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Resumen

Tradicionalmente, los liquenes se definen como una asociacién simbidtica mutualista
entre un hongo y uno o dos organismos fotosintéticos (alga y/o cianobacteria).
Investigaciones actuales han descrito una comunidad bacteriana asociada al talo liquénico
conformando una biopelicula altamente estructurada, la cual se ha sugerido compondria
un nuevo integrante simbidtico. Esta comunidad bacteriana estaria cumpliendo un rol
esencial en el éxito ecolégico del individuo al cumplir funciones relacionadas a la
resistencia de estrés, fijacion de nitrégeno, suministro de nutrientes, entre otros. Dentro de
estas funciones, el reciclaje de nutrientes y su rol en el ecosistema circundante ha
llamado la atencion de diversas areas de estudio, al participar como un proceso clave en

el ciclo biogeoquimico de distintos elementos.

El fosforo (P) es un nutriente esencial y limitante para el crecimiento y desarrollo de los
organismos. En el suelo puede encontrarse asociado a diferentes moléculas, a partir de lo
cual ha sido clasificado en diferentes fracciones de acuerdo a la naturaleza de las
moléculas, organica o inorganica, o segun su disponibilidad para el consumo por los
organismos, soluble, labil o no labil. Se ha visto que el P cumpliria un rol relevante como
macronutriente en el crecimiento de los liquenes, razon por la que diversos estudios se
han centrado en la descripcién de la microbiota asociada a éste, y su rol en los procesos

de solubilizacion de P.

En el presente trabajo se estudiaron las distintas fracciones de fésforo biodisponible
(Psoluble, labil y moderadamente labil) en los sustratos asociados a liquenes del género
Peltigera en dos diferentes contextos ambientales, un bosque de Nothofagus (Bosque) y
una pradera altoandina sobre el limite arbdoreo (Pradera) en la Reserva Nacional
Coyhaique, con el fin de comprender de mejor manera la dinamica del P y sus distintas

fracciones en los sustratos asociados a liquenes.



Los resultados revelaron un total de 5 OTUs de micobionte y 6 de cianobionte,
entre los cuales se seleccionaron para el fraccionamiento de P las parejas mas
abundantes para cada sitio, Peltigera frigida en Bosque y Peltigera sp. en Pradera. Se
observé en sustratos de P. frigida creciendo en Bosque una mayor cantidad de P que en
sustratos de Peltigera sp. creciendo en Pradera. La fraccion de P soluble correspondio a
la fraccibn mas pequefia, mientras que el P moderadamente labil resultd la mas
abundante, completando sobre el 80% del P de la suma de fracciones en ambos sitios.
Por otro lado, se detectd una mayor cantidad de P inorganico en Bosque que en Pradera,
mientras que las formas organicas de P no fueron significativamente diferentes entre los
sustratos de los dos sitios y predominé en las fracciones de P labil y moderadamente labil
en Pradera. Esto sugiere una acumulacion de materia organica similar en los sustratos de
liquenes en los diferentes sitios, a pesar de las diferentes cantidades de P disponible, y un
enriquecimiento de P organico en sitios pobres en P. Estos resultados sugieren que los
liguenes estarian actuando como filtros ambientales al reclutar microorganismos
involucrados la solubilizacion de P en sitios en los que este nutriente esta poco
biodisponible, y por tanto, cumplirian un importante rol en la dinamica del P en el suelo,
principalmente en sitios donde predomina la biota criptogamica, como son los sitios de

altura.



Abstract

Traditionally, lichens are defined as a mutualistic symbiotic association between a
fungus and one or two photosynthetic organisms (algae and / or cyanobacteria). Current
research has described a bacterial community associated with the lichen tallus forming a
highly structured biofilm, which has suggested a new symbiotic member. This bacterial
community would be fulfilling an essential role in the ecological success of the individual to
perform functions related to stress resistance, a source of nitrogen, a supply of nutrients,
and others. Within these functions, the recycling of food and its role in the surrounding
ecosystem has attracted the attention of various study areas, by participating as a key

process in the biogeochemical cycle of the different elements.

Phosphorus (P) is an essential and limiting nutrient for the growth and development
of organisms. In the soil, it can be associated to different molecules, from which it has
been classified into different fractions according to the nature of the molecules, organic or
inorganic, or according to their availability for consumption by organisms, soluble, labile or
not labile. It has been seen that P could play a relevant role as a macronutrient in the
growth of lichens, which is why several studies have focused on the description of the

microbiota associated with it, and its role in the processes of solubilization of P.

In the present work, the different fractions of bioavailable phosphorus (soluble,
labile and moderately labile P) in the substrates associated with Peltigera lichens were
studied in two different environmental contexts, a Nothofagus forest and a high Andean
Scrub-grassland, both in the Coyhaique National Reserve, in order to better understand

the dynamics of P and its different fractions in substrates associated with lichens.

The results revealed a total of 5 OTUs of mycobionts and 6 of cyanobionts, among

which the most abundant pairs were selected for the P fractionation for each site, Peltigera



frigida in Forest and Peltigera sp. in Scrub-grassland. A greater amount of P was observed
in substrates of P. frigida growing in Forest than in substrates of Peltigera sp. growing in
Scrub-grassland. The soluble P was the smallest fraction, while the moderately labile P
was the most abundant, completing over 80% of the sum of fractions of P in both sites. On
the other hand, a greater amount of inorganic P was detected in Forest than in Scrub-
grassland, while organic forms of P were not significantly different between the substrates
of the two sites and predominated in the fractions of /abile P and moderately labile P in
Scrub-grassland. This suggests an accumulation of similar organic matter in lichen
substrates at different sites, despite the different amounts of available P, and an
enrichment of organic P in sites poor in P. These results suggest that lichens would act as
environmental filters by recruiting microorganisms involved in P solubilization in sites
where this nutrient is poorly bioavailable, and therefore, they would play an important role
in the soil P dynamics, mainly in places where the cryptogamic biota predominates, such

as the high-altitude sites.



1. Introduccién

El fosforo (P) es un elemento quimico esencial para la vida, siendo considerado
como uno de los principales macronutrientes involucrados en el crecimiento y desarrollo
de los organismos (Elser & Bennett, 2009; Sindhu et al., 2014) el cual forma parte de
moléculas claves en procesos genéticos, energéticos y estructurales de la célula, como
son DNA, RNA, proteinas, fosfolipidos, ATP, GTP, NADPH, entre otras moléculas (Jones
& Oburger, 2011). A pesar de su gran importancia, el P es uno de los elementos menos
abundantes de la litosfera, representando apenas un 0,1% de la corteza terrestre
(Filippelli, 2008), y con ello, uno de los nutrientes limitantes en la productividad bioldgica

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

1.1. Disponibilidad de fésforo en el suelo

En el suelo, el P se encuentra unido a diferentes moléculas, lo que segun su
naturaleza permite definir diferentes formas o especies inorganicas y organicas (Kruse et
al., 2015). Los compuestos de P inorganico (Pi) se encuentran principalmente como
minerales primarios, derivados directamente del material parental, y minerales
secundarios, como formas amorfas y cristalinas de Al, Fe y Ca (Sims & Pierzynski, 2005).
Por otra parte, los compuestos de P organico (Po) forman parte de acidos nucleicos,
fosfolipidos, fosfatos de azticares, entre otros. Estos pueden ser susceptibles al consumo
bioldgico y degradacion bacteriana, como desechos bioldgicos; o pueden ser estables y
altamente resistentes a la actividad microbiana, como son las denominadas sustancias

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

Asi como el P del suelo puede ser clasificado segun su naturaleza inorganica u
organica, éste también ha sido definido de acuerdo a su disponibilidad para las plantas y
microorganismos en las siguientes fracciones: (i) P soluble, (ii) P labil, y (iii) P no labil

(Picone & Zamuner, 2002). La fraccién de P soluble (o biodisponible) abarca una porcién
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muy pequefia en la solucion del suelo, 1% del P total aproximadamente, y se encuentra
conformada por distintos ortofosfatos, como PO,*, HPO,? y HPO, (Sims & Pierzynski,
2005; Yadav & Verma, 2012). Esta fraccion es la que se encuentra disponible para el
consumo de plantas y microorganismos, por lo que presenta una alta demanda, y un
constante reabastecimiento (Busman et al., 2017; Sindhu et al., 2014). Por otro lado, el P
labil se compone del P incorporado a la materia organica (Po) facilmente solubilizable,
como moléculas de DNA, azucares, entre otros (Filippelli, 2008; Sims & Pierzynski, 2005)
y como fosfatos asociados débilmente a pequefias particulas de suelo o en reaccion con
minerales secundarios de Al, Fe y Ca (Pi). Dependiendo de qué tan estrechamente se
encuentre asociado el P a estas moléculas, el P puede presentar mayor o menor labilidad,
subdividiendo la fraccion en el P sorbido débilmente a las moléculas, denominado P labil,
y el P que forma parte de moléculas de dificil degradacion (p.e. inositol fosfato), conocido
como P moderadamente labil. La naturaleza de estas moléculas permite un equilibrio
dinamico entre el P soluble y P labil a través de transformaciones rapidas dadas por
reacciones quimicas influenciadas principalmente, de manera directa o indirecta, por los
microorganismos presentes en el suelo (Busman et al., 2002; Picone & Zamuner, 2002).
Finalmente, la fraccion de P no labil corresponde a moléculas con P estrechamente unido
a particulas del suelo que no se encuentran disponibles para el consumo de la biota, entre
ellas se encuentran compuestos inorganicos muy insolubles, como los minerales
primarios, y compuestos organicos resistentes a la solubilizacién, como las sustancias
humicas. Esta fraccion también se encuentra en equilibrio dinamico con las otras
fracciones, aunque su velocidad de reaccién es mucho mas lenta, provocando que el P no
labil pueda permanecer por anos sin estar disponible (Busman et al., 2002; Cross &

Schlesinger, 1995).



La cuantificacion de las distintas formas de fésforo en los suelos se ha llevado a
cabo mediante una gran variedad de métodos, los cuales permiten evaluar la cantidad de
fésforo disponible, de fésforo total, o de sus diversas fracciones (McKean, 1993). Aunque
algunos autores han descrito al P biodisponible como un buen predictor de la limitacion de
P en los sitios (Kitayama et al., 2000; Silver, 1994), el método desarrollado por Hedley et
al. (1982) es el mas utilizado para estudiar la dinamica de P en los suelos, ya que permite
dividir el P del suelo en las distintas fracciones de Pi y Po segun su biodisponibilidad
(Negassa & Leinweber, 2009; Yang & Post, 2011). Este procedimiento consta de la
extraccion secuencial de las distintas formas de P desde el suelo, utilizando extractantes

con diferentes propiedades quimicas (Cross & Schlesinger, 1995).

1.2. El ciclo del fésforo en el suelo

El ciclo del P en el suelo es un fenomeno complejo, dinamico y sumamente lento
que involucra el suelo y su biota circundante (Figura 1) (Filippelli, 2008; Kruse et al.,
2015). Cuando el suelo comienza su desarrollo durante la pedogénesis, todo el P del
suelo esta en forma de mineral primario en la roca parental, principalmente como apatita.
Con el tiempo, el desgaste de los minerales primarios da lugar al P en varias otras formas,
siendo ésta la fuente principal de entrada de Pi a los sistemas ecologicos (Kruse et al.,
2015; Sims & Pierzynski, 2005; Yang & Post, 2011). Otras fuentes de entrada de P a los
ecosistemas naturales son los residuos vegetales, animales y microbianos, y en menor

medida desde fuentes atmosféricas (Kruse et al., 2015; Tipping et al., 2014).
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del P en el suelo, considerando las especies organicas e
inorganicas en las diferentes fracciones de P soluble, P labil, P moderadamente labil y P
no labil. Se muestran las fuentes (flechas verdes), salidas (flechas rojas) y reacciones de
transformacion (flechas blancas) del P. Modificado de Kruse et al. (2015), Sims &
Pierzynski (2005) y Plante (2007).



El fésforo se encuentra en constante dinamica, incorporandose o saliendo del sistema, y
cambiando de forma en las diferentes fracciones (P soluble, P labil, y P no labil), gracias a
reacciones de sorcion y desorcién, disolucion y precipitacion, e inmovilizacion y
solubilizacion (Jones & Oburger, 2011; Kruse et al., 2015). Los procesos de sorcion y
precipitacion han sido denominados como “fijacion de P”, y constan de la reaccion de
intercambio de ligando del fosfato con grupos funcionales en la superficie del suelo, como
pueden ser los minerales de Fe y Al (Frossard et al., 2010; Sui & Thompson, 2000); si la
solucion del suelo presenta condiciones de abundancia de compuestos libres, como Al o
Ca, entonces puede ocurrir precipitacion (Henriquez, 2005). De forma contraria, los
procesos de desorcion y disolucién corresponden a fendmenos transformadores de Piy
Po labil a P soluble, y sus cinéticas de reaccion estaran determinadas principalmente por

las caracteristicas intrinsecas del suelo (Rossi, 2011; R. S. Yadav et al., 2012).

Por otro lado, los procesos de inmovilizacion y solubilizacion se encuentran
principalmente guiados por la actividad de los microorganismos (Jones & Oburger, 2011).
Los microorganismos inmovilizadores de P permiten incorporar el P soluble a la biomasa
microbiana al asimilarlo en constituyentes celulares organicos, o promoviendo la
formacion de precipitados inorganicos, inmovilizando temporalmente el P (Plante, 2007).
Finalmente, la solubilizacién es un proceso donde los microorganismos solubilizadores de
fosfato convierten el P /abil insoluble en formas solubles mediante procesos de
acidificacion, quelacion e intercambio iénico (Plante, 2007). Para llevar a cabo este
proceso, los microorganismos utilizan mecanismos como la produccién de compuestos
disolventes de minerales (como acidos organicos, iones hidroxilo o protones) y liberacion

de enzimas extracelulares (Jones & Oburger, 2011).

Por ultimo, la salida de P del sistema puede deberse a factores como: (i) erosion,

donde la pérdida de P puede resultar en la entrada de P a otra fraccion; (ii) lixiviacion, por



el arrastre de aguas subterraneas (Sims & Pierzynski, 2005; Yang & Post, 2011); v (iii) el
consumo de P por parte de las plantas y microorganismos (Filippelli, 2008; Kruse et al.,
2015). De este modo, el equilibrio entre las distintas especies y fracciones de P se
sostiene gracias a la accién combinada de diversos mecanismos (Lambers et al., 2008),
en donde los microorganismos cumplen un rol esencial en los principales procesos que

componen el ciclo del P (Jones & Oburger, 2011).

1.3. El fésforo en un gradiente altitudinal

Las concentraciones de P total y la dinamica entre sus diferentes fracciones,
dependen del conjunto de factores bidticos y abidticos presentes en los ecosistemas, tales
como el tipo de suelo y su material parental, el tiempo y el desarrollo de la pedogénesis, la
profundidad, el pH, el clima y el uso del suelo, asi como los organismos que lo habitan

(Jones & Oburger, 2011; Kruse et al., 2015; Sims & Pierzynski, 2005).

A lo largo de la pendiente de una montafia, podemos encontrar una sucesion
ordenada y comprimida de diferentes condiciones climaticas y diversidad de macro y
microorganismos, presentandose una serie consecutiva de diferentes ecosistemas
(Lomolino, 2001; Wolf, 1993). La variacién de las comunidades se encuentra fuertemente
ligada a las condiciones climaticas, las cuales presentan cambios abruptos a cortas
distancias en gradientes altitudinales, influenciando la presencia y caracteristicas de las
especies que ahi habitan (Abdala-Roberts et al., 2016; Grytnes et al., 2006; Wolf, 1993).
Este cambio puede ser facilmente apreciado al observar el limite del crecimiento de
arboles o ‘“limite arbéreo” que surge en las cumbres de las montafias, donde las
condiciones ecologicas extremas evitan el crecimiento de arboles, los cuales son
afectados principalmente por las temperaturas extremas que sufre la cumbre del relieve,

como vientos frios y heladas nocturnas (Cabrera, 1996; Tanner et al., 1998), y una serie
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de otros factores asociados a la altura como la irradiacion solar, comportamiento del

viento y precipitaciones (Bendix et al., 2008).

Estudios realizados en gradientes altitudinales de montafas, han mostrado que
existe una tendencia al aumento de P en sitios de baja altitud, probablemente relacionado
a la presencia de arboles, y por ende, a la caida de hojarasca de la cobertura vegetal, asi
como al desgaste de la roca madre, fendmenos que disminuyen su intensidad cumbre
arriba (Beck et al., 2008; Kitayama et al., 2000). De manera similar, en bosques de
Nothofagus y Pinus del sur de Chile se encontré que el P disponible en la superficie de los
suelos forestales resultd ser significativamente mayor que en suelos sin cobertura vegetal,
como son sitios que sufrieron incendios o se utilizan con fines agricolas (Fajardo &
Gundale, 2015), fendmeno que se repite en diferentes localidades (Fabre et al., 2006;
Gerding & Thiers, 2002; Negassa & Leinweber, 2009). En estos trabajos se sugiere que la
cobertura arbérea participaria tanto como un factor de entrada de P al sistema a través de
la caida de hojarasca, como una barrera natural para la erosion de suelos y la
consecuente salida de fosforo, teniendo un efecto sinérgico en la mantencion del P en

ecosistemas cubiertos.

1.4 Liquenes y fésforo

Los liquenes son asociaciones simbidticas mutualistas entre un hongo,
denominado micobionte, y uno o dos companeros con capacidades fotosintéticas,
nombrados fofobiontes, los cuales pueden ser un alga verde (clorobionte) o una
cianobacteria (cianobionte). En el caso de que el liquen contenga este ultimo, es conocido
como cianoliquen. Mientras el micobionte provee un habitat para el compafiero
fotosintético, el fotobionte fija carbono mediante fotosintesis (Nash, 2008). Investigaciones
recientes, han descrito que comunidades bacterianas asociadas al talo liquénico

conformarian una biopelicula altamente estructurada, que se ha sugerido compondria un
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nuevo integrante simbidtico. Es asi, como en los ultimos afos esta definicion de liquen ha
evolucionado de ser considerada como una asociacion bi o tripartita, a ser definida
actualmente como una simbiosis multi-especies (Aschenbrenner et al., 2016). Estas
comunidades bacterianas asociadas al talo liquénico no serian solo una mera extension
de lo encontrado en el sustrato donde crece el liquen (Bates et al., 2011; Cardinale et al.,
2012; Leiva, 2015; Printzenet al., 2012), sino que corresponderian a un microbioma
bacteriano y fungico especifico del hospedero (Aschenbrenner et al., 2016; Spribille et al.,
2016), que variaria su composicion tanto por factores extrinsecos, como son las
condiciones abidticas, como por factores intrinsecos, como la identidad de los
componentes simbiéticos (Ramirez-Fernandez et al., 2013; Leiva et al., 2016). La
cantidad de bacterias que se encuentran asociadas a los liquenes es sorprendentemente
alta, y se ha visto que sus principales funciones son la provision de nutrientes, la
degradacion de las partes mas antiguas del talo del liquen, la proteccién contra el estrés

bidtico y abidtico, entre otras funciones (Aschenbrenner et al., 2016; Grube et al., 2015).

Los liquenes son colonizadores primarios en medios ambientes hostiles, con altas
temperaturas, desecacion o alta salinidad, llegando a colonizar casi todos los ecosistemas
terrestres, desde el tropico a zonas polares, y de costas a habitats de gran altitud
(Aschenbrenner et al., 2016; Chapman & Margulis, 1998). El género de liquenes Peltigera
comprende alrededor de 90 especies (Goward et al.,, 1995; Martinez et al., 2003;
Vitikainen, 2006), las cuales pueden ser bipartitas, compuestas por el hongo y una
cianobacteria del género Nostoc, o tripartitas, incorporando un alga verde del género
Coccomyxa como el principal fotobionte. Son liquenes foliosos (i.e. con forma de hojas)
terricolas (i.e. crecen sobre suelo) y muscicolas (i.e. crecen sobre musgos) que se
encuentran distribuidos en la mayoria de los continentes, entre ellos, Sudamérica

(Martinez et al., 2003; Miadlikowska & Lutzoni, 2000; Zuiniga et al., 2015).
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El P como elemento esencial, se ha visto que cumple un rol relevante como
macronutriente limitante en el crecimiento y actividad de los liquenes; se ha observado
por ejemplo, que una sola inmersion en solucion de fosfato puede doblar el crecimiento
anual de Lobaria pulmonaria (McCune & Caldwell, 2009), asi como también que las
fertilizaciones con P podrian incrementar la fijacion de nitrégeno en cianoliquenes
Peltigera aphtosa y P. polydactyla (Weiss et al., 2005). Considerando la relevancia del P
en el desarrollo de liquenes que contienen cianobacterias como fotobionte
(cianoliquenes), distintos autores se han interesado por el posible rol que estaria
cumpliendo la microbiota del liquen en funciones relacionadas con los procesos de
solubilizacién del P. Con respecto al tema, se han realizado analisis del metagenoma
asociado al liquen Peltigera membranacea, lo cual reveld6 un gran numero de contigs
bacterianos relacionados con el metabolismo del P, donde genes de las enzimas
involucradas en la solubilizaciéon de Pi y de las fosfatasas alcalinas encargadas de la
solubilizacion de Po, se encontraron altamente representados (Sigurbjornsdéttir et al.,
2015). De este modo, el reservorio bacteriano asociado al talo liquénico seria uno de los
principales agentes responsables de la dinamica del P y sus diferentes formas
biodisponibles en el sustrato adyacente a los liquenes. En un estudio sobre la dinamica
del P en sustratos de liquenes Peltigera frigida creciendo en un bosque con gradiente de
recuperaciéon de bosque nativo de lenga en la Reserva Nacional Coyhaique, se determind
que los sustratos de los liquenes en los diferentes contextos no presentaron diferencias
significativas entre las fracciones de P soluble, Po labil y Pi labil, a pesar de que los
diferentes sitios presentaban un distinto comportamiento de las fracciones de P en sus
suelos (Muster, 2019). De este modo se plantea que los liquenes podrian estar actuando
como filtros ambientales, ejerciendo una presion selectiva sobre su microbiota involucrada

en el ciclo biogeoquimico del P, y sugiriendo que podrian ser agentes relevantes en el
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ciclo biogeoquimico del suelo, especialmente en sitios donde prevalece la biota

criptogamica, como son las praderas y cumbres montanosas.

1.5 Liquenes en Chile

Los liquenes son un importante componente de la biota criptogamica, entre los
cuales las distintas especies presentan diferentes distribuciones de acuerdo a sus
necesidades nutricionales y tolerancia a diferentes condiciones bidticas y abiodticas que
presentan los variados paisajes en donde estos organismos habitan (Nash, 2008). En
particular, la region de Aysén, Patagonia Chilena, se caracteriza por presentar varios
habitats disponibles para la colonizacién por liquenes, ya que su amplio rango climatico
favorece su desarrollo tanto en términos de diversidad como biomasa (Quilhot et al.,
2012), entre ellos destaca una amplia variedad de especimenes correspondientes al
género de liquenes Peltigera (Martinez et al., 2003; Quilhot et al., 2012; Zufiga et al.,

2015; Magain et al., 2018).

Estudios sobre la diversidad de este género al sur de Chile han reportado la
presencia solo de cianoliquenes bipartitos, entre los cuales se han observado especies
con una distribucidon exclusiva en estos ambientes del sur de Sudamérica, como es P.
frigida, que presenta una prevalencia en ambientes boscosos (Zufiga et al., 2015; Magain
et al., 2018). Ademas, es sabido que Peltigera es capaz de colonizar habitats hostiles con
bajas temperaturas y disponibilidad de recursos, como son los sitios en las cumbres
montafiosas. Sin embargo, el alto grado de endemismo que tienden a presentar las
especies en sitios de alta montafa y los pocos estudios realizados sobre la distribucion de
liquenes en estos sitios al sur de Chile, han llevado a que las especies capaces de

colonizar sitios de pradera altoandina aun sean desconocidas.
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1.6. Propuesta de estudio

En la busqueda por tener un mejor entendimiento sobre la dinamica y
comportamiento del P que rodea al liquen y su microbiota asociada, es que en este
trabajo proponemos estudiar las poblaciones predominantes de liquenes presentes en
dos ecosistemas con caracteristicas abidticas y bidticas contrastantes, como son (i) un
bosque de Nothofagus con diferente estado de conservacion vy (ii) una pradera altoandina
sobre el limite arbéreo, ambos en la Reserva Nacional Coyhaique (Region de Aysén), y
las distintas fracciones de foésforo, incluyendo P soluble, P labil y P moderadamente labil,

en los sustratos asociados a dichos liquenes.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General
Identificar poblaciones predominantes de liquenes Peltigera en dos contextos
ambientales con condiciones contrastantes, bosque y pradera, y determinar las diferentes

fracciones de fosfato presentes en sus sustratos.

2.2 Objetivo Especifico

1. ldentificar molecularmente los cianoliquenes Peltigera.

2. Cuantificar las fracciones de P organico e inorganico en los sustratos de los
cianoliquenes Peltigera.

3. Comparar las distintas fracciones de P presentes en los sustratos de los cianoliquenes

en los distintos contextos ambientales.
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3. Métodos y materiales

3.1 Sitios de estudio

La regién de Aysén, ubicada al extremo austral de Chile, recibe durante todo el
afio una fuerte influencia del frente polar que se situa sobre ella, provocando bajas
temperaturas (0-12°C promedio) y frecuentes lluvias (promedio anual de precipitacién
aproximado de 1350 mm) (Recorre Aysen, 2019; Till-Bottraud et al., 2012). En esta region
se ubica la Reserva Nacional Coyhaique, de 2150 hectareas de superficie, sobre suelos
derivados de depdsitos de ceniza volcanica (Till-Bottraud et al.,, 2012) colonizados
principalmente por bosques patagénicos tipicos del sur de Chile dominados por especies

de Nothofagus (Fajardo & De Graaf, 2004; Donoso et al. 2004).

Los sitios de bosque nativo de este sector (44° - 49° S) sufrieron incendios
intencionales de gran escala, entre los afos 1930 y 1950, a fin de obtener terrenos para el
asentamiento y cultivo (Quintanilla, 2008). Como consecuencia, cerca de 3 millones de
hectareas de bosque de Nothofagus fueron destruidas. Con el tiempo, los bosques
remanentes de Nothofagus pumilio permitieron la regeneracion del mismo, dando lugar a
densos bosques naturales de crecimiento secundario de lenga (Fajardo & Mcintire, 2010).
A partir de 1948 se iniciaron planes de reforestacion en la Reserva Nacional Coyhaique,
plantando arboles exéticos de rapido crecimiento, como algunas especies de coniferas del
género Pinus. De este modo, el paisaje de la Reserva consta de un mosaico de cobertura
arborea de bosque nativo maduro remanente, bosque nativo secundario, plantaciones de

coniferas y pastizales (Fajardo & Gundale, 2015).

Los sitios del presente estudio se localizan en el cerro Cinchao, uno de los relieves
de la Reserva Nacional Coyhaique (- 45° 30° S y 72° 02" O). El primero de ellos
corresponde a un bosque caducifolio mixto de crecimiento secundario dominado por N.

pumilio (lenga) acompafado por plantaciones exdticas de diversas clases de pino
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(CONAF, 2019), que se encuentra ubicado a los pies del relieve, al cual nos referiremos

desde ahora como Bosque.

El segundo sitio corresponde a una pradera altoandina ubicada sobre el limite
arboreo en la cima del mismo relieve, con una diferencia de 600 m de altitud con el sitio
de Bosque, al cual nos referiremos desde ahora como Pradera. Este sitio, debido
principalmente a su localizacion en la cumbre del relieve, se expone a condiciones
climaticas extremas, como son fuertes vientos, heladas nocturnas, altos indices de
irradiacién solar, entre otros (Bendix et al., 2008; Cabrera, 1996; Tanner et al., 1998) y
presenta un ecosistema en mosaico con zonas de escoria y comunidad vegetal rica en
pastos, hierbas y arbustos prosperando sobre sustratos inestables (Moreno, 1997; Veblen

etal., 1977).

3.2 Toma de muestras

El muestreo realizado en Bosque fue dirigido para la seleccién de liquenes
Peltigera frigida, considerando los antecedentes sobre su predominancia en ambientes
boscosos de la zona, y su amplia distribucion y abundancia al sur de Chile (Zufiiga et al.,
2015; Leiva et al., 2016; Almendras et al., 2018). Por otro lado, los pastizales andinos
corresponden a zonas poco descritas en la literatura chilena, por tanto, la seleccion de
muestras en Pradera se enfocd en la recoleccion de especimenes identificados como

integrantes del género Peltigera.

En ambos sitios la identificacion macroscopica de las muestras se realizé a través
del reconocimiento de estructuras caracteristicas de los liquenes, utilizando los datos de
galerias fotograficas y claves taxondmicas (Brodo et al.,, 2001; Zuhiga, 2015),
reconociendo a los especimenes de Peltigera frigida por su corteza superior no tomentosa

brillante, venas vy rizinas cortas, y apotecios planos horizontales (Muster, 2019), y a los
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individuos del género Peltigera identificados en Pradera, principalmente por su morfologia
foliosa, con tonalidades verde marron, la presencia de rizinas y de apotecios
caracteristicos en caso de estar presentes y recolectando sélo aquellos creciendo sobre

suelo (Brodo et al., 2001).

Cada muestra consté de un fragmento de talo liquénico y su respectivo sustrato
adyacente, las cuales fueron almacenadas en bolsas de papel para disminuir la humedad
y conservar el espécimen. En Bosque se recolectaron 22 liquenes (Pf1-22), mientras que
en Pradera se recolectaron 30 muestras (Ps1-30). La ubicacién de cada liquen
muestreado fue georreferenciado mediante GPS (Anexo Tabla 1A), y fueron

transportados en recipientes tipo cooler a baja temperatura.

3.3 Identificacion de los componentes simbiéticos

3.3.1 Pre-tratamiento de las muestras

Las muestras se limpiaron manualmente utilizando pinza y pincel, separando el
talo de su sustrato. Los liquenes fueron almacenados en bolsas de papel a temperatura

ambiente, mientras que el sustrato adyacente se mantuvo en tubos falcén de 50 ml a 4°C.

3.3.2 Extraccion de DNA desde el talo liquénico

Para la extraccion de DNA de las muestras, se fragmenté mecanicamente
aproximadamente 100 mg de talo liquénico utilizando un mini-mortero. La extraccion de
DNA se realizd con el “DNeasy PowerSoil Kit” (Qiagen) segun las indicaciones del
fabricante y modificaciones del equipo de laboratorio. Con el fin de evaluar la calidad e
integridad del DNA obtenido, las muestras se visualizaron en geles de agarosa al 2% (p/v)
en amortiguador TAE (tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM, pH 8,0), tefidos con GelRed™

(Biotium).
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Finalmente, el DNA obtenido se cuantificd y evalud su pureza por espectrometria,
utilizando el equipo Epoch™ (BioTeK) midiendo a longitudes de onda de 260 nm y 280
nm.

3.3.3 Amplificacion por PCR de los marcadores moleculares de los

simbiontes

Para la identificacion de los micobiontes se utiliz6 como marcador molecular el gen
del rRNA 28S (referido desde ahora como 28S), gen que codifica para la subunidad
mayor del ribosoma de hongos. La amplificacion se realizd utilizando los partidores
especificos LIC24R y LR7 (Tabla 1). Ademas, se amplifico la region ITS (Internal
Transcribed Spacer), marcador molecular de excelencia para identificacion de hongos,

con los partidores ITS4 e ITS1F (Tabla 1).

Paralelamente, los cianobiontes fueron identificados utilizando el gen codificante
para la subunidad menor del ribosoma de cianobacterias rRNA 16S (referido desde ahora
como 16S). Para la amplificacion se utilizaron los partidores PCR1 y PCR18 (Tabla 1).
Las mezclas para las todas reacciones se prepararon utilizando “GoTaq® Green Master
Mix” (GoTag® DNA polimerasa en amortiguador de reaccion Green GoTaq® [pH 8,5], 200
MM de cada ANTP y MgCl, 1,5 mM) (Promega), y las amplificaciones se llevaron a cabo
en un termociclador Maxygene |l (Axygen). Las condiciones para cada set de partidores

se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion de cada regidon y su respectiva

secuencia, y tamafo aproximado del fragmento esperado para cada gen.

Secuencia nucleotidica

Tamano del

Gen Partidores <o Referencia
5-3 fragmento

LIC24R GAAACCAACAGGGATTG 'ﬁﬂ'?dlﬁ.ovz"ggg &
28S hongo 1200 pb L2onl,

LR7 TACTACCACCAAGATCT Moncalvo et al., 1993
16S PCR1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Wilmotte et al.,
cianobacteria PCR18 TTTGCGGCCGCTCTGTGTGCCT 1900 pb 1993)

AGGTATCC
Regiéon ITS ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes & Bruns,
Hongo 800 pb 1993
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990

Tabla 2. Programas y condiciones utilizadas para la amplificacion de las regiones rRNA
16S, rRNA 28S e ITS.

Programa (Tiempo min; Temperatura °C)

Organismo Gen - Numero
o Ciclo ) de
Inicio Desnaturacion Alineamiento Extension Final ciclos
. . 01:00 01:00 01:00 04:00 07:00
Cianobacteria 16S 94 94 55 72 72 30
01:00 00:30 00:30 01:30 04:00
Hondo 285 94 94 52 72 72 30
g Region  05:00 00:45 01:30 01:30 10:00 35
ITS 95 95 52 72 72

3.3.4 Anadlisis de los productos de PCR

Se determiné el tamafo y pureza de los productos PCR por electroforesis, en

geles de agarosa al 2% (p/v) en amortiguador TAE 1X tefiidos con GelRed™ (Biotium).

Para las muestras que mostraron amplificacién inespecifica, se purificé la banda de

interés desde el gel de agarosa, usando el kit “Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up

System” (Promega) segun las indicaciones del fabricante.

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados utilizando un analizador genético

3730 (Applied Biosystems; Macrogen Inc., Corea). Las secuencias obtenidas se revisaron
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y editaron manualmente utilizando el programa SnapGene® software (GSL Biotech), y se
identificé a los simbiontes utilizando la herramienta bioinformatica Blastn (Altschul et al.,
1990) al comparar las secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos de
secuencias nucleotidicas del GenBank (Benson et al., 2011), considerando sdlo
secuencias fehacientemente identificadas por especialistas del area (Miadlikowska &

Lutzoni, 2000; Miadlikowska et al., 2003; Zufiga et al., 2015; Magain et al., 2018).

3.3.5 Anadlisis filogenético

La identificacion de micobiontes y cianobiontes se determind de manera
independiente, alineando las secuencias obtenidas por el método ClustalW (Thompson et
al., 1994) mediante el programa MEGA7 (Tamura et al., 2011). Las secuencias se
compararon con una base de datos compuesta por especimenes previamente trabajados
por el equipo de laboratorio con liquenes del género Peltigera del sur de Chile y Antartica
(Zuhiga et al.,, 2015). Se realizé un analisis filogenético, agrupando las secuencias de
acuerdo a su similitud, y se definieron como OTUs (Unidad Taxonomica Operativa) los
grupos de individuos con origen monofiléticos y soporte de ramas confiable (Boostrap >

75).

Se seleccioné una secuencia representante de cada OTU para realizar un
alineamiento mediante MUSCLE (Edgar, 2004) junto con secuencias descritas
previamente por el equipo de laboratorio y secuencias cercanas de acuerdo a la base de
datos de GenBank del NCBI fehacientemente identificadas por otros autores (Goffinet et
al., 2003; Miadlikowska & Lutzoni, 2000; Zufiga etal., 2015). Se utilizé el software
MEGAX para identificar el mejor modelo evolutivo para el conjunto de secuencias
(Tamura et al., 2011) utilizando valores de (i) el criterio de informacion bayesiano (BIC)

(Schwarz, 1978) vy (ii) el criterio de informacion de Akaike (AIC) (Hurvich & Tsai, 1989).
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Para el disefio de los arboles filogenético basados en el método de Neighbor-Joining

(Saitou & Nei, 1987) se utilizd el valor del parametro gamma y modelos recomendados.

Tras la identificacion de las parejas simbiontes, se seleccion6 la OTU mas

abundante en cada sitio como modelo de estudio para el presente trabajo.

3.3.6 Perfiles de RFLP

Debido a que no se logrd obtener secuencias de alta calidad de la region ITS para
llevar a cabo un analisis filogenético para las muestras provenientes de Pradera, se
realizé la digestién de la regién ITS de las muestras identificadas como Peltigera sp. y
Peltigera ponojensis, con el fin de distinguir los especimenes pertenecientes a diferentes
haplotipos. A partir del DNA extraido, se amplificé la region ITS, y los amplicones fueron
resueltos en geles de agarosa al 2% (p/v) en amortiguador TAE 1X tefiidos con GelRed™

(Biotium).

La banda de interés para el amplicon ITS se purificd a partir del gel utilizando el kit
“Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) segun las indicaciones del
fabricante. El amplicén purificado se cuantificd y evalud su pureza por espectrometria,
utilizando el equipo Epoch™ (BioTeK) midiendo a longitudes de onda de 260 nm y 280
nm. Ademas se corroboro la pureza de la region de interés, resolviendo el purificado en
gel de agarosa 2% (p/v) en amortiguador TAE 1X tehidos con GelRed™ (Biotium), y

cuantificando con el software ImagedJ (Schneider et al., 2012).

Las secuencias parciales obtenidas de la region ITS de las muestras de interés se
sometieron a un analisis in silico, evaluando los posibles sitios de digestién por una
libreria de enzimas disponibles (Anexo tabla A2) en el programa SnapGene® software

(GSL Biotech).
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Con base en dicho analisis, los amplicones se sometieron a digestion enzimatica,
utilizando las enzimas Dral, Hhal e Hinfl (Thermo Fisher) para las muestras identificadas
como Peltigera sp. y Clal y Hhal para Peltigera ponojensis, segun las indicaciones del
fabricante para cada enzima. Finalmente, las digestiones se resolvieron en geles de

agarosa al 2% (p/v) en amortiguador TAE 1X tefiidos con GelRed™ (Biotium).

3.4 Fraccionamiento de fosforo en sustratos de liquenes Peltigera

3.4.1 Eleccidén de las muestras para fraccionamiento de fésforo

Se seleccionaron 6 muestras de Peltigera frigida para Bosque, y 6 muestras de
Peltigera sp. para Pradera, de modo que cada grupo presentara el mismo haplotipo

micobionte y cianobionte, M6C1 para Bosque y M3C17 para Pradera.

3.4.2 Fraccionamiento de fosforo
Para obtener las fracciones de P en el sustrato de los cianoliquenes, se utilizo la

metodologia de Hedley et al. (1982) modificada por Do Nascimento et al. (2015).

Se tomaron 0,5 g de sustrato adherido a los liquenes, el cual fue tamizado y
secado por 72 hrs a 60°C. Las fracciones se obtuvieron mediante la extraccion secuencial
de los reactivos quimicos: (i) Agua desionizada, (ii) NaHCO3; 0,5 M, y (iii) NaOH 0,1 M.
Después de cada extraccion, las suspensiones de suelo se centrifugaron a 5.500 rpm

durante 15 minutos para recoleccion de los sobrenadantes.

Las fracciones tratadas con NaHCO; y NaOH fueron precipitadas incubando la
solucion con acido sulfurico 0,9 M por 30 min a 4°C, centrifugando a 5.500 rpm, y
rescatando el sobrenadante. Ademas estas fracciones fueron digeridas con acido sulfurico
concentrado y persulfato de amonio, por dos horas a 121°C en autoclave. Las muestras
digeridas fueron neutralizadas, utilizando el indicador paranitrofenol 0,1% (p/v), y

soluciones de NaOH 8M y acido sulfurico 0,9 M.
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Finalmente, el contenido de fésforo se determind mediante el método colorimétrico
de Murphy & Riley (1962), midiendo la absorbancia a 880 nm por espectrometria
(BioTeK). Se disend una curva de calibracion con concentraciones conocidas de KH,PO,
en solucién &cida, para la calibracion de las mediciones en el equipo y posterior
cuantificacion de las fracciones. Cada una de las mediciones fue realizada en duplicado
con un coeficiente de variacion menor al 5% entre medidas. La concentracién para cada
fraccion se obtuvo considerando la absorbancia, la pendiente de la curva de calibracion y
las consecutivas diluciones. Para las mediciones donde se obtuvo una absorbancia menor
al limite de cuantificacion (0,15 pg/ml), el fraccionamiento se realizé con 0,7 g de sustrato

y 7 ml de solucién (H,O desionizada).

El fésforo organico se obtuvo de la diferencia entre el fosforo total de cada fraccion

con el fosforo inorganico (Figura 2).
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0,5gde
sustrato

‘ Agitacion : 16 h 250 rpm
Centrifugacion: 15 min 5500 rpm

10 ml H 20 Fraccion de P soluble
desionizada

Agitacion
Centrifugacion

Sobrenadante .
Pi-H,0
Residuo

10 ml Fraccion de P labil
NaHC03

Agi_taciéq ’ Precipitacion
Centrifugacion Sobrenadante Pi-NaHCO,

Pt-NaHCO,

Digestion

Célculo

Residuo PO = NaHC03= Pt = Pi

Fraccion de P moderadamente labil

10 ml
NaOH

Agi.tacién' : Precipitacion
Centrifugacion elbare T Pi-NaOH
) Pt-NaOH
Digestion

Calculo

Po - NaOH = Pt - Pi

Figura 2. Metodologia utilizada para determinar las distintas fracciones de P en los
sustratos, basado en el fraccionamiento de Hedley et al. (1982) modificada por Do
Nascimento et al. (2015).
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3.4.3 Comparacion estadistica de las fracciones de fésforo

Se realizaron las pruebas Shapiro-Wilk y Jarque-Bera para el analisis de
normalidad (p<0,05) con el software PAST (Hammer et al., 2001). Las muestras no
paramétricas fueron analizadas con el software R Proyect (R core Team, 2013) en
graficos de cajas y bigote para identificar y remover los valores desviados (outliers). Una
vez excluidos los valores, los conjuntos de datos fueron nuevamente analizados con las
pruebas de normalidad. Para determinar la homogeneidad de varianza de los pares de
muestras a comparar, se utilizé la prueba de Levene basado en los promedios (p<0,05)
con el software PAST (Hammer et al., 2001). Comprobados los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianza, se llevo a cabo una prueba t de student con correccién de
Welch utilizando el software GraphPrism 6 (GraphPad Software), para determinar
diferencias significativas entre las distintas fracciones de P de P. frigida y Peltigera sp. (p<
0,05). Para calcular los porcentajes de P organico e inorganico, la suma de las fracciones
soluble, labil y moderadamente labil respectivas, fue considerada operacionalmente como

el 100% y denominada Suma de las Fracciones (SF).
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4. Resultados

4.1 Caracterizacion de los sitios de estudio

Las muestras de liquenes y sustrato asociado se recolectaron en la Reserva
Nacional Coyhaique, ubicada en la Region de Aysén, Chile. Dentro de la reserva se
determinaron dos sitios de estudio con diferentes contextos ambientales (Figura 3). El
primero de ellos correspondi6 al sitio denominado Bosque, ubicado a una altura de 680 m
s.n.m (-45° 31' Sy -72° 02' O). Este sitio se caracteriza por ser un area forestal con densa
cobertura arborea, compuesta principalmente por bosque deciduo de Nothofagus pumilio
(lenga), conocida como una especie endémica de los bosques templados de Sudamérica
que puede llegar a alcanzar los 30 m de altura, tamafio que decrece progresivamente con
la altitud (CONAF, 2019). Este bosque presenta una variedad de estados de
conservacion, encontrandose zonas de bosque primario maduro, de bosque secundario
renoval y zonas con presencia de coniferas (Pinus sp.). El segundo sitio se denomino
Pradera, y corresponde a la zona de pradera altoandina, la cual esta ubicada sobre el
limite arboreo con una altitud promedio de 1.200 m s.n.m (-45° 30' S y -72° 02' O). El
paisaje se presenta libre de cobertura arbodrea, con escasa vegetacion y presencia
predominante de pastos bajos debido a las condiciones climaticas adversas y una

perturbacion antrépica casi nula.

En el sitio de Bosque se recolectaron 22 muestras, denominadas Pf1 a Pf22 (por
Peltigera frigida), mientras que en el sitio de Pradera se recolectaron 30 muestras,

denominadas Ps1 a Ps30 (por Peltigera sp).
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C Zona muestreo

Pradera

A Chile B Region de Aysén
T F

D Bosquey

Figura 3. Localizacién de los sitios de estudio. (A) Mapa de Chile, la region de Aysén se
indica en rectangulo amarillo. (B) Region de Aysén, la Reserva Nacional Coyhaique se
indicada en circulo amarillo. (C) Mapa de zonas de muestreos: sitio de Bosque en azul y
sitio de Pradera en rosa. Distancia de referencia de 1 km indicada en barra blanca. (D)
Sitios de muestreo: Bosque con marco azul (superior) y Pradera con marco rosa (inferior).

4.2 Identificacion de los componentes simbiéticos

Las extracciones de DNA gendmico desde los talos liquénicos, fueron de 6éptima
calidad e integridad como se muestra en la electroforesis en geles de agarosa (Anexo
Figura A1). Las reacciones de PCR para los marcadores moleculares 16S, 28S e ITS
mostraron bandas inespecificas en alguna de las muestras (Anexo Figura A2), por lo que
éstas fueron separadas en geles de agarosa al 2%, y posteriormente las bandas del

tamano esperado cortadas y purificadas.

El marcador 28S se secuencid exitosamente en 51 muestras de un total de 52, la
muestra cuya secuenciacion no fue exitosa presenté un cromatograma poco precisos (p.e.

multiples picos para una misma posicion nucleotidica) y correspondid a uno de los
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liquenes recolectado en pradera (Ps28). El analisis de las secuencias de buena calidad
mediante la herramienta BLASTn permitié corroborar que las muestras recolectadas son
del género Peltigera. La construccion del arbol filogenético Neighbor-Joining se realizo
con secuencias de una longitud de 715 pares de bases, con el método de sustitucion
Kimura 2 parametros y un valor de la distribucion gamma de 0,13 (K2+G). Los resultados
mostraron que las muestras analizadas pertenecen a OTUs anteriormente encontrados
por nuestro grupo en estudios del sur de Chile (Aranda, 2016; Zufiiga et al., 2015). Las
OTUs fueron nombradas M1, M3, M5 y M6, manteniendo la nomenclatura utilizada en
Zuiiga et al. (2015) y Aranda (2016) (refiriéendose a M de micobionte), e incorporando a
M10 como un haplotipo no identificado previamente. Las OTUs se asociaron con las
secuencias de las siguientes especies o linajes: M1 con P. ponojensis, M3 con Peltigera
sp., M5 con el linaje P. canina, M6 con P. frigida, y M10 con P. retifoveata. De este modo,
se encontraron 5 OTUs de micobionte pertenecientes al género Peltigera, de los cuales
M1, M3, M5 y M6 se encuentran dentro de la seccion Peltigera, y M10 en la seccion

Retifoveatae (Figura 4).
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Peltigera monticola 1/ Poland AF286768
Peltigera monticola 2 / Yugoslavia AF286770
M1/ Pradera (n =7)
Peltigera ponojensis 1/ Canada AF286773
Peltigera ponojensis 2 / Poland AF286771
{elﬁgera “fuscoponojensis” / Canada AF286795
Peltigera “neorufescens” 1/ Canada AF286796
Peltigera rufescens 1/ Canada AF286802
Peltigera laciniata / Ecuador AF286799
Peltigera lepidophora 1/ Canada AF286798
Peltigera sp. / Chile KC514781
M3/ Pradera (n = 14)
Peltigera “boreorufescens” 1/ Canada AF286820
Peltigera evansiana 1/ Canada AF286819
Peltigera “pallidorufescens” 1/ Canada AF286815
Peltigera “fuscopraetextata” 2/ U.S.A AF286816
Peltigera canina 2 / Poland AF286822
Peltigera canina 1/ Canada AF286821
Peltigera praetextata 1/ Poland AF286813 sect. PELTIGERA
M5 / Pradera (n = 6) - Bosque (n = 1)
Peltigera praetextata 3 / France AY257946
[||Peltigera cinnamomea 1/ Canada AF286787
Peltigera “latopraetextata” 1/ Canda AF286785
Peltigera “neocanina” 1/ Canada AF286782
Peltigera continentalis / Mongolia AF286777
Peltigera kristinsonii 1/ Canada AF286779
[Peltigera frigida / Argentina AF286780
M6 / Pradera (n = 2) - Bosque (n = 21)

Peltigera didactyla 1/ Poland AF286806
?Pel!igera lambinonii / Australia AF286803

Peltigera castanea 1/ Canada AY266020
Peltigera extenuata 4 / Canada AY257941
Peltigera extenuata 1/ Poland AF286809
— Peltigera “scotteri” 1/ Canada AF286774 i

Peltigera retifoveata 1/ Canada AF286776
M10/ Pradera (n=1)
Peltigera phyllidiosa / U.S.A AF286764
Peltigera collina / Norway AF286765
Peltigera neckeri / Poland AF286766
Peltigera polydactyloides / Tanzania AF286767

Peltigera pacifica 1/ Canada AF286749
‘_‘ [_—Pe/tigera occidentalis / Canada AF286742 sect. POLYDACTYLON

Peltigera scabrosella / Finland AF286743 -

sect. RETIFOVEATAE

sect. HORIZONTALES

Solorina saccata AFTOL-ID 127 DQ973044

0.020

Figura 4. Reconstruccion filogenética obtenida por maxima Verosimilitud (MV) del gen del
rRNA 28S de las OTUs de micobionte encontrados (M1-M3-M5-M6-M10), junto con
secuencias de representantes del género Peltigera. Se indica el soporte de los nodos del
analisis, con ramas gruesas para valores de boostrap = 75. Para cada secuencia se indica
su origen geografico y el nimero de acceso. La secuencia Solorina saccata se incluye
como raiz. La division de especies en secciones corresponde a la clasificacion propuesta
por Miadlikowska & Lutzoni (2000).
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La identificacion molecular del cianobionte se realizé mediante la secuenciacion
del marcador 16S, para el cual se logré una secuenciacién exitosa de 47 muestras de un
total de 52. Las cinco muestras cuyos cromatogramas presentaron multiples picos para
una misma posicion nucleotidica o largos insuficientes para el analisis filogenético

provenian del sitio de pradera (Ps18, Ps19, Ps20, Ps25, Ps27).

Para la identificacion de OTUs se construyé un arbol filogenético basado en el
método Neighbor-Joining con secuencias de una longitud de 675 pares de bases, con el
método de sustitucidon Kimura 2 parametros y un valor de la distribucién gamma de 0,44
(K2+G). Los resultados mostraron que las muestras analizadas pertenecen en su mayoria
a OTUs anteriormente reportados por nuestro grupo en estudios del sur de Chile (Zuhiga
et al., 2015), por lo que fueron nombradas en base a la nomenclatura utilizada en Zuniga
et al. (2015), incorporando tres OTUs no identificadas previamente, C16, C17 y C18
(refiriendose a C de cianobionte). Todas las muestras se asociaron con el género Nostoc,
definiéndose 6 OTUs diferentes, C1, C2, C15, C16, C17 y C18. Las secuencias de las
OTUs se analizaron con la herramienta bioinformatica BLASTn y se seleccionaron las
secuencias mas cercanas para incorporarlas a la construccién del arbol filogenético
(Arima et al., 2012; Zufiga et al., 2015). El andlisis evolutivo final para la construccion del
arbol se realizé con una seleccién de 19 secuencias descargadas de la base de datos
GenBank, todas pertenecientes al clado Il de acuerdo a la clasificacion de O Brien (Figura

5).
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Nostoc sp. from Peltigera sp. / Argentina JQ007785
Nostoc sp. from Peltigera praetextata / USA AY333639

C1/ Bosque (n = 22)

- Nostoc sp. from Peltigera aphtosa / Switzerland DQ185253
Nostoc sp. from Nephroma arcticum / Greenland AY333638
Nostoc sp. from Nephroma arcticum / Finland AY328897
C2/ Pradera (n = 14)

Nostoc sp. from Peltigera sp. / Chile KF718412

C18 / Pradera (n = 1)
Nostoc sp. from Peltigera praetextata / Scotland JQ007767

Nostoc sp. from Peltigera sp. / Argentina JQ007800. 1

C16 / Pradera (n=1)
C15/ Pradera (n=1)
Nostoc sp. from Peltigera membranacea / Norway JQ007817
Nostoc sp. from Peltigera degenii / Canada DQ185244
Nostoc sp. from Peltigera neopolydactyla / Finland JQ771626
Nostoc sp. from Peltigera neopolydactyla / USA JQ007819

Nostoc sp. from Peltigera leucophlebia / Finland FJ815302
C17 | Pradera (n = 8)
Nostoc sp. free living strain / Canada AM711528
Nostoc cf. commune / Antartic AB325714

Nostoc clade Il

—— Nostoc sp. free living strain / Indonesia DQ185240

Anabaena variabilis / USA NR074300 Nostoc clade |
E Nostoc sp. free living strain / Unknown origin NR074310 ]

Fischerella muscicola PCC 7414 AF132788

0.0100

Figura 5. Reconstruccion filogenética obtenida por maxima Verosimilitud (MV) del gen del
rRNA 16S de las OTUs de cianobionte encontradas, junto con representantes del género
Nostoc. Se indica el soporte de los nodos, con ramas gruesas para valores de boostrap =
75. Para cada secuencia se indica su origen geografico y el numero de acceso. La
secuencia Fischerella muscicola se incluye como raiz. La divisién de las especies en los
clados Nostoc | y Il corresponde a la clasificacion propuesta por O'Brien et al. (2005).

En el sitio de Bosque se identificaron dos OTUs de micobionte (M5 y M6), de las
cuales la pareja simbionte mas abundante correspondié a M6 (relacionado con P. frigida)
asociada al unico cianobiote reportado en el sitio, C1. Por otro lado, en el sitio de Pradera
se encontraron 7 diferentes parejas, entre las cuales las mas abundantes correspondieron
a M3C17 (asociado a Peltigera sp.) y M1C2 (asociado a P. ponojensis), cada una con 7

representantes. Para 6 de las muestras de Pradera solo se determind uno de los
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integrantes del liquen, micobionte para 5 de ellos (M3) y cianobionte para uno (C17)

(Tabla 3).

Tabla 3. Cantidad y sitio de recoleccién de parejas de liquenes Peltigera identificadas
mediante los marcadores moleculares del gen del rRNA 16S y 28S, para micobionte y
cianobionte respectivamente. Las parejas para las cuales solo se identificd uno de los
integrantes simbi6ticos se muestran en gris.

Pareja
simbionte

M5C1 1
M6C1
M1C2
M3C15
M3C17
M5C2
M6C2
M6C18
M10C16
M3 -
- C17

Cantidad Sitio

Bosque

N
=N

Pradera

= Ol =2~ |N =N

En el presente estudio se decidid trabajar con liquenes compuestos por los
mismos companeros simbiontes con el fin de minimizar los factores liquénicos intrinsecos
que pueden afectar la composicién de la microbiota, y con ello el comportamiento del
gremio involucrado en la dinamica del P. Con ello en consideracion, y sumado a que el
micobionte no se pudo clasificar a nivel de especie con el marcador 28S,se amplificé y
secuencio la region ITS del micobionte de las parejas mas abundantes en la zona de
Pradera, M3C17 y M1C2. Debido a la imposibilidad de obtener secuencias de calidad
para este marcador molecular, se realizé un analisis de perfiles de RFLP utilizando para
M3 las enzimas de restriccion Dral, Hhal e Hinfl, y para M1 las enzimas Clal y Hhal. Ya
que las secuencias de la region ITS de las OTUs obtenidas eran secuencias parciales, la

seleccion de enzimas se realizdé bajo dos criterios: (i) un analisis in silico de los posibles
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sitios de corte de las secuencias parciales de la region ITS utilizando una libreria de
enzimas disponibles, y (ii) priorizando la diversidad en los sitios de reconocimiento de la
secuencia, seleccionando enzimas con sitios de corte variados, como Dral con un sitio de
reconocimiento rico en Adenina y Timina, Hhal en Guanina y Citocina, y Hinfl y Clal con
nucledtidos variados, y uno inespecifico para Hinfl (N del inglés “aNy nucleotide”) (Tabla

4).

La digestion del grupo de muestras M1C2 con la enzima Clal mostré que dos de
las muestras (Ps29 y Ps30) presentaron patrones de bandas diferentes al resto de las
muestras (Anexo Figura A4). Para el grupo M3C17, la digestion con la enzima Hhal
mostré que la muestra Ps10 presentd su banda de mayor masa molecular (Anexo Figura
A3) al de las otras muestras M3C17, razon por la cual fue descartada para los siguientes

analisis.

De este modo, de acuerdo a los perfiles obtenidos y a la identificacién de los
componentes simbidticos, se seleccionaron 6 muestras de parejas M3C17 (Ps1 — Ps4 —
Ps5 — Ps14 — Ps24 — Ps26) con perfiles de RFLP idénticos para cada enzima de
restriccion (Figura 6). De manera independiente, las tres digestiones resultaron en dos
fragmentos de restriccion de pesos moleculares similares entre las diferentes enzimas,
donde Dral mostré fragmentos de 190 y 450 pb, Hhal de 230 y 480 pb, y Hinfl de 230 y

450 pb, aproximadamente (Tabla 4) (Figura 6).
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Tabla 4. Enzimas de restriccion utilizadas en las digestiones enzimaticas de la region ITS
de micobiontes M3 asociados a C17 y M1 asociado a C2, sus sitios de reconocimiento de
secuencias nucleotidicas de acuerdo a la nomenclatura IUPAC y fragmentos de
restriccion obtenidos para las digestiones de M3.

Fragmentos de

Enzima Sitio de corte restriccion para M3
Cal 3 TAGGITA 5 -
Dol 3 paTITLy 1900
Hhal 3 Ciecols 20w
Ml 3 CiareL s 20w
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Figura 6. Digestion enzimatica
del amplicén de la region ITS
de micobionte, para muestras
identificadas como Peltigera sp.
M3 (Ps1 — Ps4 — Ps5 — Ps14 —
Ps24 - Ps26). Las enzimas
utilizadas fueron: (A) Dral, (B)
Hhal y (C) Hinfl.

(MM) Marcador de peso
molecular “GeneRuler™ 100 bp
plus DNA Ladder” (Thermo
Scientific™)
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4.3 Fracciones de fosforo en los sustratos de cianoliquenes Peltigera

Para el fraccionamiento de fosforo se seleccionaron 6 muestras de liquenes
identificados con un mismo micobionte y cianobionte para cada sitio de muestreo; (i) 6
liquenes P. frigida con el cianobionte C1 en Bosque y (ii) 6 liquenes Peltigera sp. con el

cianobionte C17 en Pradera (Anexo Tabla A1).

El protocolo de extraccion de fésforo fue modificado para la cuantificacion de las
muestras con muy baja concentracion de fésforo (e.g. fraccion extraida con H,O
desionizada para muestras de Pradera), realizando la incubacion de las muestras con 0,7

g de sustrato y 0,7 ml de H,O desionizada.

La fraccién de P soluble (P-H,O) en sitios de Bosque y Pradera fue de 18,3y 2,8
mg P/Kg de suelo respectivamente, siendo significativamente diferentes de acuerdo a la
prueba t de Student (p = 0,000579). Tras el analisis de normalidad, se detectaron dos
muestras con valores desviados (outliers) de P soluble en Bosque (Pf9 con 29,6 mg Pi/Kg
de suelo y Pf19 con 9,6 mg Pi/Kg de suelo) y uno en Pradera (Ps24 con 7,1 mg Pi/Kg de
suelo), por lo que estos valores fueron descartados de los analisis posteriores. Ademas,
las cantidades de P obtenidas en Bosque resultaron ser mas dispersas que en Pradera,
presentando una desviacién estandar de 2,6 para las medidas de Bosque y 0,9 para

Pradera (Figura 7A).

La fraccion de P labil (P-NaHCO;) fue de 163,6 mg P/Kg de suelo en Bosque y
53,4 mg P/Kg de suelo en Pradera. Al evaluar las cantidades de Pi de la fraccion labil (Pi-
NaHCO3;), en Bosque resultd ser de 109,5 mg P/Kg de suelo, siendo significativamente
mayor que el Pi en Pradera, el cual no superd los 16,5 mg P/Kg de suelo (p =5,7 « 107).
En esta fraccion, las medidas en Bosque (SD = 19,2) también mostraron una mayor

dispersién en relacion a las de Pradera (SD = 2,9) (Figura 7B). Por otro lado, la fraccién
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organica del P labil (Po-NaHCO3;) no resulté significativamente diferente de acuerdo a lo
obtenido en el test t de Student (p = 0,1377), alcanzando valores promedio de 54,1 mg
P/Kg de suelo en Bosque y de 37,1 mg P/Kg de suelo en Pradera (Figura 7B). Tanto la
fraccion inorganica como organica del P /labil de Pradera, presentaron los valores de la
muestra Ps24 como valores fuera del rango (116,6 mg Po/Kg de suelo y 35,14 mg Pi/Kg
de suelo), y por tanto fueron removidos de los analisis posteriores. Los valores de
desviacion estandar fueron de 22,5 en Bosque y 9,4 en Pradera, presentando una mayor

dispersién de medidas en Bosque.

La fraccion mas abundante en ambos sitios resulté ser el P moderadamente [abil
(P-NaOH), alcanzando un total de 958 mg P/Kg de suelo en Bosque y de 418,6 mg P/Kg
de suelo en Pradera. La fraccion inorganica (Pi-NaOH) resultd ser significativamente
mayor (p = 0,0056) en Bosque que en Pradera, con valores de 714,0 y 255,4 mg P/Kg de
suelo, respectivamente (Figura 7C). Solo el sitio de Pradera presenté valores desviados,
los que pertenecieron a las muestras Ps24 (152,6 mg P/Kg de suelo) y Ps5 (313,14 mg
P/Kg de suelo). En esta fraccion, las mediciones de Bosque (SD = 242,5) resultaron ser
mas dispersas que en Pradera (SD = 14,9), al igual que en los casos anteriores. Por el
contrario, la fraccibn de Po moderadamente labil (Po-NaOH) no resultd ser
significativamente diferente (p = 0,0540) entre Bosque (244,3 mg P/Kg de suelo) y
Pradera (163,2 mg P/Kg de suelo), y presentaron una dispersién de valores muy similar,

con una desviacién estandar de 62,4 para Bosque y 66,2 para Pradera (Figura 7C).
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Figura 7. Cantidad de P en las diferentes fracciones en sustratos de cianoliquenes
Peltigera, obtenido por fraccionamiento de Hedley et al. (1982) modificado por Do
Nascimento et al. (2015). Con asterisco negro se indican los pares con diferencias
significativas entre sitios de Bosque y Pradera de acuerdo a la prueba t de Student con
correccion de Welch.

La suma de las fracciones (SF) de fosforo medidas en el presente trabajo (P
soluble, P labil y P moderadamente labil) se definié operacionalmente como el 100% para
cada sitio. Al considerar la SF, se observé que el conjunto de P en Bosque (1140,2 mg
P/Kg suelo) es aproximadamente 2,5 veces mayor que en Pradera (474,8 mg P/Kg suelo)
(Figura 8A). En ambos casos, tanto en Bosque como en Pradera, la fraccion de P soluble

resulté la mas pequefia de las fracciones medidas, alcanzando un 0,6% de la SF de P en
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Pradera y un 1,6% en Bosque. Por otro lado, la fraccion de P labil representé un 14,3% de
la SF de P en Bosque y un 11,3% en Pradera. Y finalmente, en ambos casos la fraccion

de P moderadamente labil supero el 80% de la SF (Figura 8A).

Al evaluar los porcentajes de Pi'y Po en las fracciones labil y moderadamente labil,
se observd que el Pi predomina en Bosque para ambas fracciones labiles (NaOH y
NaHCO3;), alcanzando sobre el 60% en la fraccion labil y sobre el 70% en la fraccion
moderadamente labil. Mientras, en el sitio Pradera, la fraccion moderadamente labil
(NaOH) se encuentra repartida en proporciones similares de Pi y Po, con un leve
predominio de Pi (61%), mientras que en la fraccion /abil el Po predomina sobre el Pi,

representando sobre el 70% de la fraccion (Figura 8B).
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Figura 8. (A) Stock de P y sus fracciones en sustrato de cianoliquenes Peltigera. Se
indican con asterisco negro las fracciones que fueron significativamente diferentes entre
Bosque y Pradera de acuerdo a la prueba t de Student con correccion de Welch. (B)
Porcentajes de Po y Pi labil y moderadamente labil para sustratos de cianoliquenes de
Bosque y Pradera. Nota: La suma de las fracciones de P se considerd operacionalmente
como el 100% de P en las muestras, no representando el P total de las mismas.
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5. Discusion

5.1 Identificacion de los componentes simbiéticos de los liquenes

Considerando los antecedentes de la biota liquénica al sur de Chile y su diferente
distribucion de acuerdo a las caracteristicas de los ecosistemas, en el presente trabajo se
determind el género Peltigera como modelo de estudio (Zuniga et al., 2015; Magain et al.,

2018).

Determinar la identidad de los componentes simbidticos de los liquenes ha
presentado grandes dificultades debido a la existencia de especies cripticas, es decir,
especies que no poseen caracteristicas morfoloégicas y quimicas evidentemente
diferenciadoras que permitan su identificacion y asignacion taxonémica (Crespo & Pérez-
Ortega, 2009; Lumbsch & Leavitt, 2011). Es asi como el enfoque de identificacion basado
en caracteres fenotipicos para el reconocimiento de especies por mucho tiempo ha
subestimado el numero de especies de liquenes (Lumbsch & Leavitt, 2011; Miadlikowska
& Lutzoni, 2000, 2004). Las especies cripticas pueden encontrarse frecuentemente en
liguenes foliosos y fruticosos, incluyendo varios géneros del orden de los Peltigerales
(Lumbsch & Leavitt, 2011). Es por esta razéon que ha sido necesaria la utilizacion de
herramientas moleculares para determinar de manera mas precisa la identidad de los
componentes simbidticos de los liquenes en este y otros estudios (Miadlikowska &

Lutzoni, 2000).

Desde los anos 90, las herramientas moleculares han sido ampliamente utilizadas
para la identificacion de componentes simbiodticos, usando como marcadores ciertos
genes altamente conservados, con valor taxonémico y filogenético. Para el micobionte se
utilizan habitualmente como marcadores los genes ribosomales del rRNA 18S y del rRNA

28S, los cuales codifican los RNAs de las subunidades pequefa y grande de los
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ribosomas eucariontes, respectivamente (Miadlikowska & Lutzoni, 2004; Patwardhan et
al., 2014); y los espaciadores transcritos intergénicos del operon ribosomal, conocida

como la region ITS (Miadlikowska et al., 2003).

Ademas, este tipo de herramientas son las Unicas que permiten identificar el
fotobionte presente en estos organismos, para lo cual se suelen utilizar los marcadores
moleculares como el gen del rRNA 16S, codificante para la subunidad pequefia del RNA
ribosomal en bacterias (Nguyen et al., 2016), y la regién rbcLX, que incluye parte de la
region codificante de la RUBISCO, una chaperona y dos regiones espaciadoras
intergénicas (Patwardhan et al., 2014).En el presente trabajo se utilizaron los marcadores
moleculares 28S y 16S, para la identificacion de los hongos y las cianobacterias,
respectivamente. El andlisis filogenético de las muestras basado en estos genes, permitio

distinguir 5 OTUs fungicos y 6 de cianobiontes.

5.1.1 Micobionte

El muestreo realizado incluyé un total de 52 especimenes provenientes desde los
dos sitios, de los cuales 22 procedian del ambiente Bosque y 30 del ambiente Pradera.
De ellos, 51 especimenes se agruparon en 5 OTUs de micobionte de acuerdo a su alta
similitud de secuencia del gen del rRNA 28S con secuencias de especimenes
identificados a nivel de especies que se incluyeron durante el analisis filogenético. El
espécimen sin identificar correspondié a una de las muestras obtenidas en Pradera, para
el cual no fue posible obtener secuencias de calidad para su identificacion, probablemente
debido a la amplificacion inespecifica del marcador durante la reaccion de PCR. A pesar

de los esfuerzos, la estandarizacién del procedimiento aun continda en desarrollo.

La reconstruccion filogenética se realiz6 en conjunto con representantes del

género Peltigera provenientes tanto del Hemisferio Norte como Sur, incluyendo haplotipos
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descritos al sur de Chile (Miadlikowska & Lutzoni, 2000, 2004; Zuniga et al., 2015). El
arbol filogenético obtenido se condice con estudios anteriores y mas exhaustivos que
indican que los hongos liquenizados del género Peltigera tienen un origen monofilético

(Miadlikowska & Lutzoni, 2000, 2004).

Cuatro de las OTUs encontradas en este seminario de titulo ya habian sido
previamente encontradas y descritas por nuestro equipo de laboratorio en el sur de Chile
(M1, M3, M5 y M6), y la quinta de ellas se incorporé con una numeracion consecutiva a
las especies identificadas anteriormente (M10) (Aranda, 2016; Zufiga et al., 2015). Todos
ellos correspondieron a miembros bipartitos del género Peltigera, coincidiendo con los
antecedentes registrados sobre la distribucion biogeografica del género, para los cuales
no se han registrado especimenes tripartitos en esta region (Martinez et al., 2003; Quilhot

et al., 2012; Ramirez-Fernandez et al., 2013; Zuhiga et al., 2015).

El primer sitio de muestreo correspondié a un Bosque mixto con una densa
cobertura arbdrea, donde la seleccion de muestras fue dirigida con la intenciéon de
seleccionar morfologicamente a Peltigera frigida, utilizando claves taxonomicas descritas
por otros autores para el género Peltigera (Brodo et al., 2001) y caracteres identificados
en recolecciones previas por el equipo de laboratorio (Zufiga, 2015). El muestreo dirigido
fue exitoso, ya que 21 de las 22 muestras recolectadas resultaron asociadas a la especie
P. frigida (M6), y solo una de ellas fue asociada al linaje de P. canina (M5). Estas OTUs
han sido previamente descritas como las mas abundantes en muestreos previos en la
zona de Bosque de la Reserva Nacional Coyhaique (Zufiga, 2015). Peltigera frigida es
una especie para la cual se ha descrito una preferencia por habitats boscosos (Quilhot et
al., 2012) con una distribucion restringida al sur de Chile y Argentina (Manoharan-Basil,

Miadlikowska, Goward, Andrésson, & Miao, 2016). Trabajos realizados por el equipo de
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laboratorio permitié corroborar la identificacién a nivel de especie de los especimenes M6

a través de anadlisis filogenéticos de la region ITS (Muster, 2019).

La OTU M5, con solo un integrante, se asocio con el linaje Peltigera canina
(Magain et al., 2018; Miadlikowska et al., 2003; O’'Brien et al., 2009), uno de los grupos
mas emblematicos de la seccién Peltigera, debido a la presencia de especies complejas y
cripticas (Manoharan-Basil et al., 2016). Estudios de la region ITS permiten asociar a los
especimenes de esta OTU a la especie “Peltigera fuscopraetextata” (Almendras et al.,
2018). Esta especie putativa se caracteriza por una distribucion principalmente
circumpolar, incluyendo especimenes en Canada, Chile y Argentina (Magain et al., 2018),
y ha sido previamente descritos mas especificamente, en sitios de bosque en la Reserva
Nacional de Coyhaique (Region de Aysén), la isla Navarino y el Parque Natural Karukinka

(Region de Magallanes) (Almendras et al., 2018; Zufiga, 2015).

El segundo sitio de muestreo en este trabajo correspondid a una zona de Pradera
altoandina, libre de cobertura arbérea sobre los 1200 m.s.n.m., donde la recoleccién de
muestras se orientd para seleccionar especimenes identificados como integrantes del
género Peltigera. En este sitio se identificaron 4 de las 5 OTUs descritas en el trabajo
(M1, M3, M5 y M10), entre las cuales 3 de ellas se incluyen en la seccién Peltigera (M1,
M3 y M5) y una en la seccion Retifoveata (M10). La mayor diversidad de holobiontes en
sitio de Pradera en comparacion a los sitios de Bosque, contrario a lo encontrado por
otros autores (Aranda, 2016; Ramirez-Fernandez et al., 2013; Zudiga, 2015), se explica
por las diferentes técnicas de muestreo realizadas en los sitios, donde la seleccién de

muestras fue dirigida en el sitio de Bosque.

El género Peltigera consta de 8 secciones (Miadlikowska & Lutzoni, 2000), de las
cuales las secciones Peltigera y Retifoveata son consideradas secciones hermanas con

perfiles quimicos ricos y distintos (Holtan-Hartwig, 1993; Miadlikowska & Lutzoni, 2000), y
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ambas integradas exclusivamente por cianoliquenes bipartitos (Miadlikowska & Lutzoni,

2000; Miadlikowska et al., 2003).

La OTU menos abundante identificada en Pradera, con solo un ejemplar
correspondié a M10, la cual se asocid a P. retifoveata. Este haplotipo no habia sido
identificado previamente por el equipo de laboratorio en la Reserva Nacional Coyhaique,
ni otros sitios muestreados al sur de Chile. La distribucion de esta especie se restringe a
la zona boreal, incluyendo especimenes en América del Norte (EEUU y Canada), Europa
(Rusia) y Asia (China) (Magain et al., 2018; Martinez et al., 2003). La existencia de pocos
estudios sobre la diversidad de liquenes del género Peltigera en la region de Aysén,
sumado a los altos niveles de endemismo que caracteriza a los bosques del sur de Chile
(Galloway, 2008), podria explicar la presencia de haplotipos previamente no identificados

en Chile.

Otras OTUs identificadas dentro de la seccion Peltigera fue M5, la cual se
relaciond6 con el linaje de P. canina, probablemente asociado a la especie P.
fuscopraetextata (Almendras et al., 2018), siendo el tercer OTU mas abundante (n = 6) en
Pradera. Esta OTU también fue encontrada en el sitio de Bosque en el presente trabajo, y
ha sido descrito como una de los linajes mas exitosos ecolégicamente y abundantes al sur
de Chile con una amplia distribucion a nivel global (Leiva et al., 2016; Magain et al., 2018;

Zuiiga et al., 2015).

Otra de las OTUs presente en la zona de Pradera, la segunda mas abundante,
correspondié al micobionte M1, el cual se relacioné con P. ponojensis. Esta especie se
encuentra principalmente en espacios abiertos y alterados, con suelos de baja retencion
hidrica y expuestos a altos niveles de radiacion (Brodo et al., 2001), con una distribucion
circumpolar principalmente presente en sitios de mayor altura (Flakus & Bielczyk, 2006;

Goward et al.,, 1995; Halici et al., 2018; Nimis et al., 2018), coincidente con las
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caracteristicas biogeograficas del sitio. Al sur de Chile ha sido reportado en el Parque
Natural Karukinka (Regién de Magallanes) (Ramirez-Fernandez et al., 2013) y la Reserva

Nacional de Coyhaique (Region de Aysén) (Zufiiga et al., 2015).

Finalmente, la OTU mas abundante en Pradera correspondié a M3, la cual no se
pudo relacionar a ninguna especie y soélo se identificé a nivel de seccidén, denominandola
Peltigera sp. Este haplotipo ya se habia identificado previamente por nuestro equipo de
laboratorio en un estudio realizado en diversos sitios al sur de Chile, incluyendo la
Reserva Nacional Coyhaique, el Parque Natural Karukinka, la Isla Navarino y la Isla
Decepcion (Zuhiga etal.,, 2015). A pesar de que Zufiga et al. (2015) analizaron la
diversidad de liquenes Peltigera en la Reserva Nacional Coyhaique, mismo sitio de
estudio del presente trabajo, el haplotipo M3 no fue encontrado. Sino que fue encontrado
en el Parque Natural Karukinka, con solo un representante de su tipo en un conjunto de
60 muestras, en un bosque maduro de N. pumilio a 153 m s.n.m. La poca informacién
sobre el haplotipo debido a la falta de registros no permite aventurar una descripcion de la
posible distribucidén biogeografica para la especie, aunque de acuerdo a estudios previos
(Zuhiga etal., 2015) y a lo visto en el presente trabajo, M3 pareciera poseer una
preferencia por sitios libres de cobertura, presentando mayor abundancia en el sitio de

Pradera en contraste a sitios de Bosque.

5.1.2 Cianobionte

De un total de 52 especimenes se obtuvo una secuenciacién exitosa del 16S para
47 de ellos. Interesantemente, las muestras para las cuales no se logré obtener
secuencias de calidad correspondieron a ejemplares cianobionte con un companero
micobionte identificado como M3. Para los cianobiontes acompanantes de micobiontes
M3, en la mayoria de los casos se presenté una amplificacion inespecifica del gen del

rRNA 16S, y se debidé proceder a la purificacion del amplicén de interés desde el gel de
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agarosa. Esto sugiere que el procedimiento de amplificacién ain no se encuentra
estandarizado para este tipo de organismos, que por lo demas resultaron no estar

previamente identificados (C17 y C18) (Anexo Tabla A1).

El arbol filogenético conseguido tras el analisis de las secuencias del gen del rRNA
16S se condice con estudios anteriores y mas exhaustivos que indican que las
cianobacterias del género Nostoc tienen un origen monofilético (O’'Brien et al., 2013;
Rikkinen, 2013). Todas las cepas simbidticas de Nostoc determinadas en este estudio se
encuentran dentro del gremio Peltigera informado por Rikkinen et al. (2002) y dentro del
Clado Nostoc Il informado por O’ Brien et al. (2005). Segun estos autores, todas las cepas
Nostoc que estan asociadas simbioticamente con Peltigera pertenecen a este grupo, junto
con otras cepas simbidticas y de vida libre, y es posible que todas pertenezcan a una sola
especie. La estructura del arbol coincide con lo observado por Myllys et al. (2007) y
O’Brien et al. (2005), donde el gremio de cianobiontes de liquenes Peltigera (analogo al
Clado | por Myllys y Clado Il por O’brien) se subdivide en dos grupos, con un soporte
significativo en el presente trabajo (bootstrap > 75), definiendo las ramas integradas por (i)

especimenes Nostoc commune vy (ii) Nostoc en su mayoria provenientes de Peltigerales.

Las secuencias de Nostoc obtenidas en el presente trabajo no se separaron de las
secuencias descritas en el hemisferio norte que se obtuvieron de la base de datos,
coincidiendo con resultados publicados por otros autores (Sarma, 2012; Stenroos et al.,
2006), y sugiriendo que Nostoc se encuentra ampliamente distribuido y sin una

distribucion geografica definida (Sarma, 2012).

En el presente trabajo se identificaron un total de 6 OTUs de cianobionte, entre las
cuales 5 OTUs estuvieron presentes en el sitio de Pradera (C2, C15, C16, C19 y C20) y

una en el sitio de Bosque (C1) (Anexo Tabla A1).
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5.1.3 Asociacion entre simbiontes

Dentro de los especimenes recolectados, se observd que en el sitio de Bosque
todas las muestras de liquenes, correspondientes a las OTUs M6 y M1, se encontraron
asociados al cianobionte C1 (n = 22), representando la OTU de cianobacteria mas
abundante en el presente trabajo. C1 ha sido previamente identificado al sur de Chile,
representando la OTU dominante en muestreos realizados en zonas forestales de la
Reserva Nacional Coyhaique (Almendras et al., 2018; Zufiga et al., 2015), y con un alto
grado de similitud con cianobiontes descritos anteriormente en América del Sur, en
particular de Argentina (Kaasalainen et al., 2012), y América del Norte (EEUU) (Lohtander
et al., 2003). Interesantemente, ninguno de los especimenes estudiados en el sitio de
Pradera presentd al cianobionte C1, a pesar de que los sitios se encontraban
relativamente cercanos entre si (1,5 Km aproximadamente). Este fendmeno podria ser
parcialmente explicado al evaluar los factores que determinan la adquisicion del
cianobionte, donde no solo dependera de la disponibilidad del fotobionte, sino también de
la compatibilidad genética con los micobiontes (especificidad) y la preferencia de este
ultimo por un determinado sub-grupo de fotobionte (selectividad) (Zuhiga, 2015). De este
modo, a pesar de la cercania de los sitios, el factor determinante en este caso se propone
seria la identidad del simbionte fungico y su éxito ecoldgico en zonas abiertas y hostiles

como es la cumbre del relieve (Pradera).

La poca variabilidad de fotobiontes en el sitio de Bosque es consistente con un
conjunto comun de fotobiontes que podrian estar formando una comunidad de liquenes
ligados horizontalmente que crecen en el mismo habitat (Cornejo & Scheidegger, 2016;

Dal Grande et al., 2014; Rikkinen, 2003).

En el conjunto de cianobiones identificados en el sitio de Pradera, la OTU mas

abundante correspondié a C2 (n = 14) asociado principalmente a micobiontes M5 y M1.

50



Esta OTU, previamente encontrada en sitios de bosques jovenes y maduros en el Parque
Nacional Karukinka al sur de Chile (Zuniga, 2015), también mostré preferencia por
asociarse principalmente a los micobiontes mencionados, sugiriendo que la preferencia
por la formacion de estos holobiontes (M1C2 y M5C2) va mas alla de las caracteristicas
biogeograficas de los sitios (Bosque o Pradera) y locacién (Regién de Aysén y Region de

Magallanes).

La segunda OTU de cianobionte mas abundante en Pradera correspondio a C17
con ocho representantes, todos ellos asociados al micobionte M3. Interesantemente, en
Zuniga et al. (2015), el espécimen M3 reportado se encontré asociado exclusivamente al
cianobionte (C8) en relacién “uno es a uno” fendmeno de exclusividad que se repite en el
presente trabajo, sugiriendo un alto grado de selectividad por parte del micobionte M3 y

especificidad por parte del cianobionte C17.

La secuencia 16S obtenida para los cianobiontes C17 no se relacion6 con ninguna
de las especies registradas en la base de datos, sugiriendo la presencia de un nuevo
haplotipo. En el analisis filogenético se observd que C17 se encontraria relacionado con
mas cercania a los integrantes de la rama de N. commune (Myllys et al., 2007; O Brien et
al., 2005), hecho relevante, ya que todas las OTUs previamente reportados al sur de Chile
por el equipo de laboratorio (Almendras et al., 2018; Aranda, 2016; Leiva et al., 2016;
Zuniga et al., 2015) se encontraron en la rama de Nostoc asociados a Peltigerales (Figura

6) (Myllys et al., 2007; O’ Brien et al., 2005).

Otros tres haplotipos de cianobacteria fueron identificados con un solo
representante para cada uno (C16, C15 y C18). Entre los cuales, dos de ellos habian sido
previamente reportados al sur de Chile, C15 en el Parque Natural Karukinka, con tres
ejemplares asociados a micobiontes M1 y M5 (Zufiga et al., 2015), y C16 en datos no

publicados por el equipo de laboratorio. En el presente trabajo, C15 se encontro
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relacionado con M3, siendo el unico ejemplar M3 que presenta un companero distinto a
C17, mientras C16 se encontré asociado al unico espécimen M10 identificado. Debido al
bajo niumero de ejemplares recolectados, no es posible especular sobre la preferencia de

asociacion para holobiontes de estas OTUs.

Finalmente, el cianobionte C18 no se relacion6 con ninguna de las especies
registradas en la base de datos, sugiriendo la presencia de un nuevo haplotipo. Tras el
analisis filogenético, C18 se encontro¢ relacionado tanto a Nostoc provenientes de Escocia
como de Chile, e incluido en el conjunto de Nostoc asociados a Peltigerales (Kaasalainen

et al., 2012; Zuhiga et al., 2015).

5.1.4. Identificacion de haplotipos

Aunque el marcador molecular 28S permitié agrupar las muestras a nivel de OTU y
asociar su identidad a especies previamente descritas por otros autores (Zuniga et al.,
2015), este marcador relativamente conservado entre linajes no permite la identificacion
precisa de los especimenes a nivel de especie por si solo, ya que especimenes de linajes
cripticos o especies cercanas filogenéticamente podrian presentar secuencias muy
relacionadas (e. g. Linaje Peltigera canina). De este modo, con el fin de corroborar los

haplotipos de las muestras identificadas en el sitio de Pradera, se secuencio la region ITS.

La regién del espaciador transcrito intergénico (region ITS) ha sido propuesto
como el marcador de DNA universal para hongos (Schoch et al.,, 2012), ya que se
encuentra menos conservada evolutivamente que los genes codificantes de los rRNA
(Bruns et al., 1991), es decir, posee una tasa evolutiva mayor. Al ser tipicamente especie-
especifico permite detectar variabilidad genética entre especies relacionadas, otorgandole
un alto valor identificador y taxondmico (Bruns & Shefferson, 2004; Kdljalg et al., 2005).

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos por amplificar la region ITS para la identificacion de
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los micobiontes, en el presente trabajo no fue posible obtener secuencias de calidad para
el analisis filogenético. Los integrantes del género Peltigera comunmente presentan
corridas mono-nucleotidicas en la region ITS (Miadlikowska et al., 2003), lo que se sabe
causaria problemas en la secuenciacién mediante el método de Sanger (Kircher & Kelso,

2010).

Considerando el posible impacto que pueden presentar los factores intrinsecos del
liquen, tanto del micobionte como del cianobionte, frente a la composicion de su
microbiota asociada, se propuso utilizar durante los analisis del fraccionamiento de P
individuos relacionados con la misma especie fungica, presentando un mismo haplotipo
para la region ITS. Debido a que no fue posible la identificacién de las muestras a través
de la secuenciacion de la regién ITS, se realizé un analisis de perfiles de polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion de los amplicones obtenidos a partir de la
amplificacion por PCR de la region ITS (PCR-RFLP de la region ITS) de las muestras
pertenecientes a los grupos de parejas mas abundantes (M3C17 y M1C2), descartando
para el analisis y continuidad del trabajo algunas de las muestras debido a su baja
cantidad de representantes micobiontes muestreados (M10 y M6), su linaje micobionte
compuesto de especimenes cripticos de dificil identificacion (M5), o presentar cianobionte
que no lograron ser identificados (Ps18 — Ps19 — Ps20 — Ps25 — Ps27) o diferentes de

C17 (Ps9).

La técnica de analisis de PCR-RFLP ha sido ampliamente utilizada con el fin de
distinguir diferentes especies de hongos y otros organismos (e. g. Carvalho et al., 2005;
Fernandez-Espinar et al., 2000; Guillam et al., 1998; Williams et al., 1995). Esta técnica
permite diferenciar secuencias de DNA homologas al detectar fragmentos de diferentes
largos luego de la digestién enzimatica de los amplicones con endonucleasas de

restriccion especificas, ya que los polimorfismos de nucledtido unico (SNP del inglés
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single nucleotide polymorphism) pueden crear o eliminar sitios de reconocimientos de las
endonucleasas de restricciéon (NCBI, 2018), y con ello generar perfiles de fragmentos de

restriccion diferentes para distintas especies.

Ya que la secuencia de la region ITS de los especimenes M3 y M1 eran
desconocidas, los perfiles de RFLP se obtuvieron utilizando enzimas de restriccion
seleccionadas de modo que presentaran (i) posibles cortes en la secuencia parcial de ITS
de acuerdo a andlisis in silico, y (ii) diversidad en sus sitios de corte. Gracias a este
analisis fue posible descartar el conjunto de muestras asociadas a M1, las cuales
presentaron perfiles de digestiéon diferente, sugiriendo una variedad de haplotipos para la
region ITS. De la misma manera, las digestiones para el conjunto de muestras M3
permitieron el descarte de una de las muestras (Ps10). Considerando que las bandas de
menor peso molecular resultaron a la misma altura para todas las muestras M3
(sugiriendo que presentan el mismo tamano), la conocida hipervariabilidad que presenta
la regién ITS (Miadlikowska et al., 2003), y la sutil diferencia entre las bandas de mayor
masa molecular (Anexo Figura A3) del conjunto de especimenes M3, se propone que el
micobionte de Ps10 podrian presentar la insercion de un nimero pequefo no definido de
nucleétidos que probablemente no interfiri6 con el reconocimiento y corte de la enzima

Hhal.

De este modo, los micobiontes de Ps1 — Ps4 — Ps5 — Ps14 — Ps24 — Ps26 fueron
sometidos a la digestion enzimatica con las enzimas Dral, Hhal y Hinfl, resultando en
perfiles idénticos en cada digestién de manera independiente, sugiriendo que dichos
especimenes podrian pertenecer con cierto nivel de certeza al mismo haplotipo de

micobionte Peltigera sp., y por tanto, la misma especie.
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5.2 Fracciones de fésforo en los sustratos de cianoliquenes

Con el objetivo de estimar las fracciones de P en los sustratos de los liquenes se
seleccionaron las parejas mas abundantes en los sitios de estudio en el presente trabajo,
las cuales correspondieron a Peltigera sp. (M3) asociado al cianobionte C17 en Pradera, y
P. frigida (M6) asociado a C1 en Bosque, ambos sitios ubicados en la Reserva Nacional

de Coyhaique, en la Region de Aysén, Chile.

Especificamente, se evaluo la cantidad de P en su estado soluble (P-H,0), labil (P-
NaHCO3;) y moderadamente labil (P-NaOH). La fraccion de P no labil, que también
pueden obtenerse a través del método de fraccionamiento de Hedley (1982) utilizando
una solucion de HCI como extractante (Hedley et al., 1982), no se analizé en el presente
trabajo, ya que esta fraccién ha sido descrita como indicador de la reserva de P asociado
a minerales primarios o como P asociado fuertemente a la materia organica recalcitrante,
y no se encuentra disponible en periodos cortos para el consumo por parte de la biota

(Costa et al., 2016; Cross & Schlesinger, 1995).

El agua presente en el sustrato de liquenes y plantas contiene diversos nutrientes,
como son los iones ortofosfatos, junto a los cuales conforma la solucion acuosa del suelo
(Domenech & Peral, 2006). ElI P soluble presente en esta solucion acuosa puede ser
asimilado directamente por los organismos, y por tanto, su cantidad en solucion sera un
factor determinante en el desarrollo del ecosistema (Turner & Condron, 2013). Durante el
fraccionamiento de Hedley, la cantidad de P en su estado de ortofosfatos (P soluble) es
obtenido a partir de la incubacién del sustrato en agua, primer y mas suave extractante
(pH neutro) utilizado, que busca imitar la solucién acuosa del suelo. Asi como se ha visto
en otros trabajos, la cantidad de P en esta fraccion resulté ser significativamente diferente
entre sustratos de Pradera y Bosque, siendo menor en Pradera (Cassagne et al., 2000), y

representando la fraccion de P mas pequefa de todas, en ambos casos (Negassa &
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Leinweber, 2009; Sims & Pierzynski, 2005).Estudios sobre el P soluble han mostrado que
factores microclimaticos, tales como la humedad del sustrato, afectarian las
concentraciones del Pi en forma de ortofosfatos, incrementando la disponibilidad de P en
suelos con mayor contenido de agua (Rojas, 2019). Considerando que se ha observado
que sitios de pradera tienden a presentar una humedad del suelo menor que sitios de
bosque (Huber & Lopez, 1993), y que el muestreo se realizé en periodo de verano, época
con climas calurosos en el hemisferio sur, los bajos niveles de P soluble detectados en el
sitio de Pradera en comparacion al sitio de Bosque, se sugiere podrian ser consecuencia
de una posible deshidratacion de los suelos en sitios de Pradera, debido a su exposicion a
factores climaticos intensos, como es la exposicién a la radiacion solar y alta tasa de

evaporacion del agua desde el suelo (Bader et al., 2007).

Para la extraccion de P /abil se utilizd como reactivo una solucion de NaHCO;, la
cual simula el ambiente de extraccién del P al imitar la actividad de respiracion por las
raices en el suelo (Baumann et al., 2018; Bowman & Cole, 1978), ya que éstas producen
CO,, formando bicarbonato y varios acidos organicos en la solucién del suelo (Baumann
et al., 2018). Por un lado, el Pi labil, relacionado al P sorbido débilmente en minerales
secundarios, resultdé ser significativamente mayor en sitios de Bosque que en sitios de
Pradera. Este fendbmeno se sugiere seria consecuencia del mayor nivel de desgaste que
presentan los suelos de Bosques debido a la mayor colonizacién por parte de organismos
Vivos, Yy una consecuente erosion quimica y fisica de origen bioldgico. Por otro lado, el Po
labil, el cual se ha relacionado con compuestos organicos facilmente solubilizables y
asociados débilmente a acidos humicos y fulvicos (Busman et al., 2002; Picone &
Zamuner, 2002), no fue significativamente diferente en cantidad entre ambos sitios, pero

representd un porcentaje mayor en la fraccion de P labil de Pradera.
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Diversos estudios han correlacionado positivamente el Po /abil extraido con
NaHCO; con el crecimiento de plantas vasculares (Bowman & Cole, 1978), el P
microbiano (Hedley et al., 1982), la poblacion bacteriana y con la actividad fosfatasa
(Bowman & Cole, 1978). En el presente trabajo, para ambos sitios la porciéon de sustrato
analizada correspondié a muestras de suelo altamente meteorizado que forma parte del
horizonte O. Este horizonte se caracteriza por ser el mas superficial, rico en materia
organica fresca, tanto parcialmente degradada como resistente a degradacion, y con una
composicion de aire edafico muy similar al aire atmosférico debido a su alta porosidad
(Domenech & Peral, 2006). Estas caracteristicas edaficas le otorgan al sustrato una
buena calidad nutricional para el desarrollo de microorganismos (Domenech & Peral,
2006). De este modo, considerando los antecedentes y caracteristicas del extractante, asi
como la naturaleza de las muestras analizadas, los niveles de Po /abil obtenidos en el
estudio podrian sugerir la presencia de una microbiota acomparfante del liquen similar en

proporcion en ambos contextos ambientales.

Ademas, se ha visto que el Po /abil presenta marcadas variaciones estacionales
probablemente debidas a las diferencias en la absorcién microbiana o vegetal segun la
época (Cassagne et al., 2000; Saunders & Metson, 1971; Sorn-srivichai et al., 1988) Por
ejemplo, en épocas con temperaturas invernales se favorece la acumulacion de materia
organica (Po labil) (Fabre et al., 1996; Sarathchandra et al., 1989) debido a una inhibicién
de la actividad de la fosfatasa, y una consecuente desaceleracion del proceso de
solubilizacion (Cassagne et al.,, 2000). Es asi como el P en Pradera, el cual deriva en
mayor parte del desgaste fisico y quimico de la roca parental por la actividad de la
vegetacién nativa de liquenes, musgos y pastizales, se componga de una alta proporcién

de Po labil posiblemente debido a una acumulacién de materia organica, tanto por el tipo
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de consumo de la vegetacién del sitio como por las bajas temperaturas climaticas a las

que se encuentra expuesta la cima del relieve en comparacién a zonas de menor altura.

La fraccion mas abundante de P en ambos casos fue el P moderadamente labil (P-
NaOH), completando sobre el 80% de P detectado en el fraccionamiento (SF). Esta
fraccion corresponde al P asociado a minerales secundarios de Al y Fe (Pi) y sustancias
humicas (Po), y por tanto, al P mas resistente a la inmovilizacidon y menos disponible de
las fracciones estudiadas. Estos resultados coinciden con lo reportado por otros estudios
en variados contextos ambientales (Cross & Schlesinger, 1995; Negassa & Leinweber,
2009; Otzen, 2016) asi como en reportes sobre la topologia de montafias (Cassagne et
al., 2000), donde es frecuente que esta fraccion (P-NaOH) corresponda a la mayor entre

las fracciones analizadas (P soluble y labil) (Otzen, 2016).

En el presente trabajo, el Pi moderadamente labil resulté ser significativamente
mayor en Bosque que en Pradera, sugiriendo un mayor desgaste del suelo en sitios de
menor altura y por tanto una mayor liberacion de P a partir de la roca parental, debido
principalmente al asentamiento y accion de los organismos (Kitayama et al., 2000).
Interesantemente, la fraccion de Po moderadamente labil no presenté diferencias
significativas entre sitios, fendmeno observado en otros estudios (André Fabre et al.,
2006) donde sitios con vegetacion con alta cobertura presentaron porcentajes y
cantidades de Po moderadamente labil similares a sectores ricos en arbustos y de menor
cobertura (<60%). Este efecto se atribuye principalmente a las condiciones medio
ambientales sobre el limite arboreo donde durante periodos con climas hostiles las
plantas y microorganismos mueren, y las tasas de solubilizacion disminuyen, dirigiendo la
acumulacion de materia organica en estos sitios (Cassagne et al., 2000; André Fabre et

al., 2008).
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Finalmente, la suma de las fracciones de P (SF) fue significativamente mayor en
los sustratos de Bosque que en los de Pradera. Este fendbmeno se atribuye a los
diferentes factores que intervienen en la dinamica del ciclo del P en los distintos sitios, los
cuales influencian la cantidad de P y sus reservorios de acuerdo al contexto del paisaje.
Por ejemplo, la salida de P por erosién es un fenédmeno de mayor intensidad en cumbre
(Li et al., 2009). Se ha visto que procesos erosivos operan con mayor rapidez e intensidad
en areas de montafia, lo que dirige el movimiento de suelos, ya sea en forma de
pequenas particulas o como grandes masas, desde la cumbre hacia sitios de menor
altitud (Fernandez, 2006; Garcia-Ruiz, 1990), permitiendo con ello el desplazamiento del
P desde la cumbre y dirigiendo la acumulacion de éste en zonas de menor altura

(Kitayama et al., 2000; Li et al., 2009).

Algunos autores han descrito la interaccion Suelo-Vegetacion-Atmosfera como un
ecosistema con caracteristicas que controlan su propio comportamiento, y que seran
determinantes en la respuesta del sitio ante la erosion (Fernandez, 2006). De este modo,
la erosion en la cumbre de la montafia (Pradera) presentara un efecto sinérgico con la
ausencia de cobertura arbdrea en sitios de mayor altura (Sims & Pierzynski, 2005; Turner
et al.,, 2007), potenciando la pérdida de P. Del mismo modo, la entrada de P a los
sistemas por caida de hojarasca y desechos animales también sera diferente en ambos
contextos. Sitios de menor altura que presentan una mayor riqueza de organismos, como
son por ejemplo las plantas vasculares (Grytnes, 2003; Grytnes et al., 2006), también
presentan una mayor cobertura vegetal, lo que se ha visto implicaria una mayor entrada
de P al sistema por caida de hojarasca y desechos animales (Kitayama et al., 2000),
fendmeno que se repite en sitios que solo presentan una diferencia en cobertura arbérea

y no altura (André Fabre et al., 2006; Gerding & Thiers, 2002).
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De manera general, el Pi predomind significativamente en el sitio de Bosque en
comparacion al sitio de Pradera, donde las proporciones de Piy Po no mostraron grandes
diferencias, fendmeno previamente reportado por otros autores (André Fabre et al., 2006;
Kitayama et al., 2000). Una de las posibles causas propuestas por algunos estudios
corresponde a la posible acumulacion de raices o micorrizas, que han mostrado ser mas
abundantes en sitios de alta montafa (Kitayama et al., 2000). Esto debido a la estructura
raizal que presenta el tipo de vegetacion que predomina en estos sitios, como son los
pastizales y arbustos, los cuales ademas se han relacionado con una mayor eficiencia en
la captacion de P para sitios deficientes en P (Kitayama et al., 2000; Negassa &
Leinweber, 2009; Tiessen et al., 1984; Zhu et al., 2001), aumentando su proporcion
(Lambers et al.,, 2008), dirigiendo una rapida aparicién de Po y generando un gran

reservorio de Po microbiano (Negassa & Leinweber, 2009).

Por su lado, los liquenes se han descrito como un importante componente en la
mantencion de la biodiversidad de ecosistemas, particularmente en suelos con cantidades
limitadas de N (Caldiz et al., 2007; Guzman et al., 1990), como lo son por ejemplo, los
sitios de mayor altura (Wilcke et al., 2008). El talo liquénico ha evolucionado para
funcionar como un micro-ecosistema capaz de seleccionar los organismos que le
permitan un mayor éxito ecolégico (Almendras et al., 2018; Aschenbrenner et al., 2016;
Leiva et al., 2016a; Zuhiga et al., 2017), generando nichos enriquecidos 0 no en ciertos
gremios funcionales de acuerdo a las condiciones ambientales presentes, y por tanto, un
elemento clave en el desarrollo de ecosistemas. A su vez, este conjunto de
microorganismos dirige el desarrollo de su entorno, determinando la composicion de los

suelos adyacentes y permitiendo el asentamiento de otros organismos.

De este modo, la colonizacion por parte de los liquenes en sitios pobres en P,

como son las Praderas altoandinas al sur de Chile, seria un factor esencial en el
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desarrollo de estos sitios, principalmente por su rol como hospederos y reclutadores de
organismos involucrados en la dinamica del ciclo de nutrientes, como el P, al participar en
procesos de transformacion y reciclaje (Grube et al.,, 2015). Y asi, este conjunto de
microorganismos, incluyendo tanto al liquen como su microbiota asociada, serian claves

en los procesos de transformacion del P a P orgénico y P soluble.

A su vez, el contenido y disponibilidad de P en los diferentes ecosistemas
influenciarian la naturaleza y comportamiento de la micro y macrobiota presente en los
sitios. Con respecto a ello, estudios sobre cianoliquenes han mostrado que el P influiria
en sus actividades metabdlicas, afectando su desarrollo y crecimiento (McCune &
Caldwell, 2009; Weiss et al., 2005). Por otra parte, reportes sobre la microbiota del suelo y
su relacion con el P han observado que el P soluble estaria correlacionado
negativamente con genes involucrados en la solubilizacion de fosfato (Acufia et al., 2016;
Fraser et al., 2015). De este modo, de acuerdo a lo observado en el presente trabajo, se
esperaria que los microorganismos presentes en liquenes localizados en sitios de Pradera
presenten una mayor cantidad de genes involucrados en la solubilizacién de P que
aquellos presentes en Bosque, de modo que los microorganismos asociados al liquen
aportaran en el suministro de este nutriente tan importante en el desarrollo del holobionte,
y permitiendo su desarrollo en sitios pobres en P. Ademas, se sugiere que la acumulacién
de especies de Po labil en los sustratos de estos cianoliquenes seria una consecuencia
indirecta de la accion de los organismos solubilizadores presentes en la microbiota del
liquen. Se espera que futuros trabajos puedan correlacionar no solo las condiciones del
sitio y las fracciones de P presente, sino ademas incorporar al estudio la identificacion y

abundancia de genes solubilizadores de P.

De este modo, el presente trabajo permitié conocer las distintas fracciones de P,

incluyendo P soluble, labil y moderadamente labil, en sustratos asociados a liquenes del
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género Peltigera creciendo en dos contextos ambientales cercanos pero con diferentes
condiciones bidticas y abioticas, como son un Bosques de Nothofagus tipico de la region
sur de Chile y una Pradera altoandina sobre el limite arbéreo, y de este modo, aproximar
una descripcién de las posibles funciones relacionadas al gremio funcional del P en
dichos nichos, observando como sitios pobres en P, como Pradera, presentan un alta
proporcion de Po labil en relacion a la suma de las fracciones de P biodisponible, y con

ello, proponiendo la existencia de un gremio rico en solubilizadores de P.
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6. Conclusiones

En el presenten trabajo se identificaron los simbiontes de cianoliquenes del género
Peltigera en dos ambientes poco estudiados en cuanto a la diversidad liquénica, un
bosque de Nothofagus tipico del sur de Chile y un sitio de pradera alto andina sobre el
limite arbéreo, encontrandose 5 OTUs de micobionte y 6 OTUs de cianobionte del género
Nostoc. De los micobiontes encontrados, cuatro ya habian sido previamente descritos al
sur de Chile, mientras el quinto de ellos correspondié a un haplotipo nuevo. Por su parte,
cuatro de los haplotipos descritos para Nostoc han sido descritos en sitios al sur de Chile,

y dos correspondieron a especimenes nuevos.

Los individuos mas abundantes correspondieron a Peltigera frigida en Bosque y
Peltigera sp. en Pradera, y fueron seleccionados para el analisis de fraccionamiento de P
en sus sustratos. En el andlisis de fraccionamiento secuencial de P, se observd una
mayor cantidad de P en sustratos de P. frigida creciendo en Bosque que en sustratos de
Peltigera sp. creciendo en Pradera. La fraccion de P moderadamente labil fue la mas
abundante, representando sobre el 80% del P medido en ambos sitios, mientras que el P
soluble correspondié a la fraccidn mas pequefia. Se detectdé una mayor cantidad de P
inorganico en Bosque que en Pradera, mientras que las formas organicas de P no fueron
significativamente diferentes entre los sustratos de los dos sitios. Esto sugiere una
acumulacion de materia organica similar en los sustratos de liquenes en los diferentes

sitios, a pesar de las diferentes cantidades de P disponible.

Estos resultados sugieren que los liquenes estarian cumpliendo un rol en el
ecosistema como filtros ambientales, al reclutar una microbiota rica en microorganismos

involucrados en la dinamica del P.
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8. Anexo

Tabla A1. Detalle de las muestras recolectadas: Ubicacion e identificacion. En amarillo las
muestras seleccionadas para el fraccionamiento de fésforo de Hedley et al. (1982)
modificado por do Nascimento et al. (2015).

Ubicacion Identificacion filogenética
Muestra | Latitud | Longitud | Altitud Caracteristica del sitio Micobionte Cianobionte

Ps1 -45,51 -72,04 1247,22 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp Cc17
Ps2 -45,51 -72,04 1247,24 Pradera alto-andina M5 P. linaje canina Cco2
Ps3 -45,51 -72,04 1247,13 Pradera alto-andina M5 P. linaje canina C02
Ps4 -45,51 -72,04 1249,25 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp ci7
Ps5 -45,51 -72,04 1248,15 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp Cc17
Ps6 -45,51 -72,04 1246,80 Pradera alto-andina M6 P. Frigida Cco2
Ps7 -45,51 -72,04 1246,53 Pradera alto-andina M6 P. Frigida C18
Ps8 -45,51 -72,04 1246,02 Pradera alto-andina M10 P. Retifoveata Cie
Ps9 -45,51 -72,04 1245,85 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp C15
Ps10 -45,51 -72,04 1244,93 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp ci7
Ps11 -45,51 -72,04 1262,57 Pradera alto-andina M5 P. linaje canina C02
Ps12 -45,51 -72,04 1264,59 Pradera alto-andina M5 P. linaje canina Cco2
Ps13 -45,51 -72,04 1263,61 Pradera alto-andina M1 P. ponojensis C02
Ps14 -45,51 -72,04 1262,99 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp ci7
Ps15 -45,51 -72,04 1263,85 Pradera alto-andina M1 P. ponojensis C02
Ps16 -45,51 -72,04 1263,71 Pradera alto-andina M1 P. ponojensis Cco2
Ps17 -45,51 -72,04 1265,06 Pradera alto-andina M1 P. ponojensis C02
Ps18 -45,51 -72,04 1267,18 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp -

Ps19 -45,51 -72,04 1269,84 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp -

Ps20 -45,51 -72,04 1271,40 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp -

Ps21 -45,51 -72,03 1237,61 Pradera alto-andina M5 P. linaje canina C02
Ps22 -45,51 -72,03 1237,88 Pradera alto-andina M5 P. linaje canina Cco2
Ps23 -45,51 -72,03 1237,98 Pradera alto-andina M1 P. ponojensis C02
Ps24 -45,51 -72,03 1242,22 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp ci7
Ps25 -45,51 -72,03 1241,80 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp -

Ps26 -45,51 -72,03 1240,95 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp ci7
Ps27 -45,51 -72,03 1240,43 Pradera alto-andina M3 Peltigera sp -

Ps28 -45,51 -72,03 1240,78 Pradera alto-andina - - ci7
Ps29 -45,51 -72,03 1243,65 Pradera alto-andina M1 P. ponojensis C02
Ps30 -45,51 -72,03 1244,14 Pradera alto-andina M1 P. ponojensis Cco2
Pf1 -45,53 -72,04 685,44 Bosque de lenga renoval M6 P.frigida co1
Pf2 -45,53 -72,05 699,96 Bosque de lenga maduro M6 P.frigida Cco1
Pf3 -45,53 -72,05 701,33 Bosque de lenga maduro M6 P.frigida co1
Pfa -45,53 -72,05 701,16 Bosque de lenga maduro M6 P.frigida Cco1
Pf5 -45,53 -72,05 702,45 Bosque de lenga maduro M6 P.frigida Cco1
Pf6 -45,53 -72,05 700,97 Bosque de lenga maduro M6 P.frigida co1
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Pf7

Pf8

Pf9
Pf10
Pf11
Pf12

Pf13

Pf14

Pf15

Pf16

Pf17

Pf18

Pf19

Pf20

Pf21

Pf22

-45,53
-45,53
-45,53
-45,53
-45,53
-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-45,53

-72,03 656,39 Bosque de lenga renoval M6

-72,03 656,52 Bosque de lenga renoval M6

-72,03 656,44 Bosque de lenga renoval M6

-72,03 648,70 Bosque de lenga renoval M6

-72,03 648,93 Bosque de lenga renoval M6

-72,03 652,13 Bosque de lenga renoval M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 651,07 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 655,26 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 654,40 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 655,22 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 655,54 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 655,94 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 658,81 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 657,73 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,02 653,99 presencia de pino M6
Bosque de lenga renoval con

-72,03 646,67 presencia de pino M6

P.frigida
P.frigida
P.frigida
P.frigida
P.frigida
P.frigida

P.frigida
P.frigida
P.frigida
P.frigida
P.frigida
P.frigida
P.frigida
P. linaje canina
P.frigida

P.frigida

co1
Cco1
co1
Cco1
co1
Cco1

co1

Cco1

co1

co1

Cco1

co1

Cco1

co1

Cco1

C01

Tabla A2. Libreria de enzimas de restriccion utilizadas en el ensayo in silico de la
digestiéon enzimatica del amplicon de la regién ITS para las muestras asociadas a
Peltigera sp. y P. ponojensis. En amarillo se indican las enzimas seleccionadas.

Enzima Sitio de corte Enzima Sitio de corte
. 5°Cy CGC3’ 5'GCGYC3
Acil 3'GGCP G5 Hhal 3'CMGCGS5
5'AGLCT3 . 5ALAGCTT3
Alul 3 TCIGAS' Hindlll 3 TTCGAPAS'
5'GJ GATCC3 , 5 GJLANTC3
BamH1 1 3cctagrras g 3'CTNATGS'
5'CJ TTAAG3 5'CCTC(N);3"
BspTl 3'GAATTACS Mnll 1 3 GGAG(N) S
5CGLCG3 5'CLCGG3
Bsh1236l | . e Mspl 1 GEOACE
ol 5'AT, CGAT3' el 5°CCJ,SGG3'
3'TAGCTTAS 3'GGSNCCS
bral 5TTTJ AAA3 petl 5'CTGCAL G3®
3 AAAPTTTS' 3'GMACGTCS'
FeoR] 5'GJLAATTC3 oral 5'CCCLGGG3'
3 CTTAANGS 3'GGGMCCCS
5'GGJ.CC3 5 GCATGL,C3'
Haell 3'CCPGGS' SPhI | 3 cnGTACGS:
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Figura A1. DNA gendmico extraido de talo liquénico en gel de agarosa al 2% para las
muestras Ps1 - Ps4 - Ps5 - Ps14 - Ps20 - Ps26, a modo de ejemplo. (MM) Marcador de
peso molecular “GeneRuler™ 100 pb plus DNA Ladder” (Thermo Scientific™).
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Figura A2. Producto de la amplificacion de las regiones: (A) 28S, (B) ITS y (C) 16S.
Ejemplo de amplificacion especifica en cuadro rojo (C), y de amplificacion inespecifica
indicado con flecha roja (B). (D) Producto de la purificacién de banda ITS. (MM) Marcador
de peso molecular “GeneRuler™ 100 pb plus DNA Ladder” (Thermo Scientific™).
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Figura A3. Digestion enzimatica con la enzima Hhal del amplicon de la region ITS de
micobionte, para muestras identificadas como Peltigera sp. M3 asociado a cianobiontes
C17 (Ps1 — Ps4 — Ps5 — Ps10 — Ps14 — Ps24 — Ps26). (MM) Marcador de peso molecular
“GeneRuler™ 50 pb DNA Ladder” (Thermo Scientific™).
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Figura A4. Digestion enzimatica del amplicon de la regiéon ITS de micobionte M1,
muestras identificadas como Peltigera ponojensis. Las enzimas utilizadas fueron: (A) Clal
y (B) Hhal. (MM) Marcador de peso molecular “GeneRuler™ 50 pb DNA Ladder” (Thermo
Scientific™).
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