tanto, con limitada información sobre sus representantes. Finalmente, Nostoc ha sido 

ampliamente reportado en líquenes, tanto como fotobionte principal como en su comunidad 

microbiana, alcanzando alrededor del 70% de las OTUs de cianobacterias detectadas en otros 

trabajos de microbioma liquénico (Aschenbrenner et al., 2017; Sierra et al., 2020) 

Por otro lado, en COY se identificaron representantes de los géneros Pseudolabrys, Roseomonas, 

Solirubrobacter y VAYN01 como taxa claves. El primero, del linaje de alfaproteobacterias, se ha 

encontrado en suelos y se ha reportado como uno de los géneros más importantes en la 

contribución de actividad fosfatasa alcalina en bosques (Wang et al., 2022), y por tanto podría 

cumplir un importante rol en la solubilización de P en la comunidad. Roseomonas, un género que 

también se mencionó como más representado en líquenes que sustrato, se sabe que existe 

ampliamente en la naturaleza, incluyendo suelos y líquenes (Ahlawat et al., 2022; Graham et al., 

2018), y se ha encontrado en asociación con organismos vegetales donde podría promover el 

crecimiento y desarrollo de algunas especies, y es capaz de formar biopelículas (Kalam et al., 
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2017), sugiriendo que representantes de este género poseen capacidades que podrían favorecer el 

comportamiento simbiótico de la comunidad. Solirubrobacter se ha descrito con una distribución 

global en varios suelos (Hemmat-Jou et al., 2018), y ha sido reportado como taxa central en 

análisis de redes de microbiomas de sedimento y rocas desgastadas (Ma et al., 2021), sugiriendo 

que presenta una alta flexibilidad de adaptación a diversos ambientes, en los cuales podría cumplir 

roles importantes en la estructuración de redes microbianas colonizadoras de ambientes bióticos, 

como el liquen, o abióticos, como sedimentos. Por último, el género recientemente descrito 

VAYN01 ha sido poco caracterizado como para sugerir o predecir su rol en la red microbiana, pero 

podría corresponder a un foco de estudio interesante, al igual que Bog-1190 en TAM.  

Finalmente, del conjunto de taxa claves, se compartió solo una ASV entre los sitios, que 

correspondió a una Proteobacteria de la clase Alphaproteobacteria de la familia 

Sphingomonadaceae. Esta familia ha sido reportada previamente en líquenes (Sierra et al., 2020) 

y se ha descrito como la familia de alfaproteobacterias más abundante en los propágulos 

simbióticos de líquenes (aprox. 65% de las lecturas), sugiriendo que los integrantes de este grupo 

podrían presentar una importante transmisión vertical entre líquenes (Aschenbrenner et al., 2014). 

También es interesante que cepas de la familia Sphingomonadaceae asociadas a líquenes parecen 

albergar varios profagos y otros elementos móviles (Graham et al., 2018), sugiriendo que podría 

cumplir un importante rol en la dinámica de movilidad genética en la comunidad. Estudios sobre 

interacciones de la microbiota asociada a líquenes, musgos y cortezas de árbol, sugirieron que el 

grupo de Sphingomonas podría ser un grupo generalista con características generalmente 

beneficiosas, como la fijación de nitrógeno u otras funciones de apoyo (Aschenbrenner et al., 

2017). Además, bacterias de este grupo también son capaces de degradar materia orgánica y 

compuestos recalcitrantes, por lo que se ha sugerido que su presencia en la zona central de líquenes 

podría estar relacionada con la adquisición de nutrientes y la degradación de las partes viejas del 
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talo (Aschenbrenner et al., 2017; Cardinale et al., 2012; Leiva et al., 2021; Mushegian et al., 2011). 

En conclusión, las redes microbianas en líquenes Peltigera rufescens creciendo en praderas 

presentarían estructuras similares, con relaciones principalmente positivas en su comunidad, y con 

nodos de alta relevancia en la estabilidad de la red que coinciden en su identificación a niveles 

taxonómicos altos, pero que, al evaluar su identidad a nivel de género, presentan diferencias 

probablemente influenciadas por las condiciones del ambiente que habitan. Además, cabe 

mencionar que al menos uno de los taxa claves podría asociarse a la identidad del holobionte más 

que con su ubicación, como es la ASV asociada a la familia Sphingomonadaceae.  

4.4. Gremio potencialmente involucrado en el metabolismo del fósforo en el microbioma 

de líquenes P. rufescens.  

En el presente estudio trabajamos con cianolíquenes P. rufescens, especie adaptada a ambientes 

con baja disponibilidad de P como son los sitios de pradera con suelos de tipo Andisol (Negassa 

& Leinweber, 2009; Redel et al., 2008), que presentan un alto requerimiento de P (McCune & 

Caldwell, 2009; Weiss et al., 2005). Considerando esto, el holobionte podría presentar 

mecanismos de adaptación interesantes para su supervivencia con respecto al reciclaje del P en 

sitios de baja biodisponibilidad gracias a las funciones potenciales en su microbioma. 

El estudio del microbioma se basó en la predicción de su genoma a partir de secuencias del gen 

16S utilizando la herramienta bioinformática Picrust2, metodología que presenta limitaciones 

como son (1) la dependencia de la base de datos de genomas secuenciados, y (2) la actualización 

de la base de datos KEGG (Douglas et al., 2020). Probablemente debido a estas limitantes, 8 de 

los KO estudiados debieron ser descartados, lo que refleja la necesidad de enriquecer las bases de 

datos, incluyendo microambientes poco estudiados como los líquenes, en particular aquellos de 

lugares poco representados en los estudios de este tipo. 
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Al comparar la abundancia predicha de los genes que codifican a las enzimas estudiadas entre 

muestras del mismo tipo pero distinto sitio, se encontraron diferencias significativas, siendo la 

mayoría de los genes más abundante en COY. Esta observación podría relacionarse con dos 

argumentos, (1) COY presenta un historial de incendios e intervención que podría haber generado 

una reducción permanente del P, y (2) que las bajas disponibilidad de P en los suelos se asocia a 

una mayor abundancia de solubilizadores de este elemento (Acuña et al., 2016; Fraser et al., 2015). 

De este modo, la mayor abundancia predicha de genes relacionados con el metabolismo del P en 

COY podría corresponder a una adaptación de los organismos que han recolonizado la zona 

durante los años posteriores a los incendios. Cabe mencionar, sin embargo, que algunos genes 

fueron predichos como más abundantes en TAM, los cuales están asociados a la adquisición de P 

en sustratos (PstS) y a la solubilización de P desde fitato en líquenes (Appa). La mayor abundancia 

de estos genes en TAM podría relacionarse con que los líquenes de TAM podrían estar mejor 

adaptados a la solubilización de P a partir de productos naturales y altamente estables como el 

fitato, un compuesto de difícil solubilización, pero altamente abundante en suelos ya que está 

presente en el polen (Kalsi et al., 2016). Además, el microbioma de su sustrato reflejaría el 

potencial de consumo de P (Bergkemper et al., 2016), probablemente derivado del microambiente 

del talo o la alta biodisponibilidad de P en los suelos. 

A pesar de las diferencias entre sitios, las muestras se diferenciaron principalmente por tipo (e.g. 

Liq vs. Sus), y las muestras del mismo tipo, pero distinto sitio, presentaron patrones de abundancia 

similares de los marcadores analizados, siendo los líquenes los que presentaron menores 

diferencias entre ellos. Esto sugiere que el microambiente liquénico podría estar influyendo en la 

homogenización y reclutamiento de los gremios bacterianos involucrados en el reciclaje del P que 

colonizan los talos. Al igual que en otros estudios, el presente trabajo reportó que en líquenes hubo 

una mayor abundancia y contribución de solubilizadores de Po, como fosfatasas ácidas y alcalinas 
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y fosfonatasas (Almendras, 2022; Pezoa, 2021). Esto podría estar asociado a la disponibilidad de 

sustratos para solubilización de P en los talos, que es un ambiente denso en cuanto a colonización 

de microorganismos, y por tanto rico en sustratos de Po. Se ha reportado que ambientes orgánicos, 

como la hojarasca forestal y las capas orgánicas del suelo, presentan alta actividad de las fosfatasas 

microbianas, mientras que los suelos minerales tienden a una disminución de esta actividad 

(Bergkemper et al., 2016). De manera similar, las fosfonatasas podrían asociarse a la alta 

disponibilidad de fosfonatos en el ambiente liquénico. Estas moléculas pueden encontrarse 

formando parte de la membrana o como moléculas excretadas por los microorganismos, como 

antibióticos (Horsman & Zechel, 2017), y considerando que los metabolitos secundarios son muy 

diversos en líquenes, podría ser un medio rico en este tipo de sustratos (Calcott et al., 2018; Liu et 

al., 2017; Parrot et al., 2016). Cabe mencionar que para Nostoc en asociaciones liquénicas se han 

reportado grupos de genes biosintéticos de fosfonatos (Gagunashvili & Andrésson, 2018), por lo 

que el cianobionte también podría estar suministrando estas moléculas.  

Al igual que los marcadores de solubilizadores de P, la mayoría de los genes estudiados fueron 

más abundantes en líquenes que en suelos y sustratos, incluyendo los relacionados con la síntesis 

y degradación de polifosfatos, lo cual sugiere un importante rol en el almacenamiento de P en el 

gremio colonizador de líquenes (Tanuwidjaja et al., 2021). Otro ejemplo son los marcadores de 

los sistemas de transporte de alta afinidad de P, de G3P y de fosfonatos, y de los reguladores de la 

expresión de operones asociados al reciclaje de P, sugiriendo que los microorganismos 

colonizadores de líquenes podrían además de tener un importante impacto en la solubilización de 

P, presentar sistemas de regulación y dinámica de P eficientes en el microambiente liquénico. En 

particular, el sistema de transporte de G3P y almacenamiento de polifosfatos podrían reflejar una 

adaptación de parte del microbioma a la supervivencia en condiciones de privación de Pi, ya que 

los microorganismos participarían en el suministro de Ps a la comunidad liquénica a través de una 
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vía distinta a la solubilización directa de P por enzimas extracelulares (Park et al., 2022; Xavier et 

al., 1995).   

Por otra parte, los suelos y sustratos resultaron ser más similares entre sí, y se encontraron 

principalmente genes asociados a la solubilización de Pi, algunas fosfatasas, fosfolipasa, 

fosfotriesterasa, sistema de transporte de baja afinidad de P y desintoxicación de metales pesados, 

reguladores de la expresión de operones asociados al ciclo del P, sistema de transporte y 

solubilización de 2AEP y 3GP, lo que sugiere que los sistemas de dinámica de P en estos ambientes 

estarían principalmente orientados a (1) la solubilización y consumo de Pi, (2) la preferencia de 

fosfatasas inespecíficas con una mayor diversidad de sustratos asociados, como por ejemplo phoD 

que codifica para una enzima que presenta actividad fosfomonoesterasa y fosfodiesterasa 

(Rodriguez et al., 2014), (3) el consumo de fosfonatos naturales como 2AEP, y (4) predominancia 

de sistemas de regulación distinta a la comunidad bacteriana presente en líquenes. Entre ellos cabe 

mencionar que la fosfolipasa se encontró en mayor abundancia en sustratos que suelos, enzima 

que actúa sobre la molécula de fosfatidilcolina, un compuesto fosfolípidico que se ha reportado en 

la membrana de los líquenes del género Peltigera (Dembitskii et al., 1992), lo que podría sugerir 

que esta comunidad podría estar obteniendo P de partes viejas de los talos cercanas a los sustratos.  

Finalmente, el gen de la fitasa (appA) mostró un comportamiento dependiente del sitio, 

presentando una predominancia en suelos y sustratos de COY, mientras que en TAM su 

abundancia no se diferenció entre tipos de muestra. Enfatizando nuevamente que el fitato podría 

ser un sustrato importante para la adquisición de P en líquenes que habitan ambientes menos 

intervenidos, como TAM.  

De este modo, el microbioma liquénico estaría mejor adaptado a la adquisición de P a partir de 

Po, probablemente debido a que las fuentes de Pi son menos dominantes en talos que en suelos y 

sustratos, lo cual podría asociarse a que en talos se ha reportado la presencia de bacterias con 
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potencial de degradación de materia orgánica (e.g. partes viejas del talo) para la obtención de 

nutrientes (Aschenbrenner et al., 2016; Grube et al., 2015; Mushegian et al., 2011), lo que podría 

ser una fuente importante, sino una de las principales, para el reciclaje y obtención de nutrientes 

para la comunidad liquénica.  

Otros estudios sobre microbiomas asociados al ambiente liquénico coinciden con el presente 

trabajo, destacando que suelos y sustrato presentan una mayor prevalencia de solubilizadores de 

Pi (Almendras, 2022), concordando con la propuesta de que la ocupación de nichos ecológicos se 

relaciona más con las capacidades funcionales de los microorganismos que con su identificación 

taxonómica, y que los mecanismos de solubilización de Pi se produciría principalmente a partir de 

complejos minerales encontrados mayoritariamente en suelo (Patiño-torres & Sanclemente-Reyes, 

2014). Cabe mencionar que además del ácido glucónico, vía estudiada en este trabajo para conocer 

el potencial solubilizador de Pi, existen otros ácidos orgánicos tales como los ácidos málico, 

láctico, cítrico y oxálico, que también pueden solubilizar el Pi (Sharma et al., 2013), pero que han 

sido de menor relevancia en el estudio a nivel genético debido a que los genes asociados a sus vías 

cumplen distintos roles intracelulares, impidiendo que su estudio pueda ser considerado relevante 

en el ciclo del P (Grafe et al., 2018). 

Al evaluar la identidad taxonómica a nivel de filo de las ASVs para los distintos marcadores, 

nuevamente los filos con mayor representación son Proteobacteria, Actinobacteriota y 

Acidobacteriota. Al evaluar la contribución en la separación de líquenes, suelos y sustratos, se 

encontró que, dentro de los 60 grupos con mayor contribución, aunque incluyen los filos 

mencionados, no necesariamente fueron dominantes. Al comparar el mismo tipo de muestras en 

los diferentes ambientes, se encontró que los grupos de líquenes no se diferencian 

significativamente entre sí, apoyando la propuesta de que el talo de una misma especie de liquen 

homogenizaría los gremios bacterianos solubilizadores de P asociados, siendo predominantes en 
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este tipo de muestra los relacionados con el filo Proteobacteria (Sigurbjörnsdóttir et al., 2015). 

Respecto a los sustratos, las principales variables que contribuyeron a su separación se asociaron 

al filo Verrucomicrobiota, un grupo encontrado en una gran diversidad de ambientes y que se han 

caracterizado como termoacidófilos con presencia de enzimas de las vías metilotróficas y algunos 

incluso como endosimbiontes; sin embargo, su rol ecológico aún no está del todo claro, 

principalmente debido a los pocos representantes que han podido ser caracterizados y a la 

dificultad de su estudio por medio de técnicas de cultivo (Hou et al., 2008). En suelos, se encontró 

la mayor proporción de variables que contribuyeron a la separación de los tipos de muestra, las 

que incluyeron representantes de los filos Cloroflexota, Desulfobacterota, Acidobacteriota, 

Proteobacteriota, Elusimicrobiota, Myxococcota y filos no reportados, siendo los 3 primeros los 

más representados. Estos grupos se asociaron principalmente al transporte y regulación de 

consumo de Pi, y por tanto su rol estaría más relacionado a otros ciclos de nutrientes.  

Al evaluar los géneros identificados más abundantes asociados a los genes, la mayoría tuvo una 

mayor prevalencia en suelos y sustratos, lo cual podría responder a que los microbiomas de suelos 

han sido más descritos, y por tanto las bases de datos estén más enriquecidas para los grupos que 

colonizan estos ambientes, mientras que las muestras de líquenes mostraron una alta proporción 

de grupos que no fue posible identificar y por lo tanto fueron excluidos de este análisis. Cabe 

destacar, que aquellos géneros que se encontraron más abundantes en líquenes estuvieron mucho 

menos representados en suelos y sustratos, sugiriendo un alto grado de selectividad o 

reclutamiento de estos grupos con funciones asociadas a la solubilización de P. Entre los grupos 

conocidos con una mayor abundancia en líquenes que en sustratos y suelos, se destacaron los 

géneros LB1R16, Mesorhizobium, Terriglobus y Actinoplanes. El primero de ellos corresponde a 

un género descrito recientemente, por lo cual no es posible sugerir un rol ecológico; sin embargo, 

en el presente trabajo mostró una alta representatividad respecto a la solubilización de P por medio 
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de las fosfatasas codificadas por phoA/phoB. El género Mesorhizobium ha sido reportado en 

nódulos de raíces con un rol simbiótico y es reconocido como un importante fijador de nitrógeno 

(Laranjo et al., 2014), y en el presente trabajo se asoció a la regulación de solubilización de 

fosfonatos. Por otra parte, integrantes del género Terriglobus han sido reportados en ambientes 

con baja disponibilidad de nutrientes, y se han caracterizado por tener capacidad formadora de 

biopelículas y un rol importante en el ciclado de nutrientes (Eichorst et al., 2007), mientras que, 

en este trabajo en particular, destacan como solubilizadores de Pi en los talos liquénicos. 

Finalmente, el género Actinoplanes se asoció a genes involucrados en la dinámica del 

almacenamiento de polifosfatos, así como también a la fosfonatasa codificada por phoX y la 

fosfolipasa, lo cual podría estar relacionado a su alta capacidad sintetizadora de metabolitos 

secundarios, y por tanto a una alta necesidad de P. Cabe mencionar que este género, además de 

destacar por la mayor cantidad de genes representados entre géneros conocidos en líquenes, 

también correspondió a una de las taxa claves identificadas, enfatizando su relevancia en el 

microambiente liquénico y relación con el reciclaje de P.  

Finalmente, se evaluaron las funciones para las taxa claves, encontrando que ambos sitios 

presentan patrones similares, con una mayor prevalencia de genes reguladores, genes relacionados 

con el sistema de transporte de P de baja afinidad y con el sistema de síntesis y degradación de 

polifosfatos, sugiriendo que las taxa claves podrían tener un rol importante en el almacenamiento 

de P y estar adaptadas para la regulación de su sistema de metabolización de P. Al comparar entre 

sitios, en las muestras de COY predominaron la mayoría de los genes estudiados, lo que podría 

sugerir un grupo de taxa claves adaptados a condiciones de baja biodisponibilidad de P, mientras 

que en TAM los genes que se diferenciaron se asociaron a la solubilización de fosfonatos, 

sugiriendo que podrían estar adaptados a un microambiente rico en fosfonatos y enfocado en el 

reciclaje de P.  
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De esta manera, los resultados de este trabajo, obtenidos mediante aproximaciones independientes 

de cultivo, sugieren que la solubilización de P sería una función fundamental dentro del 

microbioma liquénico, y que el gremio solubilizador de P asociado a líquenes sería mucho más 

diverso de lo que se ha reportado hasta la fecha, prevaleciendo el rol solubilizador de Po. En 

particular, los taxa claves en líquenes, así como el resto de su microbioma relacionado con el 

metabolismo del P, estarían adaptados a las condiciones de biodisponibilidad de P en el ambiente 

y al tipo de recurso disponible o más abundante en cada sitio. Sin embargo, hay que considerar 

que los datos representan el potencial de los sistemas, por lo que son una aproximación a lo que 

podría estar ocurriendo en estos microambientes (Douglas et al., 2020). Para profundizar en la 

comprensión de estos mecanismos e identificar comunidades microbianas involucradas en los 

procesos de interés, se deben realizar estudios complementarios.   
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CONCLUSIONES 

El primer desafío que enfrentar en el presente trabajo es que la identificación morfológica 

de los líquenes en general, y los de este estudio en particular, no es suficiente para su identificación 

a nivel de especie, por lo que se requieren herramientas de identificación molecular. Además, para 

poder seleccionar muestras que contengan la misma pareja de simbiontes clásicos, y así contar con 

réplicas biológicas que disminuyan la influencia de estos componentes, es imprescindible su uso. 

La diversidad de las comunidades microbianas asociadas a líquenes P. rufescens es 

diferente, a nivel de filos, a la de los sustratos y los suelos aledaños, pero es similar entre los 

líquenes que crecen en el mismo tipo de ambiente (i.e. pradera) a pesar de su diferente localización 

(i.e. COY vs. TAM). En este último caso, sin embargo, se observaron algunas diferencias a niveles 

taxonómicos inferiores según la localidad de estudio, lo cual podría estar relacionado con la 

disponibilidad de ciertos grupos bacterianos en el ambiente de cada lugar donde los líquenes 

crecen (i.e. suelo). Asimismo, las redes microbianas en líquenes de distintos sitios también son 

similares entre sí, pero presentan taxa claves diferentes a nivel de género en cada lugar. Así, 

aunque las comunidades microbianas de líquenes de la misma especie presentan similitudes, las 

diferencias entre ellas dependerían de las necesidades del holobionte y de las condiciones locales. 

La comunidad bacteriana asociada a líquenes P. rufescens presenta potenciales funciones 

relacionadas al metabolismo del fósforo, siendo la solubilización de Po mayor que en los suelos y 

sustratos, por lo que esta función sería importante en la simbiosis liquénica. Además, el gremio 

potencialmente involucrado en el metabolismo del P en líquenes presenta una composición similar 

en ambas praderas; sin embargo, las vías dominantes de solubilización de Po son diferentes en 

cada sitio de estudio, sugiriendo que esta función sería importante en la simbiosis liquénica y 

estaría determinada por las condiciones del ambiente.  
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ANEXO 

ANEXO Tabla 1. Coordenadas de cada muestra en los sitios Tamango (TAM) y Coyhaique (COY). En 

amarillo se observan las muestras seleccionadas para el trabajo.  

Muestras 
Latitud 

(S) 

Longitud 

(W) 

Altitud 

(m) 

 
Muestras 

Latitud 

(S) 

Longitud 

(W) 

Altitud 

(m) 

TAM19-21 -47,22216 -72,53136 434,7  COY19-001 - - - 

TAM19-22 -47,22217 -72,53136 434,8  COY19-002 -45,536261 -72,019788 670,4 

TAM19-23 -47,22211 -72,53133 435,4  COY19-003 -45,536258 -72,019766 670,91 

TAM19-24 -47,22188 -72,5313 441,4  COY19-004 -45,536214 -72,019759 671,7 

TAM19-25 -47,22187 -72,53129 441,0  COY19-005 -45,536272 -72,019897 669,8 

TAM19-26 -47,22181 -72,53128 443,0  COY19-006 -45,536258 -72,019897 669,2 

TAM19-27 -47,22176 -72,53137 446,1  COY19-007 -45,536316 -72,019902 668,9 

TAM19-28 -47,22174 -72,53125 444,4  COY19-008 -45,536328 -72,019914 668,2 

TAM19-29 -47,22173 -72,53137 447,2  COY19-009 -45,536346 -72,019952 667,7 

TAM19-30 -47,22166 -72,53139 447,2  COY19-010 -45,536003 -72,020189 671,8 

TAM19-31 -47,22166 -72,53144 448,4  COY19-011 -45,536003 -72,020375 673,8 

TAM19-32 -47,22171 -72,53146 448,2  COY19-012 -45,535992 -72,020597 676,3 

TAM19-33 -47,22163 -72,53156 449,9  COY19-013 -45,536021 -72,020598 674,5 

TAM19-34 -47,2216 -72,53159 451,1  COY19-014 -45,536088 -72,020627 675,3 

TAM19-35 -47,22184 -72,53162 448,7  COY19-015 -45,53611 -72,02063 674,5 

TAM19-36 -47,22185 -72,53158 447,3  COY19-016 -45,536103 -72,020579 673,2 

TAM19-37 -47,22189 -72,53162 446,1  COY19-017 -45,536092 -72,020563 672,9 

TAM19-38 -47,2216 -72,53153 450,0  COY19-018 -45,536117 -72,02058 674,2 

TAM19-39 -47,22155 -72,53153 449,4  COY19-019 -45,535917 -72,020756 675,9 

TAM19-40 -47,22172 -72,53138 451,2  COY19-020 - - - 

TAM19-41 -47,22151 -72,53129 450,4  COY19-021 -45,536076 -72,02061 707,4 

TAM19-42 -47,22157 -72,53128 449,3  COY19-022 -45,536121 -72,020559 706,5 

TAM19-43 -47,22158 -72,53131 450,6  COY19-023 -45,536205 -72,020591 706,4 

TAM19-44 -47,22156 -72,53127 448,4  COY19-024 -45,536309 -72,020511 702,2 

TAM19-45 -47,22158 -72,53119 447,6  COY19-025 -45,536236 -72,019917 697,4 

TAM19-46 -47,22155 -72,53153 448,1  COY19-026 -45,536629 -72,020156 694,5 

TAM19-47 -47,2216 -72,53159 449,75  COY19-027 -45,536421 -72,020558 700,7 

TAM19-48 -47,22173 -72,53147 447,3  COY19-028 -45,536119 -72,020752 705,2 

TAM19-49 -47,22176 -72,53142 447,0  COY19-029 -45,536287 -72,020269 697,7 

TAM19-50 -47,22179 -72,53121 442,3  COY19-030 -45,535928 -72,020833 705,3 

TAM19-51 -47,22158 -72,531553 408,9  COY19-031 -45,535916 -72,02085 705,0 

TAM19-52 -47,221538 -72,531504 409,7      

TAM19-53 -47,221502 -72,53135 410,7      

TAM19-54 -47,221566 -72,531245 408,6      

TAM19-55 -47,221537 -72,531237 409,4      

TAM19-56 -47,221845 -72,531601 408,4      

TAM19-57 -47,221832 -72,531589 408,5      

TAM19-58 -47,221729 -72,530998 406,1      

TAM19-59 -47,221798 -72,531163 405,7      

TAM19-60 -47,221911 -72,531282 406,1      

TAM19-61 -47,221972 -72,531346 405,0      
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ANEXO Tabla 2. Identificación de cada muestra, de acuerdo con los marcadores LSU, ITS y SSU, y su 

agrupamiento en OTUs (Haplotipos concatenados y editados) de acuerdo con las secuencias concatenadas 

de los haplotipos LSU e ITS editadas excluyendo regiones de alineamiento ambiguo.  

Muestras 

LSU ITS 
OTU 

micobionte 

 

SSU 

Haplotipo 
Asignación 

taxonómica 
Haplotipo 

Asignación 

taxonómica 
Haplotipo 

TAM19-21 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C17 

TAM19-22 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-23 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU1 C07 

TAM19-24 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-25 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

- - - C07 

TAM19-26 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_11 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-27 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-28 - - - - - C07 

TAM19-29 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU1 C07 

TAM19-30 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU1 C07 

TAM19-31 - - ITS_ANT_01 P. antarctica - C07 

TAM19-32 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C03 

TAM19-33 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_09 P. antarctica OTU5 C17 

TAM19-34 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_12 P. antarctica OTU5 - 

TAM19-35 - - - - - - 

TAM19-36 LSU_CAN_01 
Clado P. 

canina 
- - - C07 

TAM19-37 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_13 P. antarctica OTU5 C15 

TAM19-38 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-39 LSU_CAN_01 
Clado P. 

canina 
- - - C01 

TAM19-40 - - ITS_ANT_01 P. antarctica - C07 
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TAM19-41 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_12 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-42 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-43 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-44 LSU_PON_04 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_05 P. antarctica OTU4 C03 

TAM19-45 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_14 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-46 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-47 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_06 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-48 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-49 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-50 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_05 P. antarctica OTU5 C07 

TAM19-51 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
- - - C07 

TAM19-52 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_04 P. rufescens OTU 1 C17 

TAM19-53 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-54 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C17 

TAM19-55 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
- - - C07 

TAM19-56 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-57 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-58 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-59 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C07 

TAM19-60 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

- - - C15 

TAM19-61 LSU_DID_03 
Clado P. 

didactyla 
ITS_CAS_01 P. castanea OTU6 - 

COY19-001 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_03 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-002 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-003 LSU_RUF_03 
Clado P. 

rufescens 
- - - C16 
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COY19-004 LSU_RUF_03 
Clado P. 

rufescens 
ITS_niRUFc_01 No identificada OTU 2 C08 

COY19-005 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-006 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_10 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-007 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_03 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-008 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-009 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-010 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

- - - C03 

COY19-011 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-012 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-013 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

- - OTU5 C03 

COY19-014 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-015 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU5 C03 

COY19-016 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-017 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-018 LSU_RUF_03 
Clado P. 

rufescens 
ITS_niRUFc_02 No identificada OTU 2 C23 

COY19-019 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-020 LSU_PON_02 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_01 P. antarctica OTU3 C03 

COY19-021 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-022 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-023 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-024 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-025 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_02 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-026 LSU_PON_03 

Clado P. 

ponojensis - P. 

monticola 

ITS_ANT_03 P. antarctica OTU5 C03 
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COY19-027 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-028 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-029 LSU_CAN_01 
Clado P. 

canina 
ITS_FUS_01 

P. 

fuscopraetextata 
OTU7 C03 

COY19-030 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

COY19-031 LSU_RUF_01 
Clado P. 

rufescens 
ITS_RUF_01 P. rufescens OTU 1 C03 

 

ANEXO Tabla 3. Los dos resultados de Blastn más cercanos para los haplotipos LSU e ITS encontrados en el presente 

trabajo que no pudieron ser identificados.  

LSU 

n Haplotipo Nombre científico 

Porcentaje 

de 

cobertura 

Porcentaje 

de 

identidad 

Código de 

acceso 

 
 

LSU_RUF_03 Peltigera friesiorum 100% 99.30% MK517863.1 

LSU_RUF_03 Peltigera lepidophora 100% 99.30% MK517864.1 

ITS 

n Haplotipo Nombre científico 

Porcentaje 

de 

cobertura 

Porcentaje 

de 

identidad 

Código de 

acceso 

 
 

ITS_niRUFc_01 Peltigera sp. AR4a 100% 98.14% JX195337.1 

ITS_niRUFc_01 uncultured fungus 100% 93.28% KF297080.1 

 
 

ITS_niRUFc_02 Peltigera sp. AR4a 100% 99.64% JX195337.1 

ITS_niRUFc_02 Peltigera rufescens 98% 92.92% KX354719.1 
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ANEXO Figura 1. Comparación y análisis de bases totales, lecturas totales, Porcentaje de Q20 (%Q20) y 

Porcentaje Q30 (%Q30) de las secuencias brutas. Las líneas punteadas y símbolos de asterisco representan 

las relaciones y grados de diferencia significativas. 
 

  

 
ANEXO Figura 2. Calidad de región de corte de las secuencias directas (F) y reversas (R) de las muestras de líquenes 

(Liq), sustratos (Sus) y Suelos (Sue) de los sitios estudiados (COY y TAM). En línea punteada azul se marcan las 

calidades Q28 y Q30, y en rojo el sitio de corte.  

 

 



 

 

105 

 

 

 

 

 



 

 

106 

 

 

 



 

 

107 

 

 



 

 

108 

 

 

 

ANEXO Tabla 4. Valores de P ajustado y significancia (sig.) del análisis por pares (Pairwise addonis) para análisis 

PERMANOVA de diversidad beta (Método de distancia UniFrac y método de ordinación PCoA) de líquenes (Liq), 

sustratos (Sus) y suelos (Sue) de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM) según su largo en pares de bases.  

 

Pareja P ajustado Sig. 

Liq TAM vs Liq COY 0,870  

Liq TAM vs Sus TAM 0,015 * 

Liq TAM vs Sus COY 0,015 * 

Liq TAM vs Sue TAM 0,015 * 

Liq TAM vs Sue COY 0,015 * 

Liq COY vs Sus TAM 0,015 * 

Liq COY vs Sus COY 0,015 * 

Liq COY vs Sue TAM 0,015 * 

Liq COY vs Sue COY 0,015 * 

Sus TAM vs Sus COY 0,180  

Sus TAM vs Sue TAM 0,015 * 

Sus TAM vs Sue COY 0,015 * 

Sus COY vs Sue TAM 0,015 * 

Sus COY vs Sue COY 0,045 * 

Sue TAM vs Sue COY 0,015 * 
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Anexo Figura 3. Gráfico de categorización de cada ASV de acuerdo con su prevalencia y número de lecturas 

para cada tipo de muestra. 
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Anexo Figura 4. (A) Diversidad alfa (Índice de Shannon) y (B) Diversidad beta (Multivariado MDS-Bray), 

de las categorías de microbioma de comunidad completa y Core para las muestras de líquenes (Liq), 

sustratos (Sus) y suelos (Sue) de los sitios Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). Para diversidad alfa se 

muestran grafico de cajas con outliers (puntos fuera de la caja), promedio (línea media en cada la caja) y 

desviación estándar (líneas verticales en cada caja), y para diversidad beta se muestran dos tipos de elipse, 

asumiendo una distribución (1) t multivariante (sólida) y (2) normal (punteada) para cada conjunto de 

muestras. 
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Anexo Figura 5. (A) Gráficos de frecuencia de valores de transitividad para los nodos de las redes de 

líquenes (Liq) de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM), y (B) gráficos de torta de las 100 taxa con valores 

más altos de transitividad en las redes microbianas de líquenes (Liq) de Coyhaique (COY) y Tamango 

(TAM), según su identidad a nivel género (texto) y filo (código de color). 
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ANEXO Tabla 5. Valores de P ajustado y significancia (sig.) del análisis por pares (Pairwise addonis) para análisis 

PERMANOVA del análisis de componentes principales para los genes involucrados en la metabolización de P para 

líquenes (Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). 

 

Parejas P ajustado Significancia 

LiqTAM vs LiqCOY 1  

LiqTAM vs SusTAM 0.015 * 

LiqTAM vs SusCOY 0.015 * 

LiqTAM vs SueTAM 0.015 * 

LiqTAM vs SueCOY 0.015 * 

LiqCOY vs SusTAM 0.015 * 

LiqCOY vs SusCOY 0.015 * 

LiqCOY vs SueTAM 0.015 * 

LiqCOY vs SueCOY 0.015 * 

SusTAM vs SusCOY 0.285  

SusTAM vs SueTAM 0.375  

SusTAM vs SueCOY 0.015 * 

SusCOY vs SueTAM 0.09  

SusCOY vs SueCOY 0.075  

Sue TAM vs SueCOY 0.03 * 

 
 

ANEXO Tabla 6. Valores de P ajustado y significancia (sig.) del análisis por pares (Pairwise addonis) para análisis 

PERMANOVA del análisis de componentes principales para los genes involucrados en la solubilización de P asociados 

a su identidad a nivel de filo para líquenes (Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). 

 

Parejas P ajustado Significancia 

LiqTAM vs LiqCOY 1  

LiqTAM vs SusTAM 0.015 * 

LiqTAM vs SusCOY 0.015 * 

LiqTAM vs SueTAM 0.015 * 

LiqTAM vs SueCOY 0.015 * 

LiqCOY vs SusTAM 0.015 * 

LiqCOY vs SusCOY 0.015 * 

LiqCOY vs SueTAM 0.015 * 

LiqCOY vs SueCOY 0.015 * 

SusTAM vs SusCOY 0.42  

SusTAM vs SueTAM 0.03 * 

SusTAM vs SueCOY 0.03 * 

SusCOY vs SueTAM 0.015 * 

SusCOY vs SueCOY 0.015 * 

SueTAM vs SueCOY 1  
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ANEXO Tabla 7. Valores de contribución para D1 (Primer eje), D2 (Segundo eje) y total de las variables para el análisis 

de componentes principales para los genes involucrados en la metabolización de P para líquenes (Liq), sustratos (Sus) 

y suelos (Sue) de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). 
 

 

 

Gen D1 D2 Contribución 

phnP 0,967 -0,133 4,721 

phnD 0,960 -0,116 4,629 

PhoP/PhoB1 -0,936 0,237 4,619 

phnN 0,955 -0,086 4,556 

ppa 0,916 -0,282 4,548 

ppk1 0,887 -0,342 4,476 

phnJ 0,943 -0,106 4,461 

phnF 0,929 -0,164 4,403 

ugpB 0,936 -0,107 4,393 

phoX 0,919 -0,046 4,188 

phnX 0,914 0,081 4,171 

phnA 0,812 -0,368 3,938 

phnW 0,882 -0,039 3,858 

phoN 0,873 -0,106 3,833 

gcd/mGDH -0,605 -0,594 3,561 

phoD -0,487 -0,670 3,396 

phoA/phoB 0,819 -0,122 3,394 

opd -0,825 -0,034 3,376 

plc -0,718 -0,384 3,285 

pit -0,533 -0,574 3,035 

ppx 0,697 -0,328 2,941 

phnS -0,427 -0,574 2,531 

olpA -0,499 -0,467 2,314 

ugpQ/glpQ -0,393 -0,538 2,200 

pstS 0,637 0,192 2,195 

phoR 0,651 0,059 2,117 

phoB 0,485 -0,413 2,011 

GlpT -0,500 -0,224 1,485 

appA -0,227 -0,394 1,022 

phoU 0,163 0,207 0,344 
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ANEXO Tabla 8. Las 60 variables con valores de contribución total más altos para el análisis de componentes 

principales de los genes involucrados en la metabolización de P asociados a su identidad a nivel de filo para líquenes 

(Liq), sustratos (Sus) y suelos (Sue) de Coyhaique (COY) y Tamango (TAM). También se muestra la contribución de 

las variables para el primer (D1) y segundo eje (D2).   

 

Gen-Filo D1 D2 Contribución 

PhoP/PhoB1 - Acidobacteriota 0,935 -0,261 0,585 

phnP - Proteobacteria -0,925 -0,120 0,540 

ppa - Proteobacteria -0,912 -0,091 0,521 

phoX - Proteobacteria -0,909 -0,092 0,518 

ppx - Verrucomicrobiota 0,629 0,652 0,510 

phoR - Verrucomicrobiota 0,667 0,613 0,509 

phoU - Verrucomicrobiota 0,667 0,613 0,509 

pit - Verrucomicrobiota 0,667 0,613 0,509 

ppk1 - Verrucomicrobiota 0,667 0,613 0,509 

pstS - Verrucomicrobiota 0,667 0,613 0,509 

ppx - Proteobacteria -0,900 -0,102 0,509 

phoB - Proteobacteria -0,900 -0,102 0,509 

ppk1 - Proteobacteria -0,900 -0,100 0,509 

phoB - Verrucomicrobiota 0,664 0,615 0,508 

PhoP/PhoB1 - Proteobacteria 0,821 -0,375 0,505 

phnD - Proteobacteria -0,891 -0,111 0,500 

pstS - Proteobacteria -0,886 -0,142 0,499 

phnD - Acidobacteriota 0,785 -0,435 0,499 

phoU - Proteobacteria -0,886 -0,142 0,499 

phoR - Proteobacteria -0,885 -0,143 0,499 

phnD - Desulfobacterota_B 0,710 -0,546 0,499 

phoR - Desulfobacterota_B 0,710 -0,546 0,499 

phoU - Desulfobacterota_B 0,710 -0,546 0,499 

pit - Desulfobacterota_B 0,710 -0,546 0,499 

ppx - Desulfobacterota_B 0,710 -0,546 0,499 

ugpQ/glpQ - Desulfobacterota_B 0,710 -0,546 0,499 

ugpB - Proteobacteria -0,887 -0,028 0,489 

ugpQ/glpQ - Proteobacteria -0,879 -0,112 0,487 

phnD - NA 0,883 -0,062 0,486 

phnP - Verrucomicrobiota 0,601 0,649 0,486 

phoA/phoB - Verrucomicrobiota 0,601 0,649 0,486 

phoB - Desulfobacterota_B 0,698 -0,534 0,480 

pstS - Desulfobacterota_B 0,698 -0,534 0,480 

phnX - Proteobacteria -0,874 -0,090 0,479 

PhoP/PhoB1 - Verrucomicrobiota 0,565 0,672 0,478 

plc - NA 0,845 0,218 0,473 

phnN - Proteobacteria -0,865 -0,090 0,470 

pit - Proteobacteria -0,864 -0,070 0,466 

phoU - Chloroflexota 0,719 -0,472 0,459 

pstS - Chloroflexota 0,719 -0,472 0,459 

ugpQ/glpQ - Chloroflexota 0,719 -0,472 0,459 

phnJ - Proteobacteria -0,847 -0,135 0,456 

PhoP/PhoB1 - Chloroflexota 0,712 -0,474 0,454 

pit - Chloroflexota 0,714 -0,468 0,452 

PhoP/PhoB1 - NA 0,838 0,150 0,450 

phoU - Acidobacteriota 0,820 -0,213 0,445 
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phoD - Myxococcota 0,599 0,597 0,444 

phoX - Myxococcota 0,593 0,601 0,443 

phoB - Acidobacteriota 0,816 -0,203 0,438 

phoR - Acidobacteriota 0,815 -0,203 0,438 

pit - Acidobacteriota 0,815 -0,203 0,438 

ppx - Acidobacteriota 0,815 -0,203 0,438 

pstS - Acidobacteriota 0,815 -0,203 0,438 

ugpQ/glpQ - Acidobacteriota 0,815 -0,203 0,438 

phnF - Proteobacteria -0,836 -0,084 0,438 

GlpT - Myxococcota 0,597 0,586 0,435 

ppa - Acidobacteriota 0,812 -0,191 0,432 

pstS - NA 0,831 0,027 0,429 

phoB - Elusimicrobiota 0,828 0,035 0,426 

PhoP/PhoB1 - Elusimicrobiota 0,828 0,035 0,426 

 

 

 


