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RESUMEN

En la actualidad los liquenes son considerados como una asociacion simbidtica
entre un micobionte (hongo), un fotobionte (alga verde y/o cianobacteria) y una
gran diversidad de microorganismos asociados. Estos microorganismos estarian
cumpliendo diversas funciones esenciales para el desarrollo de los liquenes,
tales como el suministro de nutrientes y proteccidon contra factores de estrés
bidtico y abidtico. Algunos estudios han demostrado que las bacterias asociadas
a los liquenes son capaces de producir distintas fitohormonas, pero la funcion
que estarian cumpliendo estas moléculas dentro de la simbiosis liquénica todavia
no esta clara. En otros organismos simbiéticos la produccion de fitohormonas se
ha relacionado principalmente al crecimiento de sus companeros y a la proteccidn
contra factores de estrés abidtico. Dado que los liquenes son capaces de crecer
en ambientes extremos, es probable que la produccién de fitohormonas por parte
del microbioma esté contribuyendo en la tolerancia de los liquenes a distintos
tipos de estrés abidtico. El objetivo de esta tesis es identificar los factores que
modulan la diversidad de las comunidades bacterianas con potencial de producir
fitohormonas en talos y sustratos de cianoliquenes Peltigera del sur de Chile. Se
propone que la diversidad de las comunidades bacterianas con potencial de
producir fitohormonas esta influenciada principalmente por el sitio geografico
donde crecen los liquenes, mientras que el contexto ambiental y la especie de
micobionte actuarian como factores secundarios. Para comprobar esta hipotesis,

las comunidades bacterianas presentes en los talos y sustratos liquénicos (i.e.,
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el suelo adyacente al liquen) se analizaron mediante secuenciacion masiva del
gen 16S. Luego, la identificacion de las bacterias con potencial de sintetizar
fitohormonas se llevé a cabo mediante la busqueda de una serie de genes que
codifican enzimas involucradas en la sintesis de distintas fitohormonas dentro de
los metagenomas bacterianos predichos con PICRUSt2. Se pudo determinar que
las bacterias asociadas a los liquenes Peltigera de este estudio tienen el potencial
de producir acido indol acético, citoquininas, giberelinas, acido salicilico y etileno,
mientras que los genes relacionados a la sintesis de acido abscisico, acido
salicilico, brasinoesteroides y estrigolactonas no se detectaron en los genomas o
no se encontraron en la base de datos de PICRUSt2. En los talos hubo mayor
abundancia de bacterias con el potencial de producir fitohormonas que en los
sustratos, pero la diversidad bacteriana fue menor. Por otro lado, tanto el sitio
geografico, como el contexto ambiental y la especie del liquen influyeron
significativamente sobre la diversidad bacteriana. Sin embargo, el tipo de
ambiente fue el factor mas importante, relacionado a las diferencias edaficas y
bioclimaticas que existen entre los bosques y praderas. En conjunto, estos
resultados sugieren que en los talos existe un mayor potencial de produccion de
fitohormonas mediada por comunidades bacterianas especializadas y que la
produccion de fitohormonas por parte de las bacterias asociadas a los liquenes

esta relacionada a la tolerancia de diferentes condiciones climaticas.
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ABSTRACT

Diversity of bacteria with potential to produce phytohormones in Peltigera

cyanolichens from southern Chile

Currently, lichens are considered a symbiotic association between a mycobiont
(fungus), a photobiont (green algae and/or cyanobacteria), and a great diversity
of associated microorganisms. These microorganisms would be fulfilling various
essential functions for the development of lichens, such as the supply of nutrients
and protection against biotic and abiotic stress factors. Some studies have shown
that bacteria associated with lichens are also capable of producing different
phytohormones, but the function that these molecules would fulfill within the lichen
symbiosis is still unclear. In other symbiotic organisms, the production of
phytohormones has been mainly related to the growth of their partners and
protection against abiotic stress factors. Given that lichens can grow in extreme
environments, the production of phytohormones by the microbiome is likely
contributing to the tolerance of lichens to different types of abiotic stress. The
objective of this thesis is to identify the factors that modulate the diversity of
bacterial communities with the potential to produce phytohormones in thalli and
substrates of Peltigera cyanolichens from southern Chile. It is proposed that the
diversity of bacterial communities with the potential to produce phytohormones is
mainly influenced by the geographic site where the lichens grow, while the

environmental context and the mycobiont species would act as secondary factors.
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To test this hypothesis, the bacterial communities present in the thalli and lichen
substrates (i.e., the soil adjacent to the lichen) were analyzed by massive
sequencing of the 16S gene. Then, the identification of bacteria with the potential
to synthesize phytohormones was carried out by searching for a series of genes
that encode enzymes involved in the synthesis of different phytohormones within
the bacterial metagenomes predicted with PICRUSt2. It was determined that the
bacteria associated with the Peltigera lichens in this study would have the
potential to produce indole acetic acid, cytokinins, gibberellins, salicylic acid, and
ethylene, while the genes related to the synthesis of abscisic acid, salicylic acid,
brassinosteroids, and strigolactones were not detected in the genomes or were
not found in the PICRUSt2 database. In the thalli, there was a greater abundance
of bacteria with the potential to produce phytohormones than in the substrates,
but the bacterial diversity was lower. On the other hand, both the geographical
site, the environmental context, and the lichen species significantly influenced
bacterial diversity. However, the type of environment was the most important
factor, related to the edaphic and bioclimatic differences between forests and
grasslands. Taken together, these results suggest that in the thalli there would be
a greater potential for phytohormone production mediated by specialized bacterial
communities and that the production of phytohormones by bacteria associated

with lichens would be related to the tolerance of different climatic conditions.
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1. INTRODUCCION

1.1 Liquenes

Los liquenes han sido definidos globalmente como una asociacion simbidtica
entre un micobionte (hongo), que da refugio y provee de minerales a los
compafneros simbidticos; y un fotobionte (alga verde y/o cianobacteria), que
aporta carbono por medio de la fotosintesis, y nitrégeno en el caso de ser una
cianobacteria (Nash, 2008). Sin embargo, estudios actuales han mostrado que
hay diversos microorganismos que crecen asociados a los liquenes (sobre o
dentro del talo), tales como hongos filamentosos, levaduras, bacterias, arqueas
y virus (Grube & Berg, 2009; Aschenbrenner et al., 2016; Hawksworth & Grube,
2020; Sargsyan et al., 2021). Se ha comprobado que estos microorganismos
participan en diversas funciones dentro del metabolismo liquénico, regulando las
relaciones hidricas, procesos de degradacion, influyendo en la morfologia del
talo, y llevando a cabo procesos de degradacioén (Sargsyan et al., 2021). Todo lo
anterior ha llevado a redefinir a los liquenes como una asociacion entre el
micobionte, el o los fotobiontes, y los microorganismos asociados,
considerandolos como un ecosistema complejo, autosuficiente y adaptable, en el
que existe una compleja red de interacciones bibticas entre los distintos

componentes (Hawksworth & Grube, 2020).

Los liquenes pueden variar en color, tamafio y formas de crecimiento (Denton &

Karlén, 1973), siendo las formas de crecimiento mas comunes: crustosa, foliosa



y fruticosa. Los liquenes crustosos tienen forma de costra y se adhieren
directamente al sustrato con toda la superficie inferior; los liquenes foliosos tienen
un crecimiento similar a hojas y su talo tiene mayor flexibilidad higroscoépica y
estabilidad estructural; y los liquenes fruticosos tienen un talo con crecimiento
ascendente y ramificado logrando forma de arbusto (Aschenbrenner et al., 2016;
Barreno & Rico, 1984.; Grimm et al., 2021). Ademas, pueden crecer en diversos
sustratos, siendo la corteza vegetal, rocas, hojas y suelos los sustratos mas
comunes de crecimiento, seguido de la madera o el musgo en los que crece
aproximadamente el 12% de las especies (de los Angeles Herrera-Campos et al.,
2014). Segun el sustrato sobre el que se desarrollan, se denominan saxicolas
(rocas), corticolas (corteza), muscicolas (musgo), terricolas (suelo) y folicolas

(hojas) (Garcia et al., 2016).

Los liquenes son componentes esenciales y de gran importancia ecologica en los
ambientes, debido a que contribuyen significativamente al ciclado de nutrientes
mediante la fijacién atmosférica del carbono y nitrégeno, a la formacion del suelo
y a la colonizacién del suelo desnudo, ademas de que en general son buenos
bioindicadores de la contaminacién (Nash, 2008; Grimm et al., 2021). También se
caracterizan por presentar una alta tolerancia a la desecacion, la radiacion UV,
las temperaturas extremas, y baja disponibilidad de nutrientes. Esto les permite
persistir durante cientos de afos y colonizar una amplia gama de habitats
terrestres, la mayoria hostiles para otros organismos (Nash, 2008). Se han

registrado liquenes que crecen en desiertos rocosos, habitats frios y humedos
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como la tundra artica, suelos de bosques boreales, y también en ecosistemas
como bosques tropicales, templados humedos, entre otros (Grimm et al., 2021).
En general, la alta tolerancia a los ambientes hostiles se ve facilitada por la
interaccion simbidtica entre los distintos integrantes, ya que se mejora la
tolerancia al estrés en comparacion al caso en que los integrantes crezcan por

separado (Grimm et al., 2021).

1.2 Bacterias asociadas a los liquenes

Dentro de la gran variedad de microorganismos que crecen asociados a los
liquenes, las bacterias son las mas abundantes y estudiadas. La densidad de
bacterias encontradas en los talos liquénicos (107-108 células por gramo) es
mucho mayor a la reportada en la superficie de las plantas (10° células por gramo)
(Cardinale et al., 2006; Grube & Berg, 2009; Saleem, 2015; Grimm et al., 2021).
Las bacterias pueden colonizar distintas partes del talo y en distintas
abundancias, ya que se ha visto que las comunidades mas consistentes se
encuentran en las zonas centrales del talo (Sargsyan et al., 2021). La comunidad
bacteriana comunmente encontrada en los talos esta compuesta por miembros
de los filos Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria (Sigurbjornsdottir et al.,
2016) e integrantes predominantes de la clase Alphaproteobacteria (Grube &
Berg, 2009). Sin embargo, se ha reportado que la composicion de las
comunidades bacterianas en el talo liquénico se ve afectada por diversos factores

bidticos y abidticos, como la identidad del micobionte, el tipo de fotobionte y la



produccion de metabolitos, y actividades enzimaticas provenientes de los
liquenes (Bates et al., 2011; Grube & Berg, 2009; Hodkinson et al., 2012; Leiva
et al., 2016); y también factores como el ambiente y el contexto geografico en el
que se encuentran creciendo los liquenes (Cardinale et al., 2006; Hodkinson et

al., 2012; Printzen et al., 2012; Ramirez-Fernandez et al., 2013).

Todavia no se sabe con claridad como los liquenes adquieren estas comunidades
bacterianas, pero se ha sugerido que esto podria ocurrir, al menos en parte,
durante las etapas de reproduccién asexual de los liquenes. En el estudio de
Aschenbrenner et al, (2014) se reporté que los talos y los isidios (propagulos
vegetativos) comparten la mayoria de los taxones dominantes, por lo que se
sugiere que los propagulos podrian llevar consigo una parte de la comunidad
bacteriana original al propagarse a un nuevo sitio. Por otra parte, también se ha
propuesto que una parte de la comunidad bacteriana podria ser adquirida desde
los sustratos en donde los liquenes crecen, ya que a pesar de que las
comunidades microbianas asociadas a los talos son distintas a las que se
encuentran en el sustrato adyacente, existe una mayor abundancia en los talos
que en los sustratos de los taxa bacterianos que se comparten entre los dos

microambientes (Leiva et al., 2021).

Se ha reportado que las comunidades bacterianas asociadas a los liquenes
pueden contribuir con diversas funciones esenciales para el crecimiento y
desarrollo del liquen. Estas incluyen la adquisicién y suministro de nutrientes,

vitaminas y elementos traza (nitrégeno, fdsforo, azufre), proteccion contra
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factores de estrés abidtico (desintoxicacion de metales pesados, protectores de
estrés oxidativo) y resistencia contra factores de estrés bidtico (compuestos
antibiéticos y antimicrobianos) (Cernava et al., 2017a; Grimm et al., 2021; Grube
et al., 2015). Otra caracteristica de las comunidades bacterianas asociadas a
liguenes que se ha reportado en numerosos estudios es la produccion de
fitohormonas, tales como auxinas y etileno (Aschenbrenner et al., 2017; Cernava
et al., 2017a; Erlacher et al., 2015; Grube et al., 2015; Grube & Berg, 2009; Liba
et al., 2006). En estos estudios se sugiere que las fitohormonas podrian fomentar
el crecimiento del micobionte o de otros integrantes de la simbiosis, pero no
existen mayores antecedentes al respecto y no se puede descartar que estas
moléculas pudieran estar cumpliendo otras funciones importantes para la

simbiosis.

1.3 Fitohormonas

A pesar de que las fitohormonas se relacionan principalmente a las plantas, otros
organismos como los hongos, las algas verdes y las bacterias, también pueden
producirlas y responder a ellas (Costacurta & Vanderleyden, 1995; Ochoa et al.,
2010). Estas moléculas pueden ejercer su funcion intracelularmente, pero
también pueden ser liberadas extracelularmente y participar en la interaccion con
otros organismos (Pichler et al., 2020a). Las fitohormonas son pequefias
moléculas organicas naturales que regulan los procesos fisioldgicos y actividades

celulares (Su et al., 2017). Actualmente, las fitohormonas se clasifican en nueve



grupos: auxinas, acido abscisico, acido salicilico, jasmonatos, giberelinas,

citoquininas, etileno, brasinoesteroides y estrigolactonas (Santner et al., 2009).

Las fitohormonas son importantes reguladores del crecimiento, diferenciacion, y
desarrollo en plantas (Egamberdieva et al., 2019). Sin embargo, también se ha
descrito que pueden regular el crecimiento en otros organismos. Se ha observado
que las auxinas, especificamente el acido indol-3-butirico, acelera el crecimiento
de hongos aislados desde liquenes del género Ramalina, entre un 34% y 64%
(Wang et al., 2009). Ademas, el acido abscisico y el acido indol acético pueden
ser usados como fuentes de carbono por algunas bacterias (Belimov et al., 2014;
Leveau & Lindow, 2005). Adicionalmente, las fitohormonas tienen funciones clave
en las interacciones entre las plantas, microorganismos y hongos micorricicos
arbusculares (Foo et al., 2019; Pichler et al., 2020a), y se ha observado que el
control y desarrollo de la simbiosis entre las distintas especies esta dado por la
interaccion de estas moléculas (Costacurta & Vanderleyden, 1995; Foo et al.,
2019). Toda esta evidencia sugiere que las fitohormonas son compuestos claves
que permiten la sefalizacion y comunicacion entre organismos taxondmicamente

diversos (Pichler et al., 2020a).

1.4 Fitohormonas en liquenes

Existe evidencia de diversas fitohormonas que se han detectado en distintas
especies de liquenes (Dietz & Hartung, 1998; Epstein et al., 1986; Ott et al., 2000;

Ergln et al., 2002). Sin embargo, en algunos de estos estudios no queda claro



cual simbionte es el responsable de la produccion de las fitohormonas.
Recientemente, en dos estudios relacionados, se demostré que al aislar los
micobiontes y fotobiontes algales (de la familia Trebouxiaceae) de los liquenes
Cladonia, Xanthoria y Tephromela, ambos simbiontes son capaces de producir
distintas fitohormonas. Los micobiontes son capaces de producir acido indol
acético, acido salicilico y acido jasmonico; mientras que los fotobiontes son
capaces de liberar acido indol acético, acido abscisico, acido jasmonico y
giberelinas (Pichler et al., 2020a; Pichler et al., 2020b). Adicionalmente, también
existe evidencia de la produccion de acido indol acético por cianobacterias, las
cuales también pueden ser fotobiontes en la simbiosis liquénica (Sergeeva et al.,
2002). Se cree que la produccién de las fitohormonas juega un papel clave en el
proceso de liquenizacion, es decir, los eventos que llevan al micobionte y
fotobionte a reconocerse entre si, hacer contacto fisico y comenzar el desarrollo

del talo liquénico (Nazem-Bokaee et al., 2021).

Por otro lado, también se ha visto que las comunidades bacterianas presentes
en la simbiosis liquénica tienen la capacidad de producir estas hormonas. En
estudios llevados a cabo utilizando técnicas dependientes de cultivo se ha
observado que la mayoria de los aislados bacterianos tienen la capacidad de
producir acido indol acético y etileno (Grube & Berg, 2009). En liquenes
Canoparmelia y Parmotrema se lograron aislar 14 cepas bacterianas de los
géneros pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, tales como

Stenotrophomonas, Pantoea, Serratia, Pseudomonas y Acinetobacter. Todas
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estas cepas fueron capaces de producir acido indol acético, y cuatro aislados de
Stenotrophomonas fueron capaces de producir, ademas, etileno (Liba et al.,
2006). De la misma forma, en el 21% de los aislados bacterianos obtenidos desde
liquenes Cladonia, Lecanora y Umbilicaria, se observo la produccién de acido

indol acético (Grube et al., 2009).

Mediante estudios de secuenciacion masiva, se ha analizado el metagenoma de
Lobaria pulmonaria, un liquen tripartito conformado por la asociaciéon del hongo
con un alga verde (Trebouxia) y una cianobacteria (Nostoc). Se obtuvieron 156
contigs bacterianos relacionados a la biosintesis de auxinas, las cuales se
propone que pudieran apoyar el crecimiento del micobionte y fotobionte (Grube
et al., 2015). Otros estudios en el mismo liquen han relacionado la produccién de
auxinas al filo Proteobacteria (Cernava et al., 2017), y mas especificamente al
orden Rhizobiales (Erlacher et al., 2015), asi como al género Sphingomonas
(orden Sphingomonadales; Aschenbrenner et al., 2017). Esta evidencia de que
algunos grupos bacterianos que son abundantes en el microbioma liquénico
tienen la capacidad de producir fitohormonas sugiere que las fitohormonas

podrian jugar un rol fundamental dentro de la simbiosis liquénica.

1.5 Fitohormonas y estrés ambiental

Las fitohormonas también estan relacionadas con el estrés ambiental. Distintos
tipos de estrés abidtico, como la sequia, la alta intensidad luminica, las altas

temperaturas, los metales pesados y el estrés salino, pueden ser tolerados por



los organismos mediante la accion de las fitohormonas (Wang et al., 2021). Se
ha reportado que el tratamiento con acido abscisico exdgeno mejora la capacidad
del liquen Peltigera polydactylon de recuperarse después de un periodo de
desecacion, lo que sugiere que el acido abscisico probablemente esta
involucrado en las vias de sefializacion que incrementan la tolerancia al estrés
hidrico (Beckett et al., 2005). De la misma forma, se ha demostrado que el acido
indol acético puede incrementar el contenido de agua de las células de los
fotobiontes de diferentes especies de liquenes (Pichler et al., 2020a). En cuanto
al estrés luminico, Prasanna et al., (2010) observaron que la luz puede estimular
la produccién de acido indol acético en cianobacterias y que las auxinas se
acumulan con el tiempo. Junto con esto, también se ha reportado en
cianobacterias que la radiacion influye sobre las concentraciones de acido
abscisico, auxinas y acido salicilico (Wenz et al., 2019a). Por otra parte, el estrés
oxidativo puede ser inhibido por el etileno y las citoquininas, ya que se ha
observado que el etileno puede mejorar las respuestas de varias peroxidasas que
eliminan especies reactivas de oxigeno (ROS) y mantienen el equilibrio de la
generacion y eliminacion de ROS (Peng et al., 2014). Por otro lado, las
citoquininas y el acido salicilico son capaces de inhibir enzimas productoras de
ROS y también incrementar la tolerancia a la salinidad a través del incremento
de la fotosintesis, azucares solubles y prolina (Gashaw et al., 2014; Honig et al.,

2018; Wenz et al., 2019).



En resumen, las fitohormonas representan importantes moléculas de
sefalizacion y respuesta al estrés abidtico en organismos simbioticos. Sin
embargo, el rol de las fitohormonas en los liquenes todavia esta muy poco
estudiado, por lo que este tema merece una mayor investigacion para
comprender mejor el papel de las fitohormonas en la compleja asociacion que

representan los liquenes.

1.6 Cianoliquenes Peltigera del sur de Chile

El modelo de estudio de esta tesis corresponde a liquenes Peltigera, un género
cosmopolita de la familia Peltigeraceae que comprende mas de 150 especies de
macroliquenes foliosos (Chagnon et al., 2019). Estos liquenes crecen en
ambientes humedos, principalmente sobre suelo o musgos (Martinez et al.,
2003). La mayoria de las especies registradas provienen del hemisferio norte, en
Europa y América del Norte (Zuniga et al., 2015). Sin embargo, en el sur de Chile,
especificamente en las regiones de Aysén y Magallanes, se han reportado al
menos 10 especies de liquenes Peltigera bipartitos en asociacion con una
cianobacteria del género Nostoc, creciendo en distintos contextos ambientales
(Zuniga et al., 2015; Orlando et al., 2021). De estas especies, se ha observado
que P. frigida y P. fuscopraetextata crecen principalmente asociadas a bosques
de Nothofagus, mientras que P rufescens y P. ponojensis/monticola 11
(previamente identificada como P. antarctica, Miadlikowska et al., 2023) se

encuentran en mayor abundancia en ambientes abiertos, como praderas, orillas

10



de camino y claros de bosque (Quilhot et al., 2012; Zufiga et al., 2015; Orlando

et al., 2021).

En estudios previos se han analizado las comunidades bacterianas asociadas a
distintas especies de liquenes Peltigera creciendo en el sur de Chile. Se ha
observado que las bacterias asociadas a los talos liquénicos son distintas a las
presentes en sus sustratos (i.e., suelo sobre el cual crece el liquen), y a los suelos
aledanos sin influencia del liquen (Leiva et al., 2016; Muster, 2019; Leiva et al.,
2021; Pezoa, 2021; Almendras, 2022). En los talos predominan las bacterias del
filo Proteobacteria, mientras que en los sustratos y suelos hay mayor
predominancia del filo Acidobacteriota. A niveles taxonémicos menores, los
ordenes Rhizobiales, Sphingomonadales y Acetobacterales son los mas
abundantes en talos, mientras que en los sustratos su abundancia es

significativamente menor (Leiva, 2019; Leiva et al., 2021).

Por otro lado, también se ha reportado que la especie de micobionte presente en
la asociaciéon liquénica es un factor determinante de la diversidad bacteriana
asociada. En el microbioma bacteriano de P. frigida se ha observado un mayor
porcentaje de taxa unicos, los cuales no se han observado en P. fuscopraetextata,
otra especie creciendo en el mismo bosque (Almendras, 2022). En praderas se
ha observado algo similar, P. ponojensis/monticola 11 presenta mayor numero de
taxa unicos, los cuales no se observaron en P. rufescens, especie que también

crece en el mismo contexto ambiental (Pezoa, 2021).
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Ademas del micobionte, el contexto ambiental (bosque o pradera) también influye
en la estructuracion del microbioma liquénico (Almendras, 2022). Se ha reportado
que estos dos ambientes pueden presentar diferentes condiciones
microclimaticas, ya que en bosques de Nothofagus pumilio existe una mayor
oscilacion de las temperaturas durante el dia, mayor humedad relativa del aire y
menores niveles de radiacion y de la velocidad del viento, en comparacion a las
praderas (Sanchez-Jardon et al., 2014; Bernardi et al., 2016; Tarabini et al.,

2021).

A pesar de que los estudios previos del microbioma de liquenes Peltigera no han
reportado que el sitio de muestreo sea un factor determinante de la diversidad
bacteriana asociada, en otros estudios se ha reportado que los microorganismos
del suelo pueden cambiar, por ejemplo, con la temperatura y las precipitaciones
(Carey, 2016). En las regiones de Aysén y Magallanes, sitios donde crecen los
liguenes Peltigera de este estudio, predominan los climas templado frio, de
estepa fria y trasandino con degeneracion esteparia (Troncoso, 2004). A pesar
de que en ambas regiones predominan los mismos climas, la ubicacion latitudinal
de los sitios influye en las precipitaciones y temperaturas anuales, ya que la
precipitacion aumenta y la temperatura disminuye hacia latitudes Sur (Stolpe &
Undurraga, 2016). Por lo tanto, el sitio geografico podria ser un factor de interés
a la hora de analizar las comunidades bacterianas productoras de fitohormonas

asociadas a liquenes Peltigera.
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1.7 Planteamiento del problema

Los liquenes son organismos con una alta tolerancia a distintos tipos de estrés
abidtico, lo que les permite colonizar una amplia diversidad de ambientes con
condiciones ambientales hostiles. Uno de los principales mecanismos para
enfrentar distintos tipos de estrés abidticos descritos en hongos, bacterias y
liquenes, es la produccion y liberacion de fitohormonas. Estas moléculas son
compuestos clave que permiten la senalizacion y comunicacion entre
organismos. Dentro del microbioma liquénico, las bacterias de los dérdenes
Rhizobiales y Sphingomonadales, tienen la capacidad de producir fitohormonas,
y estos grupos son abundantes en el microbioma de los cianoliquenes Peltigera.
Sin embargo, no se ha estudiado si la produccién de fitohormonas por parte de

las bacterias estaria relacionada con el estrés ambiental.

En esta tesis se propone analizar la diversidad de las bacterias con potencial de
producir fitohormonas en los talos y sustratos de cianoliquenes Peltigera. A lo
largo del sur de Chile, los liquenes Peltigera son abundantes y se ha observado
que algunas especies de este género crecen preferentemente en ambientes de
bosques, mientras que otras crecen mas abundante en ambientes abiertos como
praderas. Por lo tanto, dependiendo del sitio geografico y del contexto ambiental
en donde los liquenes crecen, existen diferentes condiciones ambientales que
estos organismos deben enfrentar. Para la caracterizacion de estas bacterias se

utilizan secuencias del gen 16S obtenidas mediante secuenciacion masiva, para
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predecir los genomas bacterianos con herramientas bioinformaticas y se buscan
una serie de genes que codifican enzimas involucradas en las vias de sintesis de

las fitohormonas.

14



2. HIPOTESIS

Considerando que las fitohormonas contribuirian a mejorar la tolerancia al estrés
abidtico en liquenes y que en sitios de mayores latitudes existirian mayores

niveles de estrés abiotico, se propone que:

“La diversidad de las comunidades bacterianas con potencial de producir
fitohormonas asociadas a cianoliquenes Peltigera estd influenciada
principalmente por el sitio geografico donde crecen los liquenes, mientras que el
contexto ambiental y la especie de micobionte actuarian como factores

secundarios”.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Identificar los factores que modulan la diversidad de las comunidades bacterianas
con potencial de producir fitohormonas en talos y sustratos de cianoliquenes

Peltigera del sur de Chile.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Caracterizar las vias de sintesis de distintas fitohormonas en bacterias de

acuerdo con la literatura.

3.2.2. Determinar la diversidad de bacterias con potencial de produccién de
fitohormonas en talos y sustratos de diferentes especies de cianoliquenes
Peltigera del sur de Chile.

3.2.3. Relacionar la diversidad bacteriana con potencial de produccion de
fitohormonas con las variables especificas de cada contexto ambiental y

cada sitio.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Toma de muestras

Las muestras de talos y sustratos de cianoliquenes Peltigera se recolectaron
desde cuatro sitios del sur de Chile en distintas campanas de muestreo realizadas
por el Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile (Orlando et al., 2021). Los sitios corresponden a: (i) Reserva
Nacional Coyhaique (Coyhaique), (ii) Parque Nacional Patagonia (Tamango),
ambos ubicados en la region de Aysén; (iii) Parque Natural Karukinka (Karukinka)
y (iv) Puerto Williams (Navarino), localizados en la regién de Magallanes. En cada
sitio se recolectaron muestras de talo y sustrato de ocho individuos de liquenes
Peltigera frigida y ocho individuos de Peltigera fuscopraetextata desde ambientes
de bosque; y ocho individuos de Peltigera rufescens y ocho individuos de P.
ponojensis/monticola 11 desde ambientes de pradera; obteniendo un total 128

muestras de talos y 128 muestras de sustrato (Tabla A1).

4.2 Caracterizacion ambiental de los sitios

Para cada sitio (i.e., Coyhaique, Tamango, Karukinka y Navarino) y cada
ambiente (i.e., bosque y pradera) se obtuvieron los datos de distintas variables
edaficas cuantificadas por Gonzalez et al.,, (2023). Las variables edaficas
consideradas corresponden al contenido hidrico, pH, amonio, nitrato, carbono

organico y fosforo Olsen (Tabla A2).
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Las variables bioclimaticas se obtuvieron de la base de datos WorldClim con R
(Fick & Hijmans, 2017). En total se extrajeron los datos de 19 variables que estan
relacionadas principalmente con la precipitacion y temperatura (Tabla A3). Para
evitar sobrecargar los analisis multivariados se disminuy6 el numero de variables
bioclimaticas, seleccionando aquellas que representan tendencias anuales (e.qg.,
temperatura media anual, precipitacién anual) y estacionalidad (e.g., rango anual
de temperatura y precipitacion) y descartando los factores ambientales extremos
o limitantes (e.g., temperatura del mes mas frio y calido, y precipitacion del mes

mas humedo y seco).

Los datos edaficos y bioclimaticos se analizaron mediante analisis de
componentes principales (PCA) llevados a cabo con la funciéon PCA del paquete
FactoMineR en R (Lé et al., 2008). El efecto del sitio y del ambiente sobre las
variables edaficas y bioclimaticas se evalué mediante un PERMANOVA usando

la funcidn adonis del paquete vegan (Oksanen et al., 2022).

4.3 Secuenciacion masiva

Previamente se realizé la extraccion de DNA desde los talos y sustratos y se
amplificd por PCR la region V4-V5 del gen bacteriano 16S utilizando partidores
que permiten excluir cianobacterias (Pezoa, 2021; Almendras, 2022; Veas
Mattheos, 2022). Los productos de PCR fueron purificados y se secuenciaron

mediante la plataforma lllumina MiSeq (300 pb x2) (Macrogen, Corea del Sur).
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Como parte de esta tesis, las secuencias obtenidas se analizaron y optimizaron
con el programa R utilizando el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016). Para
poder analizar las muestras, se agruparon segun el sitio (Coyhaique, Tamango,
Navarino y Karukinka), la especie de liquen (P. frigida, P. fuscopraetextata, P.
ponojensis/monticola 11 y P. rufescens) y el microambiente (talo y sustrato),
obteniendo un total de 32 grupos. Luego, se analizaron los graficos de calidad y
se definié un corte para las secuencias directas e inversas para poder obtener
una calidad phred superior a 30. Se establecio el corte en los 287 pb para las
lecturas directas y en los 201 pb para las lecturas inversas, y ademas se eliminé
la secuencia de los partidores que corresponden a los primeros 19 y 25
nucleodtidos de las lecturas directas e inversas, respectivamente. Para el filtrado,
se eliminaron las lecturas con bases ambiguas, secuencias correspondientes al
control interno de lllumina, lecturas con errores mayores a 2 y truncamiento del
primer nucleétido de la lectura con puntajes de calidad menor o igual a dos.
Posteriormente, se utilizé el método pooled para inferir las variantes de secuencia
de amplicon (ASVs, Amplicon Sequence Variants). Para la fusion de las lecturas
directas e inversas se establecid que las secuencias deben superponerse en 20
bases minimo y ademas ser idénticas en esta region. La eliminacion de las
secuencias quiméricas se hizo examinando las quimeras de forma independiente
para formar una decisidn consenso para cada variante, procedimiento conocido

como método consensus.

19



La asignacién taxonomica se realizd con la funcién IdTaxa del paquete
DECIPHER utilizando la base de datos de GTDB 16S (revisién 95, Parks et al.,
2018). Luego, se conservaron unicamente las ASVs designadas en el Dominio
Bacteria y las que presentaron un numero mayor a 10 lecturas. Finalmente, se
escogid el microbioma core, seleccionado las ASVs presentes en al menos 7 de

las 8 réplicas.

4.4 Prediccién de funciones con PICRUSt2

Para caracterizar las bacterias con el potencial de producir fitohormonas, primero
se construyd una base de datos de las enzimas involucradas en las vias de
sintesis de los nueve grupos de fitohormonas descritos en la actualidad (Santner
et al., 2009): acido indol acético, acido salicilico, etileno, giberelinas, citoquininas,
acido abscisico, acido jasmonico, brasinoesteroides y estrigolactonas. Esta
informacion se obtuvo desde distintas plataformas de revistas cientificas como
Elservier, Nature, entre otros. Ademas, se utilizaron bases de datos como Uniprot,
KEGG, Brenda y Expasy para obtener los codigos KO, EC y COG de cada enzima

involucrada en las sintesis de fitohormonas.

Cada uno de los codigos utilizados corresponden a distintos métodos de
clasificacion enzimatica. La nomenclatura EC (Enzyme Commission)
corresponde a un esquema de clasificacion numérica para las enzimas que se
basa en las reacciones quimicas que catalizan. En otras palabras, enzimas

diferentes que proceden de diferentes organismos pero que catalicen la misma
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reaccién recibiran el mismo cédigo EC. Cada codigo consiste en las letras “EC”
seguido de cuatro numeros separados por puntos y cada uno de estos numeros
representan una clasificacion progresivamente mas especifica de la reaccidén que
catalizan (Kanehisa, 2017). La nomenclatura KO (KEEG ORTHOLOGY) se basa
en mapas de ruta KEGG que estan divididas en seis categorias principales, cada
una con su respectivo codigo; sin embargo, existe otra categoria principal para
los cddigos KO que aun no se incluyen en las otras seis categorias principales.
Cada cddigo KO consiste en la letra “K” seguido de cinco niumeros dados por la
categoria y la ubicacion dentro del mapa de la ruta KEGG para esa categoria
identificada como nodos de la red (Kanehisa, 2017). La nomenclatura COG
(Cluster of Orthologous Groups) es una herramienta que consiste en una base
de datos que clasifica proteinas a partir de genomas secuenciados con base en
el concepto de genes ortélogos, es decir, genes de diferentes especies que
derivan de un mismo ancestro en comun. Los cdédigos COG consisten en las

letras “COG” seguidas de cuatro numeros (Tatusov et al., 2000).

Luego de obtener todos los cddigos, se llevo a cabo la prediccion de las funciones
relacionadas a la produccion de fitohormonas a partir de las secuencias del gen
16S con la herramienta PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States) (Douglas & Langille, 2021). Para
caracterizar las comunidades bacterianas con potencial de producir
fitohormonas, se filird6 el objeto phyloseq dejando uUnicamente las ASVs que

contuvieran al menos unos de los genes involucrados en la sintesis de los
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distintos grupos de fitohormonas. El porcentaje de bacterias que contendrian
genes relacionados a la produccion de las distintas fitohormonas en las muestras
de talos y sustratos se grafic6 mediante un diagrama de Venn usando la funcién

ggVennDiagram del paquete ggVennDiagram (Gao et al., 2021).

4.5 Abundancia y composicion de las comunidades bacterianas

Para determinar la abundancia y composicion de las bacterias con potencial de
sintetizar fitohormonas, se fusionaron las ASVs de las muestras de talos y
sustratos segun la especie de liquen y el sitio (Coyhaique, Tamango, Karukinka,
Navarino) con la funcion merge_samples. Luego, se aglomeraron las ASVs a
nivel de filo con la funcién tax_glom y se llevaron a cabo graficos de barra con la
funcién plot_bar. Todas las funciones empleadas corresponden al paquete

phyloseq (McMurdie 2013).

4.6 Diversidad alfa y beta

La diversidad alfa, correspondiente a la diversidad a nivel de comunidad, se
determiné mediante el indice de diversidad de Shannon con la funcion
plot_richness del paquete phyloseq (McMurdie 2013). Las diferencias
significativas entre los grupos se determinaron segun la prueba de Wilcoxon
Mann Whitney con la funcién stat compare _means del paquete ggpubr

(Kassambara 2023).
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La diversidad beta, correspondiente al cambio en la composicion de especies
entre las diferentes comunidades, se estimé mediante un escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) basado en la distancia de Bray-Curtis a nivel
de ASVs. La distancia se calculé con la funcién distance y el gréfico se llevo a
cabo con la funcién plot_ordination, ambas del paquete phyloseq (McMurdie
2013). El efecto de la regidn, el sitio, el ambiente y la especie de liquen sobre las
comunidades bacterianas se determin6é con un ANOSIM usando la funcién

anosim del paquete vegan (Oksanen et al., 2022).

4.7 Particion de la varianza

Para identificar los factores ambientales que influyen sobre la composicién de las
comunidades bacterianas, se llevaron a cabo analisis de particion de la varianza
utilizando los datos edaficos y bioclimaticos como variables explicativas. La
particion de varianza es un tipo de analisis que combina un analisis de
redundancia (RDA) y un RDA parcial para dividir la variacion de una variable
respuesta entre dos, tres o cuatro conjuntos de datos explicativos. A las matrices
comunitarias se les aplico la transformacién de Hellinger y a las matrices de
variables explicativas se les aplicd la estandarizacion z-score, ambas con la
funcién decostand. EI RDA se llevé a cabo con la funcion rda y la significancia de
cada variable se determind con la funcién anova.cca. Para disminuir las variables
y evitar sobrecargar el modelo se seleccionaron las variables mas importantes

con el método forward selection usando la funcidn ordiR2step. Finalmente, se

23



determiné la particiéon de la varianza con la funcién varpart usando soélo las
variables seleccionadas previamente. Se realiz6 un diagrama de Venn de la
particion de la varianza con la funcion plot. La significancia de las distintas
fracciones se determind con la funcidon anova.cca. Todas las funciones

empleadas corresponden al paquete vegan (Oksanen et al., 2022).
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5. RESULTADOS

5.1 Vias de sintesis de fitohormonas en bacterias

Para cada uno de los nueve grupos de fitohormonas se busco la via de sintesis
en bacterias, junto con los cédigos EC, KO y COG asociados a cada enzima

involucrada en la ruta.

Auxinas

Las auxinas son acidos organicos de bajo peso molecular, conformados por un
anillo aromatico y un grupo carboxilo como base estructural, producidas por
plantas y distintos microorganismos como hongos, algas y bacterias (Duca et al.,
2014). En la naturaleza se han encontrado cuatro auxinas en total: el acido
fenilacético, el acido 4-cloroindol-3-acético, el acido indol 3-butirico y el acido
indol acético (Sauer et al., 2013). Esta ultima es la auxina endégena con mayor
abundancia en la naturaleza y por lo tanto la mas estudiada. La biosintesis de
acido indol acético en bacterias puede ser dependiente o independiente de
triptéfano. Para la primera se han propuesto cinco vias, mientras que para la
segunda aun no existen vias descritas debido a que ha sido poco estudiada
(Spaepen et al., 2007). Las vias presentes en cada bacteria dependen de la
especie y es posible encontrar mas de una via funcional en la misma especie

bacteriana (Costacurta & Vanderleyden, 1995).
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Dentro de las vias dependiente de triptofano, la ruta mas estudiada y una de las
mas importantes en bacterias corresponde a la via indol-3-acetamida (IAM), la
cual consta de dos pasos (Figura 1). En el primero, el triptéfano es hidroxilado a
indol-3-acetamida por accién de la enzima triptéfano 2 monooxigenasa.
Posteriormente, el indol-3-acetamida es convertido a acido indol acético por la

enzima hidrolasa/amidasa IAM especifica (Duca et al., 2014).

La via del indol-3-piruvato (IPA) ha sido descrita en una gran variedad de
bacterias asociadas a plantas y también es una de las vias principales de
produccion de acido indol acético en bacterias. Esta via consta de tres pasos
(Figura 1), en el primero el triptéfano es desaminado por una aminotransferasa
inespecifica y es convertido a acido indol-3-piravico. Luego, el acido indol-3-
piravico es descarboxilado por la enzima IPA descarboxilasa formando indol-3-
acetaldehido (Spaepen et al., 2007). Finalmente, el indol-3-acetaldehido es

oxidado a acido indol acético por la aldehido deshidrogenasa (Duca et al., 2014).

La via de la triptamina (TAM) en bacterias consta de tres pasos (Figura 1).
Primero el triptéfano es descarboxilado a triptamina por accion de la enzima
triptamina descarboxilasa. Después, la triptamina es amino oxidada a indol-3-
acetaldehido por accion de una amina oxidasa. Por ultimo, ocurre la oxidacion del
indol-3-acetaldehido a acido indol acético por accion de la aldehido

deshidrogenasa (Duca et al., 2014).
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La via triptéfano cadena lateral oxidasa (TSO) se ha descrito unicamente en
bacterias y consta de dos pasos (Figura 1). Primero, el triptofano es transformado
directamente a indol-3-acetaldehido por la doble accién de la enzima triptéfano
cadena lateral oxidasa. Luego, es transformado a acido indol acético por la

enzima aldehido deshidrogenasa (Spaepen et al, 2007; Duca et al., 2014).

La ultima via corresponde a la via del indol-3-acetonitrilo (IAN), también
considerada una de las principales vias de produccién de acido indol acético en
bacterias. Puede tener tres o cuatro pasos (Figura 1). En el primero el triptéfano
es oxidado a indol-3-acetaldoxina por una oxidorreductasa no identificada y de la
gue se desconoce el mecanismo de reaccion (Duca et al., 2014). En el segundo
paso la indolacetaldoxina dehidratasa permite la liberacion del grupo hidroxilo
desde la indol-3-acetaldoxina para producir indol-3-acetonitrilo (Duca et al.,
2014). En el tercer paso, el indol-3-acetonitrilo puede ser carboxilado a acido indol
aceético por la enzima nitrilasa, o puede ser hidratado a indol-3-acetamida por la
enzima nitrilo hidratasa, para posteriormente ser convertido a acido indol acético

por la enzima hidrolasa/amidasa IAM especifica (Spaepen et al., 2007).

Se encontraron los codigos EC, KO y COG de la mayoria de las enzimas (Tabla
1). Sin embargo, para la aminotransferasa de la via IPA y la oxidorreductasa de
la via TAM, no se registraron codigos debido a que estas enzimas son
inespecificas o no estan identificadas. Para la via IAM se encontraron los cédigos
EC y KO para ambas enzimas, y ademas para la enzima indol-3-acetamida

hidrolasa se encontr6 el codigo COG. En la via IPA se encontraron los cédigos
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EC, KO y COG de las enzimas indol-3-piruvato descarboxilasa y la aldehido
deshidrogenasa. En el caso de la aminotransferasa no se encontré ninguno de
los tres codigos ya que corresponde a una enzima inespecifica. En la via TAM se
encontraron todos los cédigos para las enzimas involucradas e incluso para la
enzima triptéfano descarboxilasa se encontraron dos codigos COG. Para la via
TSO se encontraron los tres cédigos para la enzima aldehido deshidrogenasa y
soélo el codigo EC para la enzima triptéfano cadena lateral oxidasa. Finalmente,
para la via IAN se encontraron los cddigos EC y KO para las cuatro enzimas
involucradas, y ademas se encontré el codigo COG para las enzimas indol-3-

acetamida hidrolasa y nitrilasa (Tabla 1).

ViA IPA >
Aminotransferasa ‘ PA descarboxilasa
Vi

Acido Indol-3-pirdvico (IPA)

) VA TAM [ )
= Triptamina descarboxilasa Amina oxidasa

Triptamina (TAM) l /
1 ™~ viaTso — # Indol-3-acetaldehido
> __/ Triptéfanocadena lateral oxidasa (TS0)
¢ Aldehido
Triptoéfano . deshidrogenasa
VIA IAM
i Triptéfano2 monooxigenasa v oH
| Oxidorreductasa e —
! no identificada ‘ Hidrolasa/amidasa lAM |
| 7 especifica Y
Indol-3-acetamida (I1AM) Acido in:k’l acético
v
H
| Nitrilo hidratasa T
7 //
ViA IAN >
‘ Indolacetaldoxina dehidratas trilas
I/ ndolacetaldoxina dehidratasa | . Nitrilasa
£
Indol-3-acetaldoxina Indol-3-acetonitrilo (IAN)

Figura 1. Vias de sintesis del acido indol acético en bacterias. En letras rojas se indican los
nombres de las vias de sintesis, en letras azules se indica el nombre de las enzimas y en letras
negras los nombres de las moléculas. La flecha punteada indica un paso enzimatico todavia
desconocido. En el cuadro rojo se encuentra el producto final de todas las vias, el acido indol
aceético. Todas las abreviaciones estan descritas en el texto. Figura adaptada de Li et al., (2021).
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Tabla 1. Enzimas involucradas en las vias de sintesis del acido indol acético en bacterias.

Via Enzima Gen EC KO COG
. Triptéfano-2 monooxigenasa iaaM EC:1.13.12.3 K00466 -
Indol-3-acetamida (IAM
ndol-3-acetamida (IAM) 0\ 3.acetamida hidrolasa  iaaH EC:351-  K21801 COG0154
Aminotransferasa - - - -
Indol-3- piruvato (IPA) Indol-3-piruvato decarboxilasa  IpdC EC:4.1.1.74 K04103 COG3961
Aldehido deshidrogenasa aldA EC:1.2.1.3 K00128 C0OG1012
- . EC:4.1.1.28 COG0076
- amin (TAM) Triptéfano descarboxilasa tdc EC:4.1.1.105 K01593 COG0688
P Amina de cobre tiramina oxidasa AOC2 EC:1.4.3.21 K00276 COG3733
Aldehido deshidrogenasa aldA EC:1.2.1.3 K00128 C0OG1012
Triptéfano cadena lateral TnptOfano cadena lateral NHase EC:1.13.99.3
oxidasa (TSO) Oxidasa
Aldehido deshidrogenasa aldA EC:1.2.1.3 K00128 C0OG1012
Oxidorreductasa - - - -
Indolacetaldoxina deshidratasa Nhal EC:4.8.1.3 K11868 -
Indol-3-acetonitrilo (IAN)  Nitrilasa NIT EC:3.55.1 K01501 COG0388
Nitrilo hidratasa NHasa EC:4.2.1.84 K01721 -
Indol-3-acetamida hidrolasa iaaH EC:3.5.1.- K21801 COGO0154
Citoquininas

Las citoquininas son derivados de adenina con una cadena lateral aromatica o
isoprenoide, producidas por plantas, hongos, algas, insectos, bacterias, entre
otros organismos (Frébortova & Frébort, 2021). Las citoquininas aromaticas
incluyen a la beniladenina, sus derivados hidroxilados orto-y metatopolina y sus
metoxi-derivados. Sin embargo, la ruta de sintesis para este grupo de
citoquininas aun es desconocida. Las citoquininas isoprenoides incluyen a la N6-
(2-isopentenil) adenina (iP), trans-zeatina (tZ), cis-zeatina (cZ) y dihidrozeatina
(DHZ). En diversos grupos bacterianos, se han descrito dos vias de sintesis para
las citoquininas isoprenoides, la via de novo y la via dependiente de tRNA

(Frébortova & Frébort, 2021).
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La via de sintesis de novo produce iP, tZ y DHZ (Figura 2). Esta via comienza
con la prenilacion de ATP o AMP y de ADP unido a pirofosfato de dimetilalilo
(DMAPP) o unido a (E)-4-Hidroxi-3-metil-but-2-enilpirofosfato (HMBPP), por una
isopentenil transferasa (IPT) de adenilato dependiente de AMP y otra
dependiente de ADP/ATP, obteniéndose por un lado iP ribésido-50-monofosfato,
difosfato y trifosfatos libres (iPRMP, iPRDP e iPRTP), y por otro lado tZ rib6sido
monofosfato, difosfato y trifosfato (tZRMP, tZRDP y tZRTP). Los iPRDP, iPRTP,
se transforman en monofosfato y éste es transformado a iP por accién de la
enzima citoquinina fosforribohidrolasa “Lonely guy” (LOG). Por otro lado, los
tZRDP y tZRTP se transforman en monofosfato y éste es transformado a tZ por
accioén de la enzima LOG, y luego se puede transformar en DHZ por la enzima
zeatina reductasa. Ademas, los iPRMP, iPRDP e iPRTP también pueden ser
hidroxilados a tZRMP, tZRDP y tZRTP por una monooxigenasa del citocromo
P450 (CYP450) y seguir la misma ruta descrita anteriormente hasta la obtencién

de tZ y DHZ (Frébortova & Frébort, 2021).

La via dependiente de tRNA produce cZ e iP (Figura 2), y ha demostrado tener
un papel dominante en la produccion de citoquininas (Frébortova & Frébort,
2021). Esta ruta comienza con la accion de la enzima tRNA
isopenteniltransferasa (tRNA IPT) que transfiere la cadena de isopentenilo del
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) para prenilar fosfato de adenosina unido a
tRNA, formando ribésido de isopenteniladenina unido a tRNA (tRNA-iPR). En

este punto la via se divide en dos: por un lado, el tRNA-IPR es degradado
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directamente a iPRMP, que luego es convertido a iP por accién de la enzima LOG;

por el otro lado, el tRNA-IPR pasa a tRNA unido a ribosido de cis-zeatina (tRNA-

cZR) por accion de la tRNA 2-metiltio-N6G-isopentenil-adenosina hidroxilasa

(MiaE) y luego es degradado a cZRMP (Frébortova & Frébort, 2021).

Para la sintesis de novo se lograron encontrar los codigos EC, KO y COG para

las enzimas IPT dependiente de AMP e IPT dependiente de ATP/ADP. Para la via

dependiente de tRNA, se encontraron los tres codigos para las enzimas tRNA IPT

y MiaE. Para la enzima LOG sdélo se encontré el cédigo EC (Tabla 2).

Sintesis de novo

IPT CYPA50
ATP ———
DMAPP IPT CYPA450
+ADP .
v
IPT CYP450
AMP —— | oy
'I_l
iPRMP
LOG

LI

tz

Zeatina , |

__featina o

Reductasa | 1 7

DHZ

Sintesis dependiente
de tRNA

tRNA-cZR

Degradacién
de tRNA

cZ

DMAPP + tRNA

tRNA IPT

tRNA - o ‘>-"
/

MiaE  tRNA-iPR

Degradacion
de tRNA

Figura 2. Vias de sintesis de las citoquininas en bacterias. En letras rojas se indican los
nombres de las vias de sintesis, en letras azules se indica el nombre de las enzimas y procesos
de degradacién de tRNA, y en letras negras los nombres de las moléculas. Todas las
abreviaciones estan descritas en el texto. Figura adaptada de Frébortova & Frébort, (2021).
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Tabla 2. Enzimas involucradas en las vias de sintesis de las citoquininas en bacterias.

Via Enzima Gen EC KO COG
Isopentil transferasa dependiente de AMP (IPT) tzs EC:2.5.1.27 K10760 COG0324
Sintesis de Isopentil transferasa dependiente de ATP/ADP PT EC:251.112 K10760 COG0324
novo (IPT)
CK fosforibohidrolasa “lonely guy” (LOG) fasF EC:3.2.2.n1 - -
Via tRNA isopentenil transferasas (tRNA IPT) miaA EC:25.1.75 K00791 COG0324
dependiente de \RIVA 2-metiltio-N6-isopentenil-adenosina miaE  EC:1.14.99.69 K06169  COG4445
(RNA hidroxilasa (MiaE)
CK fosforibohidrolasa “lonely guy” (LOG) fasF EC:3.2.2.n1 -

Acido salicilico

El acido salicilico es un compuesto fendlico que posee un anillo de bencénico
aromatico, un grupo hidroxilo y un grupo carboxilo. Plantas, hongos y bacterias
son capaces de sintetizar acido salicilico a partir de corismato, conocido como el
precursor principal de la sintesis (Bakker et al., 2014). Se ha reportado un gran
numero de géneros bacterianos (principalmente de rizobacterias), que tienen la

capacidad de producir acido salicilico (Bakker et al., 2014).

La unica via de sintesis descrita en bacterias corresponde a la ruta
corismato/isocorismato, la cual esta compuesta por dos pasos (Figura 3). El
primer paso consiste en la conversion de corismato a isocorismato por accion de
la enzima isocorismato sintasa (ICS) (Mishra & Baek, 2021a), en donde el residuo
K147 de la ICS contribuye a la activacién de una molécula de agua para el ataque
nucleofilico en la posicion C2 del corismato (Sridharan et al., 2010). El segundo
paso corresponde a la conversion de isocorismato a acido salicilico por accién de
la enzima isocorismato piruvato liasa (IPL) (Kerbarh et al., 2005). Esta enzima
cataliza la eliminacion de la cadena lateral de enolpiruvato del isocorismato, por
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una reaccion periciclica en donde el atomo de hidrogeno en C2 se transfiere a el
C9 de la cadena lateral en simultaneo con la escisién de C-O, produciendo acido
salicilico y piruvato (DeClue et al., 2005). Para ambas enzimas de la via se

encontraron los coédigos EC, KO y COG (Tabla 3).

OCH
OOH OOH
Isocorismato sintasa OH Isocorismato piruvato OH
)L ) (1CS) R . liasa (IPL) N
0 COOH )-t
0 COOH
OH

Corismato Isocorismato Acido salicilico

Figura 3. Via de sintesis del acido salicilico en bacterias. En letras azules se indica el nombre
de las enzimas y en letras negras el nombre de las moléculas. Figura adaptada de Kerbarh et al.,
(2005).

Tabla 3. Enzimas involucradas en la via de sintesis del acido salicilico en bacterias.

Via Enzima Gen EC KO COG
Corismato/lsocorismato Isocorismato sintasa PchA EC:5.4.4.2 K02361 COG1169
Isocorismato piruvato liasa  PchB EC:4.2.99.21 K04782 COG1605
Giberelinas

Las giberelinas son compuestos derivados de diterpenos complejos, que tienen
en comun una estructura de anillo hidrocarburo fusionado llamado giberelano
(Morrone et al., 2009). Se han identificado 130 giberelinas en plantas, hongos y
bacterias (Morrone et al., 2009). Dentro de éstas existen las giberelinas inactivas
que tienen 20 carbonos en su estructura, y las activas que tienen 19 carbonos en
su estructura. Entre las giberelinas activas que se han encontrado en bacterias

se incluyen GA1, GA3 y GA4. Estas giberelinas tienen en comun un grupo
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hidroxilo en el C3, un grupo carboxilo en el C6 y una lactona entre el C4 y el C10

(Yamaguchi., 2008).

La via de sintesis de las giberelinas en bacterias comienza a partir del precursor
geranil-geranil difosfato (GGPP) (Figura 4). En el primer paso de la ruta, el GGPP
es ciclado por la ent-copalil difosfato sintasa (CPS) produciendo CPP (difosfato
de copalilo). Luego la enzima ent-kaureno sintasa (KS) termina el ciclado de CPP
a ent-kaureno. Posteriormente, la enzima ent-kaureno oxidasa (KO) cataliza tres
reacciones consecutivas; una hidroxilacion y dos oxidaciones, en donde el
producto final es el acido ent-kaureinoico. Luego actua la enzima acido ent-
kaurenoico (KAO) que cataliza las mismas dos reacciones, pero en otro carbono
de la molécula, en donde se obtiene GA12; sin embargo, para que la ultima
oxidacion ocurra eficientemente se necesita de una deshidrogenasa reductasa
de cadena corta (SDR). La enzima CYP112 cataliza una hidroxilacién, seguida
de una oxidacioén y una esterificacion intramolecular obteniendo GA9 (Nett et al.,
2017). Finalmente, la enzima CYP115 produce GA4 a partir de GA9 (Salazar-

Cerezo et al., 2018).

Se logré encontrar el codigo EC para todas las enzimas involucradas en la
sintesis de las giberelinas. Para las enzimas CPS y KS se encontraron
adicionalmente los codigos KO y para la enzima KO se encontré6 ademas el

cédigo COG (Tabla 4).
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Figura 4. Via de sintesis de las giberelinas en bacterias. En letras azules se indica el nombre
de las enzimas y en letras negras los nombres de las moléculas. Las abreviaciones de las
enzimas se indican en el texto. Figura adaptada de Nett et al., (2017).

Tabla 4. Enzimas involucradas en la via de sintesis de las giberelinas en bacterias.

Via Enzima Gen EC KO COG
Ent-copalil difosfato sintasa (CPS) CPS EC:5.5.1.13 K04120
\Via tnica Ent-keureno sintasa (KS) KS EC:4.2.3.19 K04121 -
Ent-kaureno oxidasa (KO) CYP117 EC:1.14.14.86 K04122,K21292 COG2124
Acido ent-kaurenoico oxidasa (KAO) CYP114 EC:1.14.14.107 K04123

Etileno

El etileno es una molécula gaseosa producida por plantas, hongos y bacterias,
que participa en diversos procesos fisioloégicos (Weingart et al., 1997). Se
conocen dos vias de sintesis de etileno en bacterias: la via del acido 2-ceto-
metiltiobutirico (KMBA) y la via 2-oxoglutarato (AKG) (Van de Poel et al., 2015).
La via KMBA es una reaccion no enzimatica que produce cantidades traza de
etileno (Weingart et al., 1999). Por otro lado, la via AKG descubierta en bacterias
es las mas importante ya que produce la mayor cantidad de etileno (Figura 5).
En esta via se utiliza la enzima formadora de etileno (EFE) para convertir el AKG
en etileno (Weingart et al., 1999). Se ha reportado que EFE produce

simultdneamente etileno y succinato (Johansson et al., 2013). La reaccion
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catalizada por EFE es entre una L-arginina y el 2-oxoglutarato, como una
estructura de base Schiff, para formar un intermediario que reacciona con una
molécula de oxigeno formando un complejo Fe** inestable, el cual se
descompone en etileno y succinato en proporcion 2:1 (Fukuda et al., 1993). Se
encontraron los tres codigos para esta enzima e incluso se encontraron dos
cédigos EC (Tabla 5).

OH OH

Enzimaformadorade Etileno
(EFE)

0 0 > H,C==CH,

0]

2-oxoglutarato Etileno

Figura 5. Via de sintesis de etileno en bacterias. En letras azules se indica el nombre de la
enzima y en letras negras el nombre de las moléculas. Figura adaptada de Van de Poel et al.,
(2015).

Tabla 5. Enzima involucrada en la via de sintesis del etileno en bacterias.

Via Enzima Gen EC KO COG
. . EC:1.13.12.19
2-oxoglutarato Enzima formadora de etileno (EFE) efe EC1.14.20.7 K21815 COG3491

Acido abscisico

El acido abscisico es un acido débil, sesquiterpenoide con un atomo de carbono
asimétrico épticamente activo (Finkelstein & Rock, 2002). Se ha detectado la
produccion de esta hormona en diversos organismos como plantas, hongos,
animales y bacterias (Finkelstein & Rock, 2002; Lievens et al., 2017). Hasta la

fecha no hay rutas ni roles fisiolégicos descritos en bacterias; sin embargo, se ha
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propuesto que algunos géneros como Achromobacter, Bacillus y Pseudomonas
podrian presentar una ruta dependiente de carotenoides para la generacion de
acido abscisico (Belimov et al., 2014; Lievens et al., 2017; Takezawa et al., 2011).
En plantas la via de produccion de acido abscisico se encuentra mas detallada,
por esta razon se utilizd esta ruta como guia para la busqueda de genes

homologos.

La biosintesis de acido abscisico en plantas se desarrolla en dos pasos (Figura
6). Primero, ocurre la conversién de la xantonxina a aldehido abscisico catalizada
por una enzima relacionada a una familia de deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta llamada xantoina deshidrogenasa (SDR), y luego una isoforma de
esta misma enzima, llamada aldehido oxidasa (AO), cataliza la oxidacién de
aldehido abscisico a acido abscisico (Sao & Koshiba., 2002). Para ambas
enzimas involucradas en la biosintesis se encontraron los codigos EC y KO

(Tabla 6). El codigo COG no se encontré para ninguna de las dos enzimas de la

ruta.
(o] OH OH
OH OH
HO OH H H o]
Xantoina Aldehido abscisico Acido abscisico

Figura 6. Via de sintesis del &cido abscisico en plantas. En letras azules se indica el nombre
de las enzimas y en letras negras el nombre de las moléculas. Las abreviaciones de las enzimas
se indican en el texto. Figura adaptada de Lievens et al., (2017).
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Tabla 6. Enzimas involucradas en la via de sintesis del acido abscisico en plantas.

Via Enzima Gen EC KO COG
Xantoina a ABA Xantoina desihidrogenasa (sdr) ABA2 EC:1.1.1.288 K09841
Abscisico-aldehido oxidasa (AO) Aao3 EC:1.2.3.14 K09842

Acido jasménico

El 4cido jasmoénico y sus derivados como jasmonil isoleucina, jasmonico de
metilo, acido 12-hidroxijasmonico sulfato, cis-jasmona, éster de glucosilo de
acido jasmonico, éster metilo de jasmonil isoleucina y jasmonil-aminoacido son
conocidos como jasmonatos; sin embargo, el acido jasmodnico es el principal
representante de este grupo de fitohormonas (Wan & Xin, 2022). Esta
fitohormona es una ciclopentanona que tiene dos centros quirales que se ubican
en el C3y el C7, permitiéndole tener cuatro estereocisémeros posibles (Creelman
& Mullet, 1997). Puede ser producida por plantas, algas y bacterias. La sintesis
de acido jasmonico en bacterias se ha podido confirmar por métodos de cultivo y
cromatograficos (Forchetti et al., 2007; Ji et al., 2020); sin embargo, la via de
produccién aun no ha sido descrita. En plantas la ruta ha sido descrita
completamente. Por esta razon, se utilizara esta via como guia para la busqueda

de genes homodlogos (Figura 7).

En el primer paso de la ruta los fosfolipidos, acido linolénico (18:2) y acido
linolénico (18:3) sufren una dioxigenacién catalizada por lipoxigenasas (LOX),
formando acido hidroepoxioxtacedinoico (HPODE) (Lyons et al., 2013). Luego, el

HPODE se convierte en acido 12-oxofitodienoico (12-OPDA) a través de una
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reaccion catalizada por la éxido de aleno sintasa (AOS) y posteriormente por
aleno O6xido ciclasa (AOC). Finalmente, el 12-OPDA se convierte en &acido
jasmonico por reduccién debido a la reductasa del acido 12-oxofitodienoico
(OPR), seguida de 3 ciclos de B-oxidacién (Lyons et al., 2013). Para todas
enzimas involucradas en la via se sintesis se encontraron los cédigos EC y KO

(Tabla 7). El cédigo COG no se encontré para ninguna de las enzimas de la ruta.

\_\\ . P CH,
\ b

—/

Acido Linoleico acido hidroepoxioxtacedinoico Acido 12-oxofitodienoico Acido jasménico

Figura 7. Via de sintesis del acido jasménico en plantas. En letras azules se indica el nombre
de las enzimas y en letras negras los nombres de las moléculas. Las abreviaciones de las
enzimas se indican en el texto. Figura adaptada de Lyons et al., (2013).

Tabla 7. Enzimas involucradas en la via de sintesis del acido jasmoénico en plantas.

Via Enzima Gen EC KO COG
Lipoxigenasa (LOX) LOX EC:1.13.11.12  K00454
Via Unica Aleno 6xido sintasa (AOS) AOS EC:4.2.1.92 K01723
Aleno 6xido ciclasa (AOC) AOC EC:5.3.99.6 K10525
12-oxofitodienoato reductasa (OPR)  OPR3 EC:1.3.1.42 K05894

Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides son esteroides polihidroxilados, derivados de 5a-colesterol
que varian en estructura segun la cadena lateral que presenten (Kour et al.,
2021a) y estructuralmente son muy similares a andrégenos, estrogenos,
corticoides y ecdiesteroides (Bajguz et al., 2020). Segun el tamafo de la cadena
lateral, los brasinoesteroides se dividen en esteroides C27, C28 y C29 presentes

de forma libre o conjugada con acidos grasos y azucares; sin embargo, entre el
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40%-50% de los brasinoesteroides son C28, entre ellos la castasterona (Kour et

al., 2021a).

Hasta el momento sélo se ha reportado la produccién de brasinoesteroides en
plantas, por lo que no hay rutas de sintesis descritas en bacterias ni en otro tipo
de microorganismos. Por esta razdn, se utilizara la via en plantas como referencia
(Figura 8). Las enzimas involucradas en la sintesis de brasinoesteroides en
plantas se han dilucidado por medio de estudios genéticos y bioquimicos; sin
embargo, se necesitan mas estudios para comprender el mecanismo molecular
de la biosintesis de brasinoesteroides (Kour et al., 2021a). Existen tres vias de
produccion en plantas: la de oxidacion tardia y temprana de C6, consideradas las
dos vias principales (también llamadas vias dependientes de campestanol); y la
via de hidroxilacion de C22 inicial, pero aun no se tiene certeza de la estructura

general de la via (Kour et al., 2021a).

La via de oxidacion tardia de C6 (Figura 8) comienza con la accién de las
enzimas ENANO-4 (DWF4) y rotundifolia 3 (ROT3), las cuales actuan sobre el
campestanol  produciendo  6-deoxocatasterona. Luego, la enzima
fotomorfogénesis constitutiva y proteina de enanismo (CPD) transforma la 6-
deoxocatasterona a 6-deoxoteasterona. Posteriormente, la accidn conjunta de
las enzimas BR6 oxidasa 1 y 2 (BR6ox1 y BR60x2) produce 3-dehidro-6-
deoxoteasterona, que se transforma en 6-deoxotifasterol y luego en 6-
deoxocastasterona por enzimas aun no identificadas. Finalmente, las citocromos

CYP85A1 y CYP85A2 se encargan de transformarlo en castasterona

40



(brasinoesteroide activo) (Nishant Bhanu, 2019; Kour et al., 2021). La via de
oxidacion temprana de C6 (Figura 8) también comienza desde el precursor
campestanol, el cual es modificado a 6a-hidroxi-campestanol por la enzima
DWF4. Posteriormente, se produce 6-oxocampestanol (paso enzimatico
desconocido), que por accién de DWF4 es transformado a catasterona. Luego,
la catasterona es transformada a teasterona por la enzima CPD. Finalmente,
después de tres pasos enzimaticos catalizados por enzimas aun no identificadas,
se produce castasterona (Nishant Bhanu, 2019; Kour et al., 2021). Para las
enzimas involucradas en ambas vias se encontraron solo los cédigos EC y KO
(Tabla 8). EL cdédigo COG no se encontré6 para ninguna de las enzimas

involucradas en la sintesis.

N ? - DWF4 - CPD N ? ~r
oot "X ooy Ty T
| I
- T ~ N ~Y |
6a-Hidroxi-Campestanol 6-Oxocampestanol Catasterona Teasterona 3-Dehidroteasterona
L)Wm Via de Oxidacion temprana de C6
joe

Campestanol J/\ § 4
ROT3/ £ \l‘
DWF4 i
q?)ﬁ’ Tifasterol

joo

6-Deoxocatasterona

P Via de Oxidacion tardia de C6

Prae Y O | ALY
f;t(fv o rbj: vijwﬁ ﬂgﬂ

6-Deoxoteasterona 3-Dehidro-6-d ona 6-Deoxocastasterona Castasterona

Figura 8. Via de sintesis de los brasinoesteroides en plantas (leyenda en pagina siguiente).
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Figura 8. Via de sintesis de los brasinoesteroides en plantas (figura en pagina anterior). En
letras azules se indica el nombre de las enzimas y en letras negras el nombre de las moléculas.
Los signos de interrogacion indican enzimas que aun no han sido descritas. En el cuadro verde
se encuentra el campestanol, precursor de ambas vias; en el cuadrado rojo se encuentra el
castasterona, producto final de las vias; en el cuadro amarillo se encuentra la via de oxidacion
temprana de C6; y en el cuadro azul se encuentra la via de oxidacién tardia de C6. Figura
adaptada de Kour et al., (2021).

Tabla 8. Enzimas involucradas en las vias de sintesis de los brasinoesteroides en plantas.

Via Enzima Gen EC KO COG
Via de ENANO-4 (DWF4) DWF4 EC:1.14.14.178 K09587
oxidacion

Fotomorfogénesis constitutiva y proteina

temprana de . YP90A1 EC:1.14.19.7 K

C6 P de enanismo (CPD) CYP0 c 9.79 09588
i g Desetiolado-2 (DET 2) DET2 EC:1.3.1.22 K09591
O)Lijaiién ENANO-4 (DWF4) DWF4  EC:1.14.14.178  KO09587
tardia de C6 FOtOmOrngeneSlS constitutiva y proteina CYP90A1 EC:1.14.19.79 K09588

de enanismo (CPD)

Estrigolactonas

Las estrigolactonas son compuestos derivados de carotenoides, que tienen un
anillo butendlido (anillo D) unido por un puente de enol éter a un radical menos
conservado que permite clasificar las estrigolactonas en dos grupos:
estrigolactonas con lactonas triciclicas (anillo ABC) y estrigolactonas que carecen
de lactona triciclica; de las que se han dilucidado 18 y 2 formas diferentes,
respectivamente (Al-Babili & Bouwmeester, 2015). Asimismo, las lactonas
triciclicas se pueden dividir en dos grupos segun la configuracion del anillo C que
es esencial para la funcionalidad de las estrigolactonas. Los estrigolactonas tipo
estrigol tienen el anillo C en orientacién B (arriba) y las estrigolactonas de tipo
orobanchol tienen el anillo C en orientacién a (abajo) (Al-Babili & Bouwmeester,

2015; Wakabayashi et al., 2022).
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La sintesis de estrigolactonas se ha reportado unicamente en plantas. Las
enzimas que catalizan la conversion a estrigol aun no estan descritas, asi como
tampoco sus genes. Esta claro que la expresiéon de algun integrante de la
subfamilia de CYP722C es el responsable de catalizar el paso clave para la
sintesis de estrigol; sin embargo, se requiere un analisis funcional mas detallado

de la subfamilia (Wakabayashi et al., 2022).

El precursor de la via de sintesis de las estrigolactonas de tipo orobanchol
(Figura 9) corresponde a la carlactona (CL), que se convierte en acido
carlactonico (CLA) por accién de la MAX1. En este punto es donde se generan
los esqueletos triciclicos y se hace la separacion en estrigol y orbanchol por
medio de hidroxilaciones y otras modificaciones. Para la sintesis de orobanchol,
se produce una conversion de CLA a 4-deoxiorobanchol (4DO), catalizada por
OsCYP711A2. Luego, OsCYP711A3 cataliza la hidroxilacion de 4DO a orobancol,

dando término a la via (Wakabayashi et al., 2022).

Debido a que no se encontraron los codigos EC, KO y COG para ninguna de las
tres enzimas involucradas en la sintesis del orobanchol, se optd por buscar la
ruta de sintesis del precursor de esta fitohormona (Figura 9), es decir de la
carlactona. El precursor de esta molécula corresponde al trans-3-caroteno, que
por accion de la enzima B-caroteno isomerasa (D27) produce 9-cis-f3-caroteno.
Luego, la enzima dioxigenasa de escision de carotenoides 7 (CCD7) produce 9-
cis-B-apo-10’-caroteno, que finalmente es transformado a carlactona por accion

de la enzima dioxigenasa de escision de carotenoides 8 (CCD8) (Wakabayashi
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et al., 2022). Para estas tres enzimas se encontraron los cédigos EC y KO (Tabla
9). El cédigo COG no se encontré para ninguna de las enzimas de la ruta del

precursor.

Sintesis de Estrigolactonas
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Figura 9. Via de sintesis de las estrigolactonas y su precursor (carlactona) en plantas. En
letras rojas se indican las vias de sintesis, en letras azules los nombres de las enzimas, en letras
negras los nombres de las moléculas. Figura adaptada de Wakabayashi et al., (2022).

Tabla 9. Enzimas involucradas en la via de sintesis de las estrigolactonas y su precursor
(carlactona) en plantas.

Via Enzima Gen EC KO COG
"Mas crecimiento axial" 1 (MAX1) CYP711A1 EC:1.14.-.-
ViaUnica  OsCYP711A2 -
OsCYP711A3 - - -
B-caroteno isomerasa D27 EC:5.2.1.14 K17911
Precursor Dioxigenasa de escision de carotenoides 7 CCD7 EC:1.13.11.68 K17912
Dioxigenasa de escision de carotenoides 8 CCD8 EC:1.13.11.69 K17913

5.2 Diversidad de las bacterias con potencial de producir fitohormonas

Se estudiaron las comunidades bacterianas asociadas a los talos y sustratos de
dos especies de liquenes de bosque (P. frigida y P. fuscopraetextata) y dos de
pradera (P. ponojensis/monticola 11 y P. rufescens). Estas muestras se
recolectaron desde cuatro sitios ubicados en el sur de Chile: Coyhaique vy

Tamango (Region de Aysén), Karukinka y Navarino (Region de Magallanes). Para
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estudiar la diversidad de las comunidades bacterianas, se utilizaron las
secuencias del gen 16S bacteriano obtenidas previamente en el Laboratorio de
Ecologia Microbiana de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. Para
identificar las bacterias con el potencial de producir fitohormonas, se predijeron
las funciones con la herramienta bioinformatica PICRUSt2 vy la lista de cddigos

enzimaticos recopilados en este trabajo (Tabla 1 a Tabla 9).

Se determind que las comunidades bacterianas asociadas a los talos y sustratos
de liquenes Peltigera presentarian genes relacionados a la sintesis de cinco de
las nueve fitohormonas: acido indol acético, citoquininas, giberelinas, acido
salicilico, etileno. Los genes de sintesis de acido jasmoénico, acido abscisico,
brasinoesteroides no se encontraron presentes en los genomas de las bacterias
estudiadas, por lo que las comunidades bacterianas asociadas a Peltigera no
tendrian el potencial de producir estas hormonas. Finalmente, los cddigos
asociados a la sintesis de estrigolactonas no se encontraron en la base de datos
de PICRUSt2, por lo que no se puede afirmar que las bacterias presenten o no

el potencial para producir esta fitohormona.

A partir de las ASVs identificadas en las muestras de talos, se infiere que el 100%
de las bacterias contendrian genes asociados a la sintesis de acido indol acético
y de citoquininas, mientras que un 77%, 72% y 32% de las bacterias contendrian
genes asociados a la sintesis de giberelinas, acido salicilico y etileno,
respectivamente. Porcentajes similares se determinaron en las muestras de

sustratos (Figura 10). Al analizar el potencial total de sintesis de fitohormonas,
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un 29% de las bacterias presentes en los talos contendria genes relacionados a
las sintesis de las cinco fitohormonas, mientras que en sustratos este porcentaje
corresponde al 16% (Figura 10). Ademas, un 36% de las bacterias en talos y un
34% en sustratos contendrian genes asociados a la sintesis de acido indol
acético, citoquininas, giberelinas y acido salicilico. Por otro lado, en ambos
microambientes (talo y sustrato) se observé que ninguna bacteria contendria

genes asociados a la sintesis de una unica fitohormona.
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Figura 10. Diagrama de Venn del porcentaje de bacterias que contendrian genes
relacionados a la sintesis de fitohormonas. IAA: acido indol acético, SA: acido salicilico, CK:
citoquininas, GA: giberelinas y ET: etileno.

En cuanto a la abundancia de bacterias, tanto en los talos como en los sustratos
se encontré mayor abundancia de bacterias con potencial de producir acido indol
acético y citoquininas, y menor abundancia de bacterias con potencial de
sintetizar etileno (Figura 11). Por otro lado, para todas las hormonas se observo

que los talos presentaron mayor abundancia de bacterias en comparacién con
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los sustratos. Ademas, las muestras de los sitios de la Region de Aysén
(Coyhaique y Tamango) presentaron mayor abundancia de bacterias que
aquellas de la Region de Magallanes (Karukinka y Navarino). Las mayores
diferencias se encontraron al comparar entre las muestras de bosques y
praderas, aunque no se observo la misma tendencia de abundancia en todos los
casos.

La composiciéon taxondmica de las bacterias con potencial de producir hormonas
fue diferente dependiendo de la fitohormona, pero en general se pudo observar
que los filos bacterianos mas abundantes en todas las muestras fueron
Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota y Acidobacteriota. En las muestras
de sustratos se observd mayor riqueza de filos. Asimismo, para el acido indol
acético y las citoquininas se detectaron mas filos que para el resto de las

fitohormonas.
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Figura 11. Abundancia y composiciéon taxonémica a nivel de filo de las ASVs relacionadas
a la sintesis de las fitohormonas. P. fri. P. frigida, P. fus: P. fuscopraetextata, P. pon: P.
ponojensis/monticola 11, P. ruf. P. rufescens.

Al analizar la diversidad alfa de las comunidades bacterianas se observo que las
bacterias con potencial de producir acido indol acético y citoquininas presentaron
un indice de diversidad de Shannon mayor que las otras fitohormonas, y fue el
etileno el que mostré la menor diversidad de bacterias con potencial de
sintetizarlo. Ademas, en todos los casos la diversidad de las bacterias fue menor
en talos y mayor en sustratos (Figura 12). En las muestras de talo, en general,
no se encontraron diferencias significativas al comparar la diversidad de las
bacterias entre las especies de liquenes, mientras que en los sustratos se
observaron diferencias significativas entre las distintas especies. Por otro lado,
no se detectaron grandes diferencias al comparar entre los distintos sitios

geograficos.
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Figura 12. Diversidad de Shannon de las bacterias que contendrian genes relacionados a
la sintesis de fitohormonas. Diferencias significativas segun la prueba de Wilcoxon Mann
Whitney (ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p=<0,01; ***: p<0,001). P. pon/mon 11: Peltigera
ponojensis/monticola 11.
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Al determinar la diversidad beta de las comunidades bacterianas, se observé que
para todas las fitohormonas las muestras de talos fueron mas dispersas y menos
homogéneas que los sustratos (Figura 13). En todos los casos, tanto la especie
de liquen, como el ambiente (bosque y pradera), el sitio (Coyhaique, Tamango,
Karukinka y Navarino) y la region (Aysén y Magallanes) fueron factores
significativos en la separacion de las muestras. Sin embargo, la especie de liquen

y el ambiente explicaron mayor porcentaje de la varianza que el sitio y la region.
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Figura 13. Analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de las
comunidades bacterianas con potencial de producir fitohormonas. Basado en una matriz de
distancia de Bray-Curtis a nivel de ASV. Diferencias entre las distintas muestras de acuerdo con

ANOSIM.

5.3 Factores ambientales que influyen sobre la diversidad de las bacterias

con potencial de producir fitohormonas

Previamente, se pudo determinar que el factor que mas influye sobre la

diversidad de bacterias con potencial de producir fitohormonas es el ambiente

(bosque o pradera). Para analizar con mayor profundidad este factor, se utilizé

53



informacion de los parametros edaficos y bioclimaticos para caracterizar cada

ambiente en cada sitio.

Los datos edaficos y bioclimaticos se analizaron mediante un analisis de
componentes principales (PCA). En cuanto a las variables edaficas, se observo
que la mayoria de los grupos se sobreponen; sin embargo, se evidencia una
tendencia general de que los sitios de la region de Aysén se agrupan a la
izquierda y los sitios de la region de Magallanes a la derecha, estos ultimos
caracterizandose por contener mayores niveles de nutrientes y menor pH (Figura
14 y Tabla A2). Las variables con mayor contribucion en la separacion de las
muestras fueron el pH, el carbono organico y el fosforo. Se encontraron
diferencias significativas entre el bosque y la pradera de Coyhaique y de

Karukinka, pero no entre los dos ambientes de Tamango y Navarino (Tabla 10).
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Figura 14. Analisis de componentes principales (PCA) basado en las variables edaficas
para de cada sitio y ambiente. CH: contenido hidrico, CO: carbono organico, NH4-N: amonio,
NO3-N: nitrato, P.Olsen: fésforo Olsen, Contrib: contribuciéon de la variable sobre la separacion

de las muestras.

Tabla 10. PERMANOVA por pares.

Comparaciones R p p ajustado
Coyhaique Bosque vs Coyhaique Pradera 0,690 0,001 0,028
Coyhaique Bosque vs Tamango Pradera 0,608 0,001 0,028
Coyhaique Pradera vs Karukinka Pradera 0,594 0,001 0,028
Coyhaique Pradera vs Tamango Bosque 0,553 0,001 0,028
Karukinka Bosque vs Karukinka Pradera 0,517 0,001 0,028
Karukinka Bosque vs Navarino Bosque 0,425 0,001 0,028
Karukinka Bosque vs Tamango Pradera 0,667 0,001 0,028
Karukinka Pradera vs Tamango Bosque 0,335 0,001 0,028
Karukinka Pradera vs Tamango Pradera 0,519 0,001 0,028

Solo se muestran los resultados con diferencias estadisticamente significativas (p ajustado < 0,05).

En cuanto a las variables bioclimaticas, a pesar de que no se pudieron llevar a
cabo analisis estadisticos por la baja resolucion de los datos (1 km?), se observa

una clara separacion a lo largo del eje 1 segun el sitio geografico. Los sitos de la
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region de Ayseén se caracterizaron por presentar mayores temperaturas y niveles
de precipitaciones, mientras que los sitios de la region de Magallanes
presentaron una isotermalidad mas alta (Figura 15 y Tabla A3). Por otro lado, a
lo largo del eje 2, las muestras se separaron segun el tipo de ambiente, siendo
en las praderas las temperaturas mas altas, mientras que en los bosques existen
mayores niveles de precipitaciones. Las variables que mas contribuyeron a la

separacion de las muestras fueron la temperatura maxima, la temperatura media

anual y la estacionalidad de las precipitaciones.
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Figura 15. Andlisis de componentes principales (PCA) basado en las variables
bioclimaticas de cada sitio y ambiente. Temp_min: temperatura minima, Temp_media_anual:
temperatura media anual, Temp_max: temperatura maxima, Rango_anual_temp: rango anual de
temperatura, Estac_temp: estacionalidad de la temperatura, Rango_temp_medio: Rango de
temperatura medio, Prec_min: precipitacién minima, Prec_media_anual: precipitacion media
anual, Prec_max: precipitacion maxima, Rango_anual_prec: rango anual de precipitacion,
Estac_prec: estacionalidad de la precipitacion, Rango_prec_medio_ rango medio de
precipitacion, Contrib: contribucion de la variable sobre la separacién de las muestras.
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Luego de caracterizar los sitios, se evaluo la influencia de las variables edaficas
y bioclimaticas sobre la diversidad de las comunidades bacterianas con potencial
de producir fitohormonas. Para ello, se realizaron analisis de redundancia (RDA)
para cada fitohormona por separado, tanto en talos como en sustratos. Las
variables edaficas explicaron entre un 10,5% y un 11,5% de la varianza en los
talos y entre un 15,6% y un 16,2% en los sustratos para las cinco fitohormonas
estudiadas (Tabla A4). Ademas, las seis variables edaficas incluidas en el
analisis tuvieron un efecto significativo sobre la diversidad de las comunidades
bacterianas, pero el nitrato y el pH fueron las que explicaron mayores porcentajes

de varianza (Tabla 11).

Tabla 11. Significancia de las variables edaficas sobre la diversidad de las comunidades
bacterianas con potencial de producir fitohormonas segun analisis de redundancia (RDA).
CH: contenido hidrico, CO: carbono organico, N-NH*4: amonio, N-NO*s: nitrato, P Olsen: fésforo
Olsen.

Micro- ACId? .meI Citoquininas A.CI,d.o Giberelinas Etileno
Variable acético salicilico
ambiente 5 B 5 B B
R p R p R p R p R p
CH 0,009 0,009 | 0,009 0,001 | 0,008 0,017 | 0,009 0,008 | 0,007 0,036
pH 0,015 0,001 | 0,015 0,001 | 0,016 0,001 | 0,016 0.001 | 0,014 0,001
Talo CO 0,007 0,052 | 0,007 0,001 | 0,007 0,031 | 0,007 0.050 | 0,007 0,049
N-NH*, 0,010 0,002 | 0,010 0,001 | 0,000 0,005 | 0,010 0.002 | 0,009 0,003
N-NO*3 0,017 0,001 | 0,017 0,001 | 0,017 0,001 | 0,017 0.001 | 0,016 0,001
P Olsen 0,007 0,047 | 0,007 0,001 | 0,007 0,049 | 0,007 0.046 | 0,008 0,021
CH 0,011 0,003 | 0,011 0,001 | 0,011 0,004 | 0,011 0.001 | 0,011 0,001
pH 0,016 0,001 | 0,016 0,001 | 0,016 0,001 | 0,016 0.001 | 0,017 0,001
Sustrato CO 0,010 0,001 | 0,010 0,001 | 0,009 0,001 | 0,009 0.003 | 0,009 0,004
N-NH*, 0,008 0,003 | 0,008 0,006 | 0,008 0,003 | 0,008 0.001 | 0,008 0,010
N-NO*3 0,025 0,001 | 0,025 0,001 | 0,025 0,001 | 0,024 0.001 | 0,024 0,001
P Olsen 0,007 0,008 | 0,007 0,010 | 0,007 0,008 | 0,007 0.016 | 0,007 0,016
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Los parametros bioclimaticos explicaron entre un 20,1% y un 20,6% de la
varianza en los talos y entre un 23,4% y un 24,0% en los sustratos (Tabla A5) y
todas las variables bioclimaticas incluidas en el analisis fueron significativas en
la separacion de las muestras para todas las fitohormonas en ambos
microambientes (Tabla 12). La estacionalidad de |la temperatura y la precipitacion
maxima fueron las variables que explicaron los mayores porcentajes de la

varianza.

Tabla 12. Significancia de las variables biocliaticas sobre la diversidad de las comunidades
bacterianas con potencial de producir fitohormonas segun analisis de redundancia (RDA).
ET. Estacionalidad de la temperatura, TMa: Temperatura maxima, TMi: Temperatura minima,
PMa: Precipitacion maxima, PMi: Precipitacion minima, EP: Estacionalidad de la precipitacion.

Micro- ACId? .meI Citoquininas A.CI,d.o Giberelinas Etileno
Variables acético salicilico
ambiente B 5 z 5 z
R p R p R p R p R p
ET 0,036 0,001 | 0,036 0,001 | 0,039 0,001 | 0,037 0,001 | 0,039 0,001
TMa 0,019 0,001 | 0,019 0,001 | 0,021 0,001 | 0,019 0,001 | 0,018 0,001
Tal TMi 0,013 0,001 | 0,013 0,001 | 0,013 0,002 | 0,012 0,001 | 0,012 0,001
alo PMa 0,021 0,001 | 0,021 0,001 | 0,021 0,001 | 0,021 0,001 | 0,022 0,001
PMi 0,010 0,001 | 0,010 0,001 | 0,000 0,003 | 0,009 0,002 | 0,010 0,002
EP 0,015 0,001 | 0,015 0,001 | 0,014 0,001 | 0,016 0,001 | 0,015 0,001
ET 0,039 0,001 | 0,039 0,001 | 0,039 0,004 | 0,038 0,001 | 0,039 0,001
TMa 0,015 0,001 | 0,015 0,001 | 0,015 0,001 | 0,013 0,001 | 0,015 0,001
Sustrato TMi 0,013 0,001 | 0,013 0,001 | 0,012 0,001 | 0,011 0,002 | 0,012 0,001
PMa 0,017 0,001 | 0,017 0,001 | 0,016 0,003 | 0,016 0,001 | 0,017 0,001
PMi 0,014 0,001 | 0,014 0,001 | 0,013 0,001 | 0,012 0,002 | 0,014 0,001
EP 0,019 0,001 | 0,019 0,001 | 0,019 0,008 | 0,019 0,001 | 0,020 0,001

Por ultimo, se llevaron a cabo analisis de particion de la varianza para dividir la
variacion de las comunidades bacterianas con potencial de producir fitohormonas
entre las variables edéficas y bioclimaticas (Figura 16). Estos dos grupos de
variables lograron explicar ~23% y ~30% de la variacion en la diversidad de las
comunidades bacterianas en los talos y sustratos, respectivamente. Las variables

edaficas por si solas explicaron entre 5,9% y 6,8% de la variacién para las
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muestras de talos, y entre 9,9% y 10,4% para las de sustratos. En cuanto a las
variables bioclimaticas, el porcentaje explicado por este grupo por si solo fue
mayor que el explicado por las variables edaficas. En los talos el porcentaje varié
entre 16,0% y 16,6%, y en los sustratos entre 18,0% y 18,8%. Ademas, el
porcentaje de varianza explicada en conjunto por ambos grupos de variables fue
extremadamente baja, en los talos entre 0,0% y 0,2% y en los sustratos entre
1,5% y 1,7%. Finalmente, todas las fracciones de la particion de la varianza

fueron estadisticamente significativas.
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Figura 16. Particion de la varianza de las comunidades bacterianas con el potencial de

producir fitohormonas entre las variables edaficas (verde) y bioclimaticas (azul).
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6. DISCUSION

6.1 Las vias de sintesis de fitohormonas no se encuentran completamente

descritas en bacterias

En esta tesis se estudid el potencial de producir fitohormonas del microbioma
bacteriano presente en los talos y sustratos de cuatro especies de liquenes del
género Peltigera. Para esto, el primer paso fue identificar las enzimas
involucradas en las vias de sintesis bacteriana de cada una de las nueve
fitohormonas descritas, para posteriormente predecir las funciones bacterianas
con PICRUSt2. Durante la revision bibliografica se encontraron rutas de sintesis
descritas en bacterias para el acido indol acético, citoquininas, giberelinas, acido
salicilico y etileno (Bastian et al., 1998; Costacurta & Vanderleyden, 1995; Duca
et al., 2014; Frébortova & Frébort, 2021; Mishra & Baek, 2021; Morrone et al.,
2009; Nett et al., 2017; Salazar-Cerezo et al., 2018; Spaepen et al., 2007;
Weingart et al., 1999). A pesar de que se ha reportado la produccién de acido
abscisico y acido jasmonico en bacterias (Karadeniz et al., 2006; Mishra & Baek
2021), las rutas de sintesis y las enzimas involucradas no se encuentran
completamente descritas. Por esta razon, se buscaron vias de sintesis descritas
en otros microorganismos, como hongos y algas, para asi tener una mayor
probabilidad de encontraren genes homologos en bacterias. Sin embargo, no se
encontraron enzimas ni vias descritas en otros microorganismos y finalmente se

opto por utilizar las rutas descritas en plantas (Sao & Koshiba., 2002; Kour et al.,
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2021b; Lyons et al., 2013; Nishant Bhanu, 2019). Incluso asi, no se encontraron
los codigos de las enzimas involucradas en la ruta descrita para las
estrigolactonas en plantas, probablemente debido a que estas enzimas fueron

descubiertas recientemente (Mashiguchi et al., 2021).

Para poder predecir el potencial de producir fitohormonas de las bacterias
asociadas a los liquenes, se utilizaron tres cédigos de clasificacion enzimatica:
EC, KOy COG, ya que PICRUSt2 tiene bases de datos para estos cédigos. Estos
permiten identificar a las enzimas bajo diferentes criterios que son
complementarios entre si, y que otorgan un cddigo numérico a cada enzima
(Douglas & Langille, 2021; Kanehisa, 2017; Tatusov et al., 2000). Es importante
mencionar que hasta la fecha varias de las enzimas involucradas en la sintesis
de fitohormonas carecen de algunos cédigos. Esto se debe a que la clasificacion
no es inmediata y muchas de las enzimas han sido descritas recientemente.
Debido a esto, y a que las clasificaciones son complementarias entre si, se
tomaron en consideracion las ASVs que presentaran al menos uno de los tres
codigos de clasificacion enzimatica. PICRUSt2 es una herramienta bioinformatica
que entrega predicciones confiables en muestras ambientales; sin embargo, al
presentar dependencia con bases de datos existentes, puede que la base de
datos KEGG no esté actualizada, y por lo tanto se esté subestimando la
diversidad metabdlica de las comunidades (Douglas et al., 2020; Toole et al.,

2021).
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En general, la busqueda en bacterias de las vias de sintesis de fitohormonas y
de las enzimas involucradas fue compleja, debido a que la mayoria de los
estudios se enfocan en la descripcion de la sintesis y funcién de las fitohormonas
en plantas. Incluso hay estudios que informan sélo de la produccidon activa de
cierta fitohormona en bacterias u otro microorganismo asociado a plantas, y
mencionan cémo esta produccion afecta a la planta y no sobre la funcién que
pueda estar ejerciendo sobre la propia bacteria u otro comparfiero simbidtico

como los hongos.

6.2 Las bacterias asociadas a liquenes Peltigera tienen el potencial de

sintetizar cinco fitohormonas

Los resultados de este estudio sugieren que las muestras de talo y sustrato de
los liquenes Peltigera contienen bacterias con potencial de sintetizar, por lo
menos, cinco de las nueve fitohormonas descritas: acido indol acético,
citoquininas, giberelinas, acido salicilico y etileno. La produccion de acido indol
acético y de etileno ha sido reportado previamente en el microbioma liquénico
(Liba et al., 2006; Grube et al., 2009; Grube et al., 2015; Erlacher et al., 2015;
Cernava et al., 2017; Aschenbrenner et al., 2017). Sin embargo, éste seria el
primer estudio que demuestra la potencial produccién de citoquininas, giberelinas

y acido salicilico por parte de las bacterias asociadas a los liquenes.

La potencial produccidn de acido jasmonico, acido abscisico y brasinoesteroides

no fue detectada en las comunidades bacterianas. Ademas, debido a que no se
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encontraron los codigos de las enzimas involucradas en la ruta de sintesis de las
estrigolactonas, no se puede confirmar ni rechazar la hipotesis de que las
bacterias asociadas a los liquenes tienen el potencial de producirlas. Se ha
reportado produccién de estrigolactonas en plantas y hongos, y se ha propuesto
que esta hormona seria un importante senalizador en la simbiosis de estos
organismos (Kohlen et al., 2011). Por esto, y debido a que la carlactona
(precursor de las estrigolactonas) se produce a partir de carotenos, conocido
como un pigmento natural que se encuentra en bacterias (Al-Babili &

Bouwmeester, 2015), podria ser posible que las bacterias si pudieran producirlas.

En distintos estudios se sefala que la produccién del acido jasmédnico, acido
abscisico y brasinoesteroides se estimula en situaciones de alta salinidad,
presencia de metales pesados y estrés hidrico (Marsalek et al., 1991; Forchetti
et al., 2007; Bhanu., 2019; Egamberdieva et al., 2019; Ji et al., 2020; Kour et al.,
2021; Santini et al., 2021; You et al., 2022). Como la mayoria de los sitios de
muestreo corresponden a areas protegidas del sur de Chile ubicadas lejos de la
costa marina, es poco probable la presencia de estos estresores en estos
ambientes, por lo que no seria necesaria la produccion de dichas fitohormonas
por parte de las bacterias. Sin embargo, no se puede descartar que la ausencia
de genes relacionados a la sintesis del acido jasmonico, acido abscisico y

brasinoesteroides se deba al uso de cédigos de enzimas reportadas en plantas.
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En varios estudios se indica que las fitohormonas actuan en conjunto para poder
cumplir distintas funciones en los organismos (Ochoa et al., 2010; Egamberdieva
et al., 2019; Pichler, et al., 2020a). Esto podria explicar el alto porcentaje de
bacterias que contendrian genes asociados a la sintesis de hasta cinco
fitohormonas distintas y la ausencia de bacterias con genes exclusivos de alguna
hormona. Todas las bacterias presentes en los talos y sustratos contendrian por
lo menos un gen relacionado a la produccion de acido indol acético y citoquininas,
y ademas la mayor abundancia y diversidad bacteriana se determinaron para
estas hormonas. En varios estudios se afirma que el acido indol acético y las
citoquininas actuan en conjunto para modular distintos procesos de comunicacion
y desarrollo, y también se ha comprobado que los niveles de sintesis de ambas
fitohormonas son regulados entre ellas mismas (Morris., 1986; Bajguz &
Piotrowska., 2009; Su et al., 2011). Por otro lado, para el etileno se determind la
menor diversidad y abundancia de bacterias con el potencial de producirlo. Esta
tendencia podria sugerir que esta fitohormona tendria un papel menos
predominante, en comparacién con otras fitohormonas, en el contexto de los
liquenes estudiados. Sin embargo, como el etileno es una molécula pequefia y
simple, sintetizada por parte de una sola enzima, y que ademas es un gas
relativamente reactivo que se necesita en bajas concentraciones (Van de Poel et
al., 2015; Kazan., 2015), para lograr su efecto no seria necesaria una alta
abundancia o diversidad de bacterias. Por el contrario, el acido indol acético y las

citoquininas son moléculas mas complejas y requieren de multiples pasos

65



enzimaticos para su sintesis, lo que requeriria la presencia de diferentes taxa

bacterianos para aportar los genes necesarios.

En cuanto a la composicion taxonémica, los filos Proteobacteria vy
Actinobacteriota fueron los mas abundantes en todas las fitohormonas. Estudios
previos del microbioma de liqguenes han relacionado la produccion de
fitohormonas al filo Proteobacteria (Aschenbrenner et al., 2017; Cernava et al.,
2017; Erlacher et al., 2015; Liba et al., 2006). Sin embargo, este estudio seria el
primero en sugerir la potencial produccién de fitohormonas por bacterias del filo
Actinobacteria, asi como de otros menos abundantes, como Acidobacteriota y
Bacteroidota. Estos antecedentes, en conjunto con el primer reporte de la
potencial produccion de citoquininas, giberelinas y acido salicilico por las
bacterias del microbioma liquénico, sugieren que la produccién de fitohormonas
seria la funcién del microbioma mas preponderante y transversal en los liquenes

de lo que se ha reportado hasta la actualidad.

La abundancia de las bacterias con potencial de producir fitohormonas fue mayor
en los talos en comparacion a los sustratos. Sin embargo, la diversidad fue mayor
en los sustratos que en los talos. La mayor abundancia bacteriana en los talos
podria deberse a que éstos se encuentran mas expuestos a condiciones
ambientales extremas, tales como radiacion, altas y bajas temperaturas, y
precipitaciones; a diferencia de los sustratos que se encuentran mas

resguardados bajo la proteccion de los talos. Por lo tanto, en los talos habria un
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requerimiento mayor de la accion de las fitohormonas para combatir el estrés
ambiental. Por su parte, que la menor diversidad bacteriana encontrada en los
talos se podria explicar por el efecto de la seleccion de parte del liquen de taxa
bacterianos especializados desde los sustratos (Cardinale et al., 2012; Leiva et
al., 2021), lo que provocaria una disminucion en la diversidad taxondmica de las

bacterias, pero no necesariamente el nivel de produccion de las fitohormonas.

Por otro lado, se observd que los sitios de la region de Aysén (Coyhaique y
Tamango) presentaron mayor abundancia bacteriana con potencial de sintesis de
fitohormonas que los sitios de la region de Magallanes (Karukinka y Navarino).
Estos resultados podrian deberse a las diferencias ambientales entre ambas
regiones, tales como el menor contenido de nutrientes y mayores niveles de
temperaturas y precipitaciones detectados en los sitios de la region de Aysén en
comparacion a la region de Magallanes, los que podrian influir en la abundancia
y diversidad de las comunidades bacterianas del talo liquénico. Las condiciones
ambientales en la regién de Aysén podrian ser mas adversas para los liquenes
provocando una mayor abundancia de bacterias que colaboren en la resistencia
al estrés por medio de la produccién de fitohormonas. Adicionalmente, el tipo de
ambiente (bosque y pradera) fue el factor con mayor influencia en la separacion
de las muestras tanto en talos como en sustratos. Se pudo observar que en las
praderas existen menores niveles de nutrientes y mayores temperaturas, lo que
podria explicar el mayor efecto del tipo de ambiente sobre la diversidad de las
bacterias con potencial de producir fitohormonas.
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6.3 El ambiente es el principal factor que influye sobre las comunidades

bacterianas con potencial de producir fitohormonas

Para poder entender mejor la influencia del contexto ambiental sobre la
diversidad de las bacterias con potencial de sintetizar fitohormonas, se analizaron
las variables edaficas y las variables bioclimaticas de cada ambiente en cada sitio
geografico. Los analisis de redundancia mostraron que todas las variables
edaficas y bioclimaticas estudiadas influyeron significativamente en la diversidad
de las comunidades bacterianas con potencial de producir fitohormonas, tanto en
talos como en sustratos. Sin embargo, dentro de las variables edéficas, el
contenido de nitrato fue el parametro que explicd un mayor porcentaje de la
variacion, mientras que en el caso de las variables bioclimaticas fue la
estacionalidad de la temperatura. Se ha comprobado que el nitrato influye
positivamente sobre la produccién de fitohormonas en plantas, especificamente
aumentando la produccion de acido indol acético, citoquininas y acido abscisico
(Caba et al., 2000). También hay estudios en plantas, que conectan el nitrato con
otras fitohormonas como el etileno, el acido salicilico, giberelinas y
brasinoesteroides (Vega et al., 2019). La mayor influencia de la estacionalidad de
la temperatura sugiere que la temperatura es un parametro que presenta mas
fluctuaciones durante el afio, afectando al potencial de producir fitohormonas, a
diferencia de la estacionalidad de las precipitaciones que no presenta
oscilaciones mayores, por lo que la comunidad bacteriana del talo y del sustrato
no necesitarian modificar la produccion de fitohormonas por este factor.
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Otras investigaciones han dilucidado que la produccién de fitohormonas por parte
de bacterias en organismos simbioticos aporta en la proteccion contra factores
de estrés abidticos y bidticos (Beckett et al., 2005; Prasanna et al., 2010; Wenz
et al., 2019; Pichler et al., 2020a). Sin embargo, el mecanismo de accién o la
cascada de sefalizacion producido por las fitohormonas para favorecer la
proteccion frente a factores de estrés, aun es desconocido en bacterias. La
mayoria de los estudios se enfocan en las cascadas de sefalizacidon presentes
en las plantas y en cdmo estos mecanismos aportan en la proteccién contra
factores de estrés. Wenz et al, (2019) proponen que el acido salicilico podria
estar modulando la expresion de enzimas que promueven la respuesta de
aclimatacion al estrés oxidativo dado por cambios repentinos en la intensidad de
la luz. En otras palabras, la produccion de las enzimas citocromo c¢ oxidasa
(COX), quinol oxidasa (Cyd), oxidasa terminal respiratoria alternativa (ARTO) y
plastoquinona terminal oxidasa (PTOX) podria estar modulada por el acido
salicilico, ayudando a las cianobacterias a combatir el ROS producido por la
exposicion a radiacion UV. En plantas, la cascada de senalizacion de las auxinas,
acido jasmonico, giberelinas, etileno y acido salicilico comienza con los
receptores de estas fitohormonas, las cuales luego de percibirlas comienzan con
la protedlisis de reguladores negativos, provocando que los factores de
transcripcion objetivo se liberen y puedan mediar la expresidon de genes
esenciales para la respuesta de las plantas reguladas por hormonas (Shan et al.,

2012). Las citoquininas, brasinoesteroides y acido abscisico son percibidas por
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receptores citoplasmaticos o localizados en la membrana y transmitidas,
mediante fosforilacion reversible de proteinas, a factores de transcripcién en el
nuacleo, regulando la expresion de genes (Shan et al., 2021). De las
estrigolactonas aun no se conoce mucha informacién acerca de la cascada de

sefalizacion que produce en las plantas.

Los analisis de particion de la varianza considerando las variables edaficas y
ambientales lograron explicar en promedio un 23% de la variacion en los talos y
un 30% en los sustratos, por lo que quedaria un alto porcentaje de variacién sin
explicar. Esto sugiere que factores bidticos también podrian estar influenciando
la diversidad de bacterias con potencial de producir fitohormonas. La identidad
del micobionte fue el segundo factor con mayor influencia sobre la diversidad
bacteriana de acuerdo con los analisis de diversidad beta, por lo que seria
interesante analizar con mayor detalle el efecto tanto del micobionte como del
cianobionte sobre las comunidades bacterianas, ya que se ha reportado que el
tipo de cianobionte también podria tener un efecto sobre ellas (Leiva et al., 2016).
Recientemente, se ha propuesto que las fitohormonas tendrian un rol esencial en
la sefalizacion y reconocimiento de los simbiontes liquénicos principales
(Nazem-Bokaee et al., 2021). Por lo tanto, es probable que la produccién de
fitohormonas por parte del microbioma bacteriano también esté cumpliendo un
rol en el reclutamiento bacteriano para la conformacion y modulacion del

microbioma.
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Las variables bioclimaticas influyeron en mayor medida sobre la diversidad de las
bacterias con potencial de sintetizar fitohormonas que las variables edéficas,
apoyando la idea de sobre que las fitohormonas tendrian relacién con la defensa
frente al estrés ambiental fomentando la supervivencia del liquen. Dado que las
variables bioclimaticas utilizadas se relacionaban principalmente a la
precipitacion y temperatura, estos resultados podrian sugerir que las
fitohormonas estarian ayudando a combatir el estrés relacionado a estos
parametros, mas que el estrés por nutrientes. Por otro lado, se pudo observar
que las variables edaficas y bioclimaticas lograron explicar un mayor porcentaje
de la varianza en las muestras de sustratos en comparacion a los talos. En los
sustratos, la abundancia de bacterias con potencial de sintetizar fitohormonas fue
menor que en los talos, por lo que es probable que las comunidades bacterianas
de los sustratos sean mas susceptibles al estrés ambiental y eso se relacionaria

a los mayores porcentajes de varianza explicada en este microambiente.

Finalmente, todos los resultados en conjunto permiten determinar que el principal
factor en determinar la diversidad de bacterias con potencial de producir
fitohormonas asociadas a cianoliquenes Peltigera del sur de Chile seria el
contexto ambiental, explicado principalmente por las variables bioclimaticas que
caracterizan a cada ambiente. Sin embargo, tanto el sitio geografico como la
especie de liquen también fueron factores significativos en la estructuracién de
las comunidades bacterianas, aunque dieron cuenta de menores porcentajes de
la variacidon. Estos resultados refuerzan la hipétesis de que la produccion de
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fitohormonas por parte del microbioma bacteriano permitiria a los liquenes tolerar
distintos tipos de estrés abidtico y de esta forma crecer en ambientes extremos.
Seria interesante, en estudios futuros, comprobar la presencia de los genes
relacionados a la sintesis de fitohormonas mediante secuenciacion
metagenomica y complementar estos resultados con el aislamiento de bacterias
y posterior cuantificacion de la produccion de fitohormonas por métodos
analiticos, tales como HPLC acoplada a un sistema de espectrometria (UV-Vis)
para el caso del acido jasménico y el acido abscisico (Forchetti et al., 2007),
espectrofotometria de masas para cuantificar acido salicilico (Forchetti et al.,
2010), entre otros. Por otro lado, también seria importante incorporar en los
analisis estadisticos datos de otros tipos de estrés ambiental, tales como los
niveles de humedad, la radiacién, el viento, etc. Estos podrian ser obtenidos
desde bases de datos o por mediciones in situ. De esta forma, se podrian obtener
resultados mas robustos sobre la relacion entre la produccion de fitohormonas y

la tolerancia al estrés abidtico en liquenes.
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7. CONCLUSIONES
En bacterias se ha reportado la producciéon de acido indol acético,
citoquininas, giberelinas, acido salicilico, etileno, acido abscisico y acido
jasmonico.
Las vias de sintesis del acido abscisico y el acido jasmonico todavia no estan
descritas.
La produccién de brasinoesteroides y estrigolactonas soélo se ha reportado en
plantas.
La via de sintesis de las estrigolactonas todavia esta incompleta.
Las bacterias asociadas a los cianoliquenes Peltigera del sur de Chile tienen
el potencial de producir acido indol acético, citoquininas, giberelinas, acido
salicilico y etileno.
Las bacterias asociadas a los cianoliquenes Peltigera del sur de Chile no
tienen el potencial para producir acido abscisico, acido jasmonico y
brasinoesteroides.
No se puede descartar que tengan el potencial para producir estrigolactonas.
Las comunidades bacterianas de los talos contendrian mayor abundancia de
bacterias con potencial de sintetizar fitohormonas, en comparacion a los
sustratos. Sin embargo, la diversidad seria mayor en los sustratos que en los

talos.
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Tanto el sitio geografico, como el contexto ambiental y la especie de liquen
son factores que influyen significativamente sobre la diversidad de las
bacterias con potencial de producir fitohormonas.

El ambiente fue el factor que explicé mayores porcentajes de la variacion.

El efecto de las variables bioclimaticas fue mayor en comparacion a las
variables edéaficas. Por lo tanto, la hipotesis propuesta en esta tesis se cumple

parcialmente.
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9. ANEXOS

Tabla A1. Georreferencia de las muestras de talo y sustratos recolectadas de las cuatro
especies de cianoliquenes Peltigera en cuatro sitios del sur de Chile.

Codigo Sitio Ambiente Especie Latitud Longitud Altitud (m)
COY18-011  Coyhaique Bosque P. frigida -45.52949 -72.02851 652
COY18-012 Coyhaique Bosque P. frigida -45.52948 -72.02838 651
COY18-013 Coyhaique Bosque P. frigida -45.52968 -72.02808 655
COY18-016 Coyhaique Bosque P. frigida -45.52996 -72.02789 655
COY18-018 Coyhaique Bosque P. frigida -45.52985 -72.02800 655
COY18-019 Coyhaique Bosque P. frigida -45.52982 -72.02761 658
COY13-048 Coyhaique Bosque P. frigida -45.52964 -72.02816 702
COY13-050 Coyhaique Bosque P. frigida -45.52945 -72.02847 703
COY13-030 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52969 -72.02694 708
COY13-039 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52949 -72.02765 707
COY13-040 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52945 -72.02765 710
COY13-041 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52952 -72.02760 710
COY13-042 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52953 -72.02763 703
COY13-045 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52952 -72.02783 710
COY13-046 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52980 -72.02802 712
COY13-049 Coyhaique Bosque P. fuscopraetextata -45.52960 -72.02822 702
COY19-001 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53626 -72.02087 670
COY19-006 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53626 -72.01990 669
COY19-007 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53632 -72.01990 668
COY19-010 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53600 -72.02019 671
COY19-011 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53600 -72.02038 673
COY19-012 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53599 -72.02060 676
COY19-015 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53611 -72.02063 674
COY19-020 Coyhaique Pradera P. ponojensis/monticola 11 -45.53618 -72.02065 674
COY19-002 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53626 -72.01979 670
COY19-016 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53610 -72.02058 673
COY19-019 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53592 -72.02076 675
COY19-022 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53612 -72.02056 706
COY19-023 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53621 -72.02059 706
COY19-027 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53642 -72.02056 700
COY19-028 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53612 -72.02075 705
COY19-030 Coyhaique Pradera P. rufescens -45.53593 -72.02083 705
TAM19-003  Tamango Bosque P. frigida -47.21473 -72.52855 774
TAM19-020 Tamango Bosque P. frigida -47.21469 -72.52840 774
TAM19-082  Tamango Bosque P. frigida -47.21065 -72.52798 960
TAM19-083  Tamango Bosque P. frigida -47.21072 -72.52804 959
TAM19-085 Tamango Bosque P. frigida -47.21080 -72.52813 958
TAM19-091  Tamango Bosque P. frigida -47.21104 -72.52817 946
TAM19-099  Tamango Bosque P. frigida -47.21167 -72.52812 931
TAM19-005 Tamango Bosque P. frigida -47.21460 -72.52835 784
TAM19-007  Tamango Bosque P. fuscopraetextata -47.21446 -72.52843 790
TAM19-078  Tamango Bosque P. fuscopraetextata -47.20987 -72.52827 983
TAM19-079  Tamango Bosque P. fuscopraetextata -47.21026 -72.52815 976
TAM19-080 Tamango Bosque P. fuscopraetextata -47.21032 -72.52832 975
TAM19-089  Tamango Bosque P. fuscopraetextata -47.21089 -72.52821 952
TAM19-095 Tamango Bosque P. fuscopraetextata -47.21116 -72.52848 944
TAM19-096  Tamango Bosque P. fuscopraetextata -47.21121 -72.52867 942
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TAM19-022  Tamango Pradera P. fuscopraetextata -47.22217 -72.53136 434
TAM19-024  Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22188 -72.53130 441
TAM19-026  Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22181 -72.53128 443
TAM19-027  Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22176 -72.53137 446
TAM19-040  Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22172 -72.53138 451
TAM19-041  Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22151 -72.53129 450
TAM19-049  Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22176 -72.53142 447
TAM19-050 Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22179 -72.53121 442
TAM19-023  Tamango Pradera P. ponojensis/monticola 11 -47.22211 -72.53133 435
TAM19-029  Tamango Pradera P. rufescens -47.22173 -72.53137 447
TAM19-030 Tamango Pradera P. rufescens -47.22166 -72.53139 447
TAM19-042  Tamango Pradera P. rufescens -47.22157 -72.53128 449
TAM19-043  Tamango Pradera P. rufescens -47.22158 -72.53131 450
TAM19-046  Tamango Pradera P. rufescens -47.22155 -72.53153 448
TAM19-048  Tamango Pradera P. rufescens -47.22173 -72.53147 447
TAM19-053  Tamango Pradera P. rufescens -47.22150 -72.53135 410
KAR20-045 Karukinka Bosque P. frigida -54.12704 -68.70909 158
KAR20-049  Karukinka Bosque P. frigida -54.12699 -68.70913 160
KAR20-050 Karukinka Bosque P. frigida -54.12697 -68.70909 160
KAR20-052 Karukinka Bosque P. frigida -54.12702 -68.70890 158
KAR20-053  Karukinka Bosque P. frigida -54.12701 -68.70888 158
KAR20-054  Karukinka Bosque P. frigida -54.12694 -68.70892 158
KAR20-055 Karukinka Bosque P. frigida -54.12696 -68.70889 158
KAR20-057  Karukinka Bosque P. frigida -54.12699 -68.70896 159
KAR20-065 Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12699 -68.70975 164
KAR20-068 Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12694 -68.70968 164
KAR20-071  Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12691 -68.70961 166
KAR20-074  Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12696 -68.70963 167
KAR20-080 Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12682 -68.70959 169
KAR20-170  Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12714 -68.70987 167
KAR20-190  Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12715 -68.70991 167
KAR20-197 Karukinka Bosque P. fuscopraetextata -54.12715 -68.70978 168
KAR20-277  Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12645 -68.70860 153
KAR20-363 Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12648 -68.70839 257
KAR20-387 Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12639 -68.70835 238
KAR20-389 Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12648 -68.70832 168
KAR20-391  Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12644 -68.70835 169
KAR20-404  Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12641 -68.70829 169
KAR20-406  Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12638 -68.70837 170
KAR20-273  Karukinka Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.12640 -68.70860 153
KAR20-279  Karukinka Pradera P. rufescens -54.12644 -68.70855 154
KAR20-283 Karukinka Pradera P. rufescens -54.12639 -68.70852 155
KAR20-295 Karukinka Pradera P. rufescens -54.12635 -68.70847 154
KAR20-403  Karukinka Pradera P. rufescens -54.12639 -68.70829 169
KAR20-411  Karukinka Pradera P. rufescens -54.12638 -68.70842 171
KAR20-413  Karukinka Pradera P. rufescens -54.12636 -68.70836 170
KAR20-415  Karukinka Pradera P. rufescens -54.12636 -68.70833 168
NAV20-093  Navarino Bosque P. frigida -54.95481 -67.63186 369
NAV20-094  Navarino Bosque P. frigida -54.95483 -67.63183 357
NAV20-100  Navarino Bosque P. frigida -54.95483 -67.63208 314
NAV20-110  Navarino Bosque P. frigida -54.95486 -67.63229 284
NAV20-118  Navarino Bosque P. frigida -54.95484 -67.63276 270
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NAV20-120  Navarino Bosque P. frigida -54.95483 -67.63273 270
NAV20-136  Navarino Bosque P. frigida -54.95480 -67.63292 269
NAV20-138  Navarino Bosque P. frigida -54.95490 -67.63309 267
NAV20-103  Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95489 -67.63223 297
NAV20-107  Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95486 -67.63223 290
NAV20-109  Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95483 -67.63227 287
NAV20-114 Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95488 -67.63254 279
NAV20-125  Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95481 -67.63281 269
NAV20-129  Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95489 -67.63282 270
NAV20-130  Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95484 -67.63285 269
NAV20-133  Navarino Bosque P. fuscopraetextata -54.95485 -67.63295 270
NAV20-225  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93626 -67.65533 4
NAV20-226  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93626 -67.65533 3
NAV20-227  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93625 -67.65531 4
NAV20-228  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93626 -67.65530 3
NAV20-230  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93622 -67.65525 3
NAV20-233  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93623 -67.65513 1
NAV20-234  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93623 -67.65508 2
NAV20-237  Navarino Pradera P. ponojensis/monticola 11 -54.93629 -67.65510 1
NAV20-193  Navarino Pradera P. rufescens -54.93653 -67.65531 166
NAV20-194  Navarino Pradera P. rufescens -54.93653 -67.65532 166
NAV20-201 Navarino Pradera P. rufescens -54.93648 -67.65537 81
NAV20-207  Navarino Pradera P. rufescens -54.93640 -67.65539 50
NAV20-208  Navarino Pradera P. rufescens -54.93640 -67.65540 48
NAV20-209  Navarino Pradera P. rufescens -54.93638 -67.65540 45
NAV20-210  Navarino Pradera P. rufescens -54.93640 -67.65539 43
NAV20-214  Navarino Pradera P. rufescens -54.93635 -67.65539 24
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Tabla A2. Variables edaficas medidas en el sustrato de cada muestra recolectada.
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Muestra Contenido pH Carbono organico Amonio Nitrato Fésforo
hidrico (%) (%) (ng/g suelo) (ng/g suelo) (ng/g suelo)

COY18-011 NA NA NA NA NA NA

COY18-012 11,5 54 57,4 61 152 53,6
COY18-013 4,8 6,3 10,8 20,9 157,1 32,8
COY18-016 5,6 6,2 22,2 36,8 216,4 145,9
COY18-018 11,6 5,8 52,6 59,4 284,5 94

COY18-019 4,5 NA NA NA NA 86,7
COY13-048 NA NA NA NA NA NA

COY13-050 4,3 57 26,8 80,6 70,8 80,5
COY13-030 NA NA NA NA NA NA

COY13-039 11,3 5,6 54,3 107,6 199,4 91,6
COY13-040 8,9 52 53,7 76,1 642 NA

COY13-041 NA NA NA NA NA NA

COY13-042 8,5 NA 51,8 NA NA 122,3
COY13-045 9,2 55 47,7 60,3 782,6 67,3
COY13-046 9,5 5,6 53 84,4 NA 137,7
COY13-049 6,1 6 24,3 49,1 NA 107,6
COY19-002 58 6,2 15,9 15 9,4 23,8
COY19-016 9,2 6,3 30,6 38,1 15,7 66,5
COY19-019 4,2 6,6 6,4 8,8 15,7 16,1

COY19-022 6,5 6,3 19,1 17 17,3 48,1

COY19-023 4,6 6,9 12,1 17,4 17,6 13,7
COY19-027 35 6,5 3,6 6,9 15,7 11,2
COY19-028 NA NA NA NA NA NA

COY19-030 2,9 6,8 3,4 54 17,3 25,8
COY19-001 43 6,7 5,8 5,1 30 20,9
COY19-006 6,4 6,7 15 15,9 10,8 30,5
COY19-007 4,8 6,5 11,1 12,1 14,6 13,8
COY19-010 55 6,6 9,3 12,9 25,9 34,4
COY19-011 NA NA NA NA NA NA

COY19-012 5 6,5 9,7 8,7 25,3 27,6
COY19-015 5,6 6,7 10,4 10,6 417 18,4
COY19-020 6,6 7,2 13,3 1,7 54,8 30,3
TAM19-003 7,7 4,6 48,6 50,6 170,7 106,6
TAM19-020 4,1 5,6 18,2 13 27,9 38,3
TAM19-082 4,6 57 243 27,6 331,7 56

TAM19-083 4,6 57 19,1 30 165 63,2
TAM19-085 4 4,5 21,5 13,7 127,7 59,4
TAM19-091 43 47 22,9 1,7 132,2 66,9
TAM19-099 43 5,7 20,1 18 127 7.8

TAM19-005 5,8 5,8 21,3 10,1 107,8 72,9
TAM19-007 6,2 6,4 28 15,4 136 70,9
TAM19-078 5,6 6,3 15,8 14,7 621,1 46,7
TAM19-079 4,5 5,9 7,6 10 80,7 10,4
TAM19-080 5,6 6 11,9 17 159,5 252
TAM19-089 45 6 12 14 209,5 113,2
TAM19-095 52 5,6 13,5 36,2 165,1 122,9
TAM19-096 7,4 6,1 33,3 36,6 352 229,2
TAM19-023 3,56 6,4 8,6 0,9 12,2 27,4
TAM19-029 2,7 6,6 5,2 24 20,4 23,1

TAM19-030 2,4 6,3 6,4 34 11,5 12,1
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Muestra Contenido pH Carbono organico Amonio Nitrato Fésforo
hidrico (%) (%) (ng/g suelo) (ng/g suelo) (ug/g suelo)

TAM19-042 3,3 6,7 11,4 3,6 34,5 16,6
TAM19-043 2,8 6,3 12,4 4.1 19,4 14,6
TAM19-046 3,8 6,1 16,1 10,1 32,7 27,2
TAM19-048 5,2 6,5 14,6 2 22,6 45,6
TAM19-053 4,9 6,3 21,6 11,6 20,5 24,9
TAM19-022 4,8 6,5 12,3 9,9 29,9 24,9
TAM19-024 3,4 6,4 11,3 6,5 33,6 26,7
TAM19-026 6,3 6,4 18,1 6,8 19,2 36,6
TAM19-027 34 55 7.4 8 16,2 50,4
TAM19-040 4,4 6,3 17,8 17,1 47,9 28
TAM19-041 3,3 6,3 12,5 8,1 39,1 24,8
TAM19-049 24 6,8 6,2 4,6 55,8 21
TAM19-050 2,8 6,6 11,8 15,6 76,1 28,2
KAR20-045 4,5 4,3 16,1 13,8 34 83,1
KAR20-049 4,1 6 11,4 15,3 6,8 73,9
KAR20-050 52 6,2 16,8 19,2 7,7 75,1
KAR20-052 10,3 5,8 50,3 108,1 39,6 93,6
KAR20-053 11,8 54 48,6 89,4 18,2 138,2
KAR20-054 11,8 5,9 56,5 75,1 16,9 126,5
KAR20-055 9,4 53 47,5 113,9 27 170,9
KAR20-057 7,8 6,1 33,2 25,6 20 145,2
KAR20-065 8,6 4,4 53,2 39,1 432,6 81,4
KAR20-068 5 5 23 18,2 186,7 121,1
KAR20-071 52 4,7 27,1 18,6 448,6 70,5
KAR20-074 4,9 5,2 25,2 18,4 687,7 135,2
KAR20-080 4,1 57 19 9,7 69,7 181,2
KAR20-170 4 4,8 29,6 21,9 527,5 81,9
KAR20-190 4,8 4,6 34,5 22,2 261,7 48,3
KAR20-197 3,7 4,5 23,8 1 385,8 45,6
KAR20-273 8,1 53 35,9 1,7 34,7 38,2
KAR20-279 11,1 57 46,3 45,2 39,7 158,9
KAR20-283 9,5 57 42,6 18 36 87,6
KAR20-295 9,1 57 42,3 30,9 38,2 105
KAR20-403 8,2 57 37,5 22,8 45 51,8
KAR20-411 7,7 57 29,3 31,1 55,6 67,5
KAR20-413 8,8 5,6 37,5 34,8 57,4 53,9
KAR20-415 8,1 58 49,1 31,4 70,2 122
KAR20-277 8,9 55 43,5 100,6 33,6 128,8
KAR20-363 7,4 6 34,5 30,7 30,2 93,9
KAR20-387 6,9 6,9 19 44,7 53,8 116,8
KAR20-389 8 7 32,3 49 49,8 176,1
KAR20-391 7,3 57 36,5 29 78,4 85,4
KAR20-404 6,7 5,6 30,2 35,6 32,6 66,5
KAR20-406 5,6 6,4 26,3 27,2 44,8 89,6
NAV20-093 3,7 5,2 7,6 7,5 39,7 5,8
NAV20-094 4,8 5,1 29,4 10,6 16,6 11,2
NAV20-100 3,9 3.4 12 9,4 205,1 16,4
NAV20-110 3,7 4,9 12,5 3,5 174,3 7,6
NAV20-118 4,6 5,2 17,7 15,7 188,4 12
NAV20-120 4,6 5 15,8 10,3 179,8 5,8
NAV20-136 5,6 5,8 22 12,5 348,1 37,3




Muestra Contenido pH Carbono organico Amonio Nitrato Fésforo
hidrico (%) (%) (ng/g suelo) (ng/g suelo) (ug/g suelo)

NAV20-138 3,7 57 8,6 4,6 255,8 14,3
NAV20-103 6 4,5 28,9 22,3 20,6 15,2
NAV20-107 8 4,8 35,5 21 148,5 34,8
NAV20-109 3,9 5,1 10,1 6,1 210,7 7,6
NAV20-114 6 4,1 24 16,5 93,5 31,6
NAV20-125 4,5 57 20,2 18,4 374 37,3
NAV20-129 4,3 4,7 18,5 7.4 35,7 18,9
NAV20-130 52 5,1 22 13,9 278,7 27,3
NAV20-133 6,1 6,1 29,7 11,3 341,9 28,1
NAV20-193 3,1 7,1 8,4 31,3 89,8 35,4
NAV20-194 3,6 7.4 11,3 36,6 78,4 41

NAV20-201 3,4 7 11,8 44,6 50,1 51,1
NAV20-207 1,6 6,6 52 10 30,5 17,6
NAV20-208 1,9 7 5,2 16,3 65,3 23,2
NAV20-209 3,6 6,8 12,8 248 59,6 21,5
NAV20-210 3,8 6,9 13,5 33,6 64,7 38,2
NAV20-214 4 6,6 16,5 28,2 55,4 32,9
NAV20-225 1,9 6,9 4,6 9,6 15,3 15,7
NAV20-226 4,2 6,6 14,1 254 221 40

NAV20-227 2,3 6,8 54 10,7 17 18,1
NAV20-228 1,7 6,9 5,8 15,5 26,6 17,6
NAV20-230 7,2 6,5 31,2 40,2 33,7 63

NAV20-233 52 6,3 15,7 21,2 25,2 54,8
NAV20-234 4,2 7 15,6 21,5 40,8 32,2
NAV20-237 4,3 6,6 20,2 22,1 33,7 38,4
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Tabla A3. Variables bioclimaticas para cada sitio/ambiente.

Coyhaique Tamango Karukinka Navarino
Variable
Pradera Bosque Pradera Bosque Pradera Bosque Pradera Bosque
TMA 6,2 57 7 51 5 5 5,7 4,8
RTM 8,4 8,5 8,2 8,4 7,5 7,5 7,9 7,9
Iso 4,6 4,6 4,5 4,6 4,9 4,9 51 51
ET 366,8 367,1 368,3 367,1 2915 2915 287,2 281,9
TMa 16,1 15,6 16,7 14,8 13,4 13,4 13,9 13
TM™Mi -2 -2,6 -1,4 -3,4 -1,8 -1,8 -1,4 -2,3
RAT 18,1 18,2 18,1 18,2 15,2 15,2 15,3 15,3
TMTH 1,8 1,2 4,5 2,6 5 5 5,8 5
TMTS 8,3 9,8 9,2 9,7 5 5 3,9 3
TMTC 10,7 10,2 11,6 9,7 8,7 8,7 9,3 8,3
TMTF 1,2 0,7 2,2 0,3 1,2 1,2 1,9 1
PMA 1054 1084 693 685 495 495 526 533
PMa 160 152 86 74 50 50 52 53
PMi 51 50 35 39 28 28 30 31
EP 41 40 30 24 15 15 16 15
PMTH 432 416 226 217 145 145 150 151
PMTS 174 172 118 123 97 97 103 106
PMTC 177 173 119 123 132 132 143 146
PMTF 387 375 225 211 121 121 126 127

TMA: Temperatura media anual, RTM: Rango de temperatura media, Iso: Isoterma, ET: Temperatura estacional, TMa:
Temperatura maxima, TMi: Temperatura minima, RAT: Rango anual de temperatura, TMTH: Temperatura media del
trimestres mas humedo, TMTS: Temperatura media del trimestre mas seco, TMTC: Temperatura media del trimestre mas
calido, TMTF: Temperatura media del trimestre mas frio, PMA: Precipitacion media anual, PMa: Precipitacion maxima,
PMi: Precipitacion minima, EP: Precipitacion estacional, PMTH: Precipitacion media del trimestre mas humedo, PMTS:
Precipitacion media del trimestre mas seco, PMTC: Precipitacion media del trimestre mas calido, PMTF: Precipitacién
media del trimestre mas frio.

Tabla A4. Porcentaje de varianza explicado por las variables edaficas segun analisis de
redundancia (RDA) para cada fitohormona en talos y sustratos.

Microambiente Acido indol acético Citoquininas Acido salicilico Giberelinas Etileno
Talo 11,2% 11,2% 11,3% 11,4% 10,5%
Sustrato 15,9% 15,9% 16% 16,2% 15,6%

Tabla A5. Porcentaje de varianza explicado por las variables bioclimaticas segun andlisis
de redundancia (RDA) para cada fitohormona en talos y sustratos.

Microambiente Acido indol acético Citoquininas Acido salicilico Giberelinas Etileno
Talo 20,2% 20,2% 20,6% 20,1% 20,2%
Sustrato 23,6% 23,6% 23,7% 23,4% 24%

92



